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SUMMARY

Context: High performance liquid chromatography (HPLC) is a high sensitivity and precision to api-
toxin samples analysis. However, it has the disadvantage of incurring high financial, environmental and
time costs. Aims: The aim of this study is to develop a shorter HPLC method for the quantification of
apitoxin samples. Methods: The method was performed and validated on an RP-C18 column, mobile
phases A (water and trifluoroacetic acid (TFA) 0.1%) and B (acetonitrile and TFA 0.1 %), gradient mode,
flow rate 1.5 mL/min and 220 nm absorbance. Key results: The gradient elution 5% - 70% phase B over
20 minutes, after a 4-minute isocratic elution with 5% B at 25°C. Results showed a linear in the range
between 0.084 and 0.84 mg/mL (R?=0.995) for melittin and between 0.02 and 0.20 mg/mL (R2=0.995) for
apamin, accurate method (recovery rate 101.11 £9.47 % and 113.57 £15.06 % respectively). Precision:
10.37 and 9.33 for melittin and apamin respectively, and result of a selective method in its usual matrix.
The LOD was 0.00178 and 0.00117 mg/mL, and LOQ was 0.00541 and 0.00353 mg/mL, for melittin and
apamin, respectively.

Keywords: apamin; Apis mellifera; bee venom; HPLC analysis; melittin.

RESUMEN

Desarrollo y validacion de un nuevo método rapido de HPLC en fase reversa para la cuantificacion
simultanea de melitina y apamina en apitoxina

Contexto: La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es un método de alta sensibilidad y pre-
cision para el andlisis de muestras de apitoxina. Sin embargo, tiene la desventaja de generar altos costos
financieros, ambientales y de tiempo. Objetivos: El objetivo de este estudio es desarrollar un método
de HPLC mas corto para la cuantificacion de muestras de apitoxina. Métodos: El método se realizo y
validé en una columna RP-C18, fases mdviles A (agua y acido trifluoroacético (TFA) 0,1%) y B (acetoni-
trilo y TFA 0,1%), modo gradiente, velocidad de flujo 1,5 mL/min y absorbancia A 220 nm. Resultados
clave: La elucién en gradiente 5% - 70% de la fase B durante 20 minutos, después de una elucién isocra-
tica de 4 minutos con 5% de B a 25 °C. Los resultados mostraron una linealidad en el rango entre 0,084
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y 0,84 mg/mL (R?=0,995) para melitina y entre 0,02 y 0,20 mg/mL (R?=0,995) para apamina, método pre-
ciso (tasa de recuperacion 101,11 + 9,47 % y 113,57 + 15,06 % respectivamente). Precision: 10,37 y 9,33
para melitina y apamina respectivamente, y resultado de un método selectivo en su matriz habitual. El
LOD fue 0,00178 y 0,00117 mg/mL, mientras que el LOQ fue 0,00541 y 0,00353 mg/mL, para melitina y
apamina, respectivamente.

Palabras clave: apamina; Apis mellifera; veneno de abeja; analisis HPLC; melitina.

RESUMO

Desenvolvimento e validacio de um novo método rapido de HPLC de fase reversa para quantifica-
¢ao simultanea de melitina e apamina em apitoxina

Contexto: A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma analise de amostras de apitoxina de
alta sensibilidade e precisao. No entanto, tem a desvantagem de incorrer em altos custos financeiros,
ambientais e de tempo. Objetivos: O objetivo deste estudo é desenvolver um método de HPLC mais
curto para quantificagdo de amostras de apitoxina. Métodos: O método foi realizado e validado em uma
coluna RP-C18, fases moveis A (agua e acido trifluoroacético (TFA) 0,1%) e B (acetonitrila e TFA 0,1%),
modo gradiente, vazdo de 1,5 mL/min e absorbancia de 220 nm. Principais resultados: A eluigao do
gradiente de 5% - 70% da fase B ao longo de 20 minutos, ap6s uma eluigao isocratica de 4 minutos com
5% de B a 25 °C. Os resultados mostraram uma linearidade no intervalo entre 0,084 e 0,84 mg/mL
(R2=0,995) para melitina e entre 0,02 e 0,20 mg/mL (R?=0,995) para apamina, método preciso (taxa de
recuperagao de 101,11 +9,47% e 113,57 +15,06% respectivamente). Precisdo: 10,37 e 9,33 para melitina e
apamina respectivamente, e resultado de um método seletivo em sua matriz usual. O LOD foi de 0,00178
e 0,00117 mg/mL, e 0 LOQ foi de 0,00541 e 0,00353 mg/mL, para melitina e apamina, respectivamente.

Palavras-chave: apamina; Apis mellifera; veneno de abelha; analise por HPLC; melitina.

1. INTRODUCTION

Apitoxin is the solid residue that results from the evaporation of bee venom (Apis mellifera) [1].
It is usually a complex mixture of nitrogenous compounds in which peptides predominate. It
also contains enzymes, biogenic amines, carbohydrates and amino acids [2]. In medicine, it
can be used for the treatment of various diseases [3-5]. It is presented in different ways, some-
times with separate components, or it has been shown that the synergy between some compo-
nents can make a better contribution to the treatment of certain diseases [6-8]. These character-
istics make it a product with high potential for use in the pharmaceutical industry [9].
Apitoxin has the particularity of being a natural base, so its quantitative composition can
vary depending on different factors [10]. The genetics of the bee, the environment in which it
develops (climate, availability and abundance of natural food), as well as the health and age
of the bee are factors that have been shown to influence the production and properties of api-
toxin [1, 11, 12]. It has been reported that environmental and biological factors can determine
the quantitative differences in apitoxin, while human factors, such as the method and timing
of venom extraction, including processing and storage conditions, should also be considered
[11, 13, 14]. Therefore, due to the large number of factors that conditions the composition of
apitoxin, its qualitative-quantitative analysis is necessary to control and ensure that this prod-
uct meets the requirements requested for its commercialization and application in medicine.
High performance liquid chromatography (HPLC) was chosen for the analysis of apitoxin,
because it offers advantages in terms of cost-benefit ratio and shorter analysis times compared
to other methods such as size exclusion chromatography or capillary electrophoresis (Pacf-
ikovfi et al., 1995) [15]. Melittin, apamin and phospholipase A2 are the main components of
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apitoxin and are therefore analyzed using HPLC methods. In addition, the cost of using stand-
ard methods would make these analyses prohibitively expensive. Reports on the analytical
methods achieved with this technology include those by Rybak-Chmielewska and Szczésna
(2004) [16] and Ferreira Junior et al. (2010) [11]. However, a disadvantage of methods described
is the long analysis time of around 35 to 50 minutes per sample, which means a high workload
for carrying out these studies with a large number of samples. For this reason, the aim of this
study was to develop and validate an HPLC analysis method with a shorter analysis time that
still preserves the resolution between the peaks of the main components of apitoxin like melit-
tin and apamin, as the main active ingredients sought in the venom. In addition, the applica-
bility of the developed method in the qualitative-quantitative determination of different sam-
ples of apitoxin was investigated.

2. METHODOLOGY

The study consisted of two parts. Firstly, the development of a short analytical method using
HPLC for the qualitative-quantitative analysis of apitoxin, while maintaining a good resolu-
tion of the peaks corresponding to the components of apitoxin. Once the optimized method
was obtained, its validation was performed with standards for two of its main components:
melittin and apamin. The HPLC system used was an HPLC-UV Dionex, Ultimate 3000, with
standard LPG 3400 pump, WPS 3000 PL autosampler, detector (DAD) 3000, 50 uL and 250 uL
loops, (from Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, United States) and a C18 reverse phase
chromatographic column (Hibar® 5 um, 150 x 4.6 mm, Purospher STAR, from Merck, Darm-
stadt, Germany). The reagents and solvents used were Carlo Erba ppa., suitable for HPLC. The
standards used were bee melittin with a purity of > 85 % and a bee apamin standard with a
purity of > 95 %, acquired through Sigma-Aldrich. The apitoxin used was obtained commer-
cially from Uruguayan producers, it was in its dry form and stored in amber bottles in a freezer
at —4 °C, until the time of the analysis.

To prepare the samples, 21 mg of dry apitoxin solubilized in 25 mL of 0.1 % formic acid
water solution were used. Once the sample was homogenized, it was filtered through a syringe
filter with a 0.45 pm membrane and 1 - 1.5 mL was loaded into vials.

2.1. Method optimization

They were then placed in HPLC for analysis using the chromatographic specifications de-
scribed by Ferreira Junior ef al. (2010) [11]. They were placed in a two-solvent system, where
phase A was 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) in water (H,O) and phase B was 0.1% TFA in
acetonitrile (MeCN). The sample was eluted at a flow rate of 1 mL/min with a gradient elution
of 10 to 100 % phase B for 31 minutes, after a 5 minutes isocratic elution with 10 % B at a
temperature of 25 °C. The diode array detector was set to a fixed wavelength of 220 and 280
nanometers (nm).

In order to optimize the starting method, 11 different methods were tested, whereby the
flow rate and the composition of the mobile phase were varied by the elution gradient. The
changes were made starting from the conditions of the starting method, which were monitored
by the successive chromatograms, until the selected method was reached. The other conditions
remained unchanged
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2.2, Validation of the analytical method

Validation of the method was performed with melittin and apamin standards to determine
linearity, limit of quantification, limit of detection, accuracy, precision and selectivity at two
wavelengths (A =220 nm and 280 nm).

The linearity test consisted of chromatographic analysis of three copies of the same stand-
ard concentration used to calculate the calibration curve. The concentrations distributed over
the entire range were 0.84, 0.168 and 0.084 mg/mL for melittin and 0.2, 0.04 and 0.02 mg/mL
for apamin. Linearity was verified by statistical processing of the data using the correlation
coefficient (R?) of the calibration curve, analyzed at the two wavelengths studied.

Detection limit of an assay is the lowest concentration that can be detected but not neces-
sarily quantified and the quantification limit is the lowest concentration that can be quantified
with acceptable precision. The limits can be determined by three different methodologies ac-
cording to the ICH guidelines: visual determination, signal-to-noise determination, and stand-
ard deviation and slope method [17, 18]. In this work, we were calculated using the results for
linearity and the calibration curve. The following equations were applied:

e Detection limit: = 3:3%0

10xo

e Quantification limit:=

Were o is the standard deviation of the peak areas for each lowest studied standard con-
centration level and S is the slope of the calibration curve.

To check the accuracy, solutions with a concentration of 60, 80, 100, 120 and 140 % of the
theoretical concentration were prepared and analyzed three times each. They were then com-
pared with the accepted reference values.

Precision was determined by repeatability and reproducibility. Repeatability is the preci-
sion under conditions where independent analytical results are obtained with the same
method on identical test items in the same laboratory by the same operator using the same
equipment within short time intervals. And reproducibility is the precision when the analysis
results are obtained with the same method in identical analysis items under different condi-
tions, whether in the laboratory, different operators, using different equipment, among others
[17, 18]. For repeatability, the analysis of variance was performed for three replicates were
prepared at a concentration of 0.1 mg/mL and each was analyzed six times. Intermediate pre-
cision was also measured to determine the test using the repeatability results and comparing
them to the results of the same test performed the following day. For intra-laboratory repro-
ducibility (i.e., precision within a laboratory), sample determination was performed in tripli-
cate on 3 different days, and for interlaboratory reproducibility sample determination was
performed ten times in the same day. The analysis of variance was performed for both trials.
The coefficient of variation (CV%) was calculated as: %CV=(5/X)x100, where X is the average
of the concentrations.

The selectivity was determined under acidic, alkaline, oxidizing, reducing, thermal and
photolytic degradation conditions using a reference solution of 0.1 mg/mL. A 1 M solution of
hydrochloric acid (HCl) was added for acidic degradation and 1 M solution of sodium hydrox-
ide (NaOH) was added for alkaline degradation. Both determinations were allowed to act for
1 hour and then analyzed by HPLC. For oxidation degradation, a 10 % hydrogen peroxide
(H203) solution was added and left for 10 days, then the corresponding chromatogram was
prepared. For the photolysis test, the sample was exposed to sunlight for 10 days and for the
thermolysis test, the sample was left at a temperature of 100 °C for 10 days. The samples were
then analyzed using HPLC.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

The results obtained by the different modifications compared to the initial method are shown
in Table 1. Given the increase in flow rate, the resulting chromatogram showed a decrease in
the resolution of the peaks and a reduction in the elution time of the last component. The same
happened when the elution gradient was increased. Subsequently, the gradient of the mobile
phase was reduced, which led to a decrease in the elution time of the components and the
resolution of the peaks. Based on these results, method 11 was selected for validation, with a
final analysis time was 24 minutes. The required flow rate for the selected method was 1.5
mL/min, with an elution gradient of 5 to 70 % of phase B from analysis time 0 to 15, followed
by an isocratic elution of 5 minutes with 70 % of phase B. Finally, the system stabilizes from
20.01 to 24 minutes with an isocratic flow of 5 % of phase B at a temperature of 25 °C. The
retention time for melittin was 10.4 min, for apamin 5.0 min and for phospholipase A2 8.0 min.

Table 1. Variations made to optimize the starting method2.

Method Fmal'tlme Changes® Observations on the chromato-
(min) grams
1 18 Increase flow rate Increase time and 1r.1adequate
peak resolution
2 38 Change gradient elution (5% - 100% phase B) Increase time and 11.1adequate
peak resolution
h i 1 i 0O - O0 00 - 1 0O
3 35 Change gradient elution (5% - 80%/ 80% - 100% Fnadequate peak resolution
phase B)
4 35 Change gradient elution (10% - 95% phase B) Inadequate peak resolution
h
5 30 Change gradient elution (10% - 95% phase B) 2 peaks are .obs.erved, and the
resolution is low (<2)
6 25 Change gradient elution (5% - 80% phase B) 4 peaks are' obs.erved, but the
resolution is low (<2)
4 h
7 20 Change gradient elution (5% - 70% phase B) peaks are.obs.erved, but the
resolution is low (<2)
8 20 Change gradient elution (5% - 60% phase B) 4 peaks are' obs.erved, but the
resolution is low (<2)
4 h
9 20 Change gradient elution (2.5% - 70% phase B) peaks are. obs.erved, but the
resolution is low (<2)
10 20 Change gradient elution (10% - 70% phase By | Peaks are observed, but the
resolution is low (<2)
11 24 Change gradient elution (5% - 70% phase B) 7 peaks are observed, with an
adequate

aThe conditions of the starting method were: flow rate 1.0 mL/min, two-solvent system where phase A
was 0.1% TFA in H;O and phase B was 0.1% TFA in MeCN, with a gradient elution of 10 to 100 % phase
B for 31 minutes, and 5 minutes more with 10 % B, 25 °C, wavelength of 220 and 280 nm. » All tests were
performed at a flow rate of 1.5 mL/min.

Thus, the results for the various validation parameters linearity, limits of detection and quan-
tification, accuracy, selectivity, precision and selectivity, were as follows:
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3.1. Linearity, detection limits and quantification limits

Table 2 shows the equations of the corresponding calibration curves for melittin and apamin,
which were examined at a wavelength of 220 and 280 nm, respectively. In addition, the line-
arity result is included; in each case examined the value obtained by the R? exceeds 0.995. The
values of the limits of quantification and detection are also included.

Table 2. Results for melittin and apamin at a wavelength of 220 and 280 nm, from the calibration
curve equation, correlation coefficient, quantification limit and detection limit.

%e(am) | Components | Calirationcurve | Ree | Quentiicationtimit - Detecton it
220 Melittin y =412159x — 6891.2 0.999 0.00541 0.00178
Apamin Yy =727866x —2444.8 1.000 0.00353 0.00117
280 Melittin y =56307x —2043.8 0.999 0.00310 0.00101
Apamin y =10817x — 26.272 0.999 0.00571 0.00189

2 A (Wavelength). b R? (correlation coefficient).

3.2. Accuracy

Next, the precision is determined (Table 3). For apamin, none of the values obtained at wave-
length of 280 nm were within the acceptable range, so they were not considered. For melittin,
the results were acceptable at concentrations greater than 0.08. As for the results at 220 nm,
with the exception of apamin at a concentration of 0.06 and 0.14, all values examined were
acceptable.

Table 3. Results of the accuracy study for melittin at 220 and 280 nm and for apamin at 220 nm.

A2 (nm) 220 280
Concentration (mg/nt) [*TECER ) ey )| )| secovery (4
0.06 60-115 113.90 141.29 129.49
Accepted Not accepted Not accepted
0.08 60-115 88.09 105.47 100.89
Accepted Accepted Accepted
0.100 80-110 99.78 105.67 112.36
Accepted Accepted Not accepted
0.120 80-110 94.39 98.51 108.46
Accepted Accepted Accepted
0.140 80-110 109.40 116.89 134.080
Accepted Not accepted Not accepted

2A: Wavelength.
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3.3. Precision

In the case of precision, measured by analysis of variance of repeatability (Table 4). Acceptance
values were achieved in all tests except test 1 for apamin at 280 nm. In the case of mean preci-
sion (Table 5), all values fulfil the acceptance criterion.

Table 4. Repeatability data obtained for melittin and apamin, corresponding to the two wavelengths
studied.

C " A2 Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3
mponen
OmMPORENt m) | cve [ CVhe | CAd CVb | CVhe | CAd CVb | CVhe [ CAd
Melittin 220 | 10.37 | 0.085 | Accepted | 1.03 | 0.10 | Accepted | 13.40 | 0.078 | Accepted
280 | 11.62 | 0.080 | Accepted | 1.67 | 0.098 | Accepted | 13.81 | 0.074 | Accepted
220 | 9.33 | 0.020 | Accepted | 1.16 | 0.020 | Accepted | 10.38 | 0.020 | Accepted
Apamine Not ac-
280 | 1.78 | 0.020 Ce‘;tzz 242 | 0.020 | Accepted | 1350 | 0.020 | Accepted

a A: Wavelength. b Coefficient of variation (CV) (%) calculated. ¢ Horwitz coefficient of variation (CVh)
% Horwitz. 4 Acceptance requirements: CV% >CVh %.

Table 5. Data obtained from the intermediate precision for melittin and apamin, corresponding to the
two wavelengths studied.

Component Melittin Apamin

A2 (nm) 220 280 220 280
CVRi% calculado® 13.61 14.52 12.19 14.39
CVhRi % Horwitze 0.086 0.080 0.020 0.020
Acceptance requirements, CV%>CVh % Accepted | Accepted Accepted Accepted

2 A: Wavelength. ® CVRi (Internal Repeatability Coefficient of Variation) % calculated. <CVhRi % Hor-
witz (Horwitz coefficient of variation of internal repeatability).

The precision measured by analysis of variance of intra-laboratory and interlaboratory re-
producibility showed in the table 6. Acceptance values were achieved in all tests except test 1
for apamin at 280 nm. Referring to the interlaboratory assay, only the quantification of melittin
was carried out, apamin was not analyzed. Prior to this test, linearity was determined, result-
ing in non-linearity at the wavelength of 280 nm for that equipment. For this reason, repro-
ducibility was not determined at that wavelength.

Table 6. Intra-laboratory and interlaboratory reproducibility data obtained for melittin and apamin,
corresponding to the two wavelengths studied.

Component Aa Intra-laboratory Interlaboratoy
mponen
P (nm) Cvpb CVhe CAd Cvp CVhe CAd
o 220 6.34 20.68 Accepted 2.26 17.61 Accepted
Melittin
280 8.52 21.51 Accepted NA NA NA
Apamine 220 7.88 34.92 Accepted NA NA NA
p 280 NA NA NA NA NA NA

a A: Wavelength. b Coefficient of variation (CV) (%) calculated. ¢ Horwitz coefficient of variation (CVh)
% Horwitz. 4 Acceptance requirements: CVRintralab% < (2CVh%/3). ¢ Acceptance requirements:
CVRinterlab% <CVh%, NA.: not applicable.
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3.4. Selectivity

The results of the selectivity study (Table 7) show that while all values are acceptable melittin
at 220 nm, it does not achieve the expected results for acid degradation and the photolysis test
at 280 nm. Since apamin was not quantifiable under the working conditions at 280 nm, the
corresponding measurements were not performed. At 220 nm, although the method has
shown that resolutions greater than 2 are not achieved, it would not be possible to quantify
the product, therefore the method is not selective in this case, but it is possible to identify the
compound in each of the tests to which it was subjected.

Table 7. Selectivity data obtained for melittin corresponding to the two working wavelengths and for
apamin at 220 nm.

Solution not
Aci | Basi ) I
Component subject to deg- cid c.iegra asie cliegra Ox1dat1c.)n Photolysis | Thermolysis
) dation dation degradation
radation
Melittin RP2 (%) 100.00 37.83 29.80 5.70 65.34 96.08
(220nm) | Resolution® - 13.14¢ 11.95¢ 19.23¢ 3.64¢ 13.02¢
Melittin RP2 (%) 100.00 10.12 11.64 12.03 13.30 9.69
(280nm) | Resolution® 9.03¢ 1.624 3.07¢ 0.784 2.54c¢
Apamin RP2 (%) 100.00 123.16 117.40 86.83 105.59 105.22
(220nm) | Resolution® 0.684 1.124 0.964 1.204 0.404

aRP: Recovery percentage. * Acceptance criteria: R>2 for adjacent peaks (R: resolution). <Fulfills the
acceptance criteria. ¢ Doesn’t fulfills the acceptance criteria.

Among the methods studied, there were some that had a shorter analysis time than the
one chosen as a starting point, but with unacceptable resolutions between peaks (R =2), this
parameter being defined as a numerical measure that indicates the quality of a separation be-
tween two compounds [11, 18]. Low resolution results leads to insufficient analysis to identify
and quantify the main constituents and thus do not fulfil the stated objectives.

When selecting the variables for method optimization, it was assumed that each one of
them exhibited compromised results in the chromatographic test. These compromised results
were considered for achieving a method that not only reduces analysis time but is also effective
in quali-quantify assessing its main components.

The variables chosen for the method optimization included the flux and composition of
the mobile phase determined by gradient variation. Among these, increasing the flux in a chro-
matographic analysis causes the main components of the injected mixture to elute more
quickly, thereby shortening the run time. However, this may compromise the resolution of the
peaks. Hence, adjustments to the variation of mobile phase gradients need to be comple-
mented.

On the other hand, a higher concentration of the mobile phase organic modifier used
(MeCN) resulted in a quicker elution of the mixture’s components, leading to a decreased res-
olution between the peaks. Consequently, the elution gradient was adjusted by varying the
proportion of acetonitrile, aiming to reduce retention times while attempting to approximate
isocratic compositions of the mobile phase.

It was possible to establish a gradient that facilitates the elution of all components within
the mixture in a 20-minute timeframe, with an additional 4 minutes required for final stabili-
zation before commencing the next run.
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To assess optimized method, linearity is determined within a range of useful concentra-
tions, with the acceptance criterion set at R? > 0.995 for linear regression. All the obtained re-
sults surpassed this threshold, indicating that the method meets the linearity parameter within
the study range.

While most accuracy and precision parameters for melittin complied within acceptance
criteria at the two working wavelengths, certain parameters for apamin at 280 nm, such as
accuracy and some precision tests, did not meet the established limits. This discrepancy is at-
tributed to the lower absorptivity of apamin at 280 nm in the absorption spectrum, making it
less visible to the detector and compromising its quantification. Despite this, due to the con-
siderably higher concentration of melittin compared to apamin, quantification of melittin is
still possible at that wavelength.

Attempts to increasing the concentration of apamin in apitoxin for analysis were hindered
by the apitoxin maximum solubility. Consequently, it was determined that at 280 nm, a qual-
itative-quantitative analysis of the apitoxin is not feasible.

After validating the method for the two major components of the apitoxin, future re-
searchers are encouraged to explore the possibility of validating the method for phospholipase
A2, thereby enriching the analytical approach.

This work has some limitations that should be considered while interpreting the data.
First, it was not possible to quantify apamin at the wavelength of 280 nm, so the use of the
method is restricted to 220 nm. This is due to the low concentrations of apamin and that it has
only 1 heterocycle in its structure that can be detected at 280 nm. Second, this method has been
optimized for the quantification of melittin and apamin at 220, but the quantification of other
main components of apitoxin will be included later. Third, it was not possible to determine the
interlaboratory reproducibility for apamin since there were no standards to perform this assay,
and it was also not possible to determine for melittin at 280 nm as wavelength since the re-
sponse of the detector was not linear with the melittin concentrations used.

In conclusion, an HPLC analytical method was developed and validated to determine the
qualitative-quantitative composition of the main components of apitoxin at 220 and 280 nm.
The developed method presents a reduction in analysis times per sample of 12 minutes com-
pared to the initial method, allowing a greater number of samples to be processed in less time.
Regarding the validation carried out, it was found that the validated method is linear in the
range between 0.084 and 0.84 mg/mL (R?>=0.995) for melittin and from 0.02 to 0.20 mg/mL
(R?=0.995) for apamin, accurate (recovery rate 101.11 +9.47 % and 113.57 +£15.06 % respectively),
and selective in its usual matrix for the quantification of melittin and apamin at 220 nm. This
method was also precise, showing compliance with the acceptance criteria for intra and in-
terlaboratory reproducibility and repeatability tests. The LOD was 0.00178 and 0.00117
mg/mL, and LOQ was 0.00541 and 0.00353 mg/mL for melittin and apamin, respectively. Ac-
cording to the results obtained, the appropriate wavelength for the qualitative-quantitative
analysis of apitoxin is 220 nm.
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RESUMEN

Objetivo: Describir la medicacion potencialmente inapropiada (MPI) en adultos mayores (260 afios) de
un hospital de tercer nivel ubicado en Atlantico, Colombia. Métodos: Estudio descriptivo transversal
retrospectivo, de los ancianos hospitalizados en el periodo 2020 - 2021. El instrumento de recoleccién de
datos incluye los elementos de las herramientas STOPP y Beers y criterios colombianos para la identifi-
cacién de medicacion potencialmente inapropiada. Se estimé un tamafio de poblacion de 3.190 historias
clinicas de pacientes hospitalizados del cual se obtuvo una muestra de 234 pacientes teniendo en cuenta
la prevalencia de MPI de 20,7%, con una precision de 5% y un intervalo de confianza del 95%. Resulta-
dos: La edad media fue de 73,89 (+10,00). Seguin los criterios STOPP se encontré MPI en un 71,4% de la
poblacién (n=167). La MPI se relacion6 mayormente con el uso de analgésicos y farmacos del sistema
cardiovascular para los tres listados de criterios usados. Conclusiones: La MPI es un problema frecuente
en adultos mayores, especialmente en aquellos con multimorbilidad y polimedicaciéon.

Palabras Clave: Ancianos fragiles; polifarmacia; medicamentos potencialmente inapropiados; depres-
cripcién.

SUMMARY
Potentially inappropriate medication in older adults in a tertiary hospital

Objective: To describe potentially inappropriate medication (PIM) in elderly people (=60 years of age)
at the Hospital Universidad del Norte, 2021. Methods: Retrospective cross-sectional descriptive study
of the elderly hospitalized between 2020 and 2021. The data collection instrument includes the elements
of the STOPP and Beers tools and Colombian criteria for identifying PIM. A population size of 3,190
inpatient medical records was estimated. A sample of 234 patient records was obtained considering a
PIM prevalence of 20.7%, with a precision of 5% and a confidence interval of 95%. Results: The mean
age was 73.89 years (+10.00). According to the STOPP criteria, PIM was 71,4% (n=167). Analgesics and
cardiovascular drugs were most related to PIM using the three criteria lists. Conclusion: PIM is a fre-
quent problem in older adults, especially in those with chronic diseases and polymedication.

Keywords: Frail elderly; polypharmacy; potentially inappropriate medication list; deprescriptions.
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Medicacién potencialmente inapropiada en adultos mayores en un hospital

RESUMO
Medicamentos potencialmente inapropriados em idosos em um hospital terciario

Objetivo: Descrever medicamentos potencialmente inapropriados (MPI) em idosos (=60 anos) em um
hospital tercidrio localizado em Atlantico, Colombia. Métodos: Estudo retrospectivo, descritivo e trans-
versal com idosos hospitalizados no periodo de 2020-2021. O instrumento de coleta de dados inclui os
elementos das ferramentas STOPP e Beers e os critérios colombianos para identificagdo de medicamen-
tos potencialmente inapropriados. Foi estimado um tamanho populacional de 3.190 prontuarios clinicos
de pacientes hospitalizados, dos quais se obteve uma amostra de 234 pacientes, considerando a preva-
léncia de IPM de 20,7%, com precisdo de 5% e intervalo de confianga de 95%. Resultados: A média de
idade foi de 73,89 (+10,00). De acordo com os critérios STOPP, o IPM foi encontrado em 71,4% da popu-
lagao (n=167). O IPM foi mais fortemente associado ao uso de analgésicos e medicamentos para o sis-
tema cardiovascular para todas as trés listas de critérios utilizadas. Conclusées: O IPM é um problema
comum em idosos, especialmente naqueles com multimorbidade e polifarmacia.

Palavras-chave: Idoso fragil; polifarmécia; medicamentos potencialmente inapropriados; desprescri-
¢ao.

1. INTRODUCCION

En Colombia, se estima que el porcentaje de personas mayores de 60 afios aumentara hasta el
17,5% para el afio 2030 [1]. El envejecimiento del ser humano genera una serie de adaptaciones
fisioldgicas que generan cambios en los procesos quimicos y biologicos propios de su orga-
nismo. Esta tendencia trae consigo un aumento en la aparicion de enfermedades no transmi-
sibles y alteraciones causadas por la edad, que a su vez generan polimedicacion, y un mayor
riesgo de aparicidon de la medicacion potencialmente inapropiada (MPI) [2, 3].

La polifarmacia conlleva sobre todo en adultos mayores a la aparicion de reacciones ad-
versas que pueden amenazar la vida. Lo anterior, debido en gran parte a interacciones farma-
coldgicas, caracteristicas fisiologicas, presencia de comorbilidades, cambios del estado nutri-
cional y modificaciones farmacocinéticas y farmacodindmicas [4]. Por otra parte, la MPI se ha
asociado con diversos eventos de relevancia clinica en adultos mayores como caidas, deterioro
cognitivo y demencia. Es el caso de farmacos como las benzodiacepinas, antipsicoticos como
olanzapina, opioides como la morfina sobre todo al inicio del tratamiento, diuréticos como la
furosemida, nitratos de accion prolongada y antiarritmicos [5].

A nivel mundial, la prevalencia de la MPI varia dependiendo del centro y el nivel de aten-
cién entre un 5% y 78% [6]. Por ello, han surgido distintas herramientas como los Criterios de
Beers [7], Priscus [8], STOPP y START [9] disefiadas para optimizar la prescripcion e identificar
los medicamentos potencialmente inapropiados basadas en la evidencia y la investigacion. Es-
tas herramientas han sido utilizadas en multiples escenarios ambulatorios, comunitarios y cli-
nicos a nivel mundial donde su aplicacion en estudios ha permitido obtener datos de interés.
Por ejemplo, un estudio multicéntrico realizado en Espafia en personas mayores identific el
uso inapropiado de grupos terapéuticos como las benzodiacepinas [10]. Asimismo, el estudio
Prevalence and Risk Factors Associated with Potentially Inappropriate Prescribing According to
STOPP-2 Criteria among Discharged Older Patients realizado por Sipos et al. con 417 pacientes
del servicio de medicina interna de un hospital en Rumania donde gracias a la aplicacion de
los criterios STOPP, se encontrd como principal prescripcion inapropiada a los antitrombéticos
en pacientes con alto riesgo de sangrado [11]. Finalmente, podemos citar como Azayzih et al.
en su estudio Potentially inappropriate medications prescribing according to Beers criteria among el-
derly outpatients in Jordan: a cross sectional study, logro identificar que el 62,5% de la poblacion
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estudiada presentaba al menos una prescripcion inapropiada gracias a la aplicacion de los cri-
terios de Beers [12]. Lo anterior muestra como estas herramientas han contribuido a identificar
e intervenir oportunamente la medicacidon potencialmente inadecuada (MPI) y por tanto redu-
cir el numero de interacciones medicamentosas o de reacciones adversas generadas por la
misma.

Adicionalmente, se han desarrollado estrategias guiadas a mejorar el abordaje de pres-
cripciones inapropiadas como los criterios de prescripcion propuestos recientemente para la
region [13]. Esta propuesta se constituye como un apoyo a la prescripcién de medicamentos
por profesionales de atencion en salud, lo que denota el compromiso por parte de todo el sec-
tor investigativo y académico para hacer frente a la problematica. Por todo lo anterior, la pre-
sente investigacion tuvo como objetivo describir la medicacion potencialmente inapropiada en
personas mayores en un hospital de tercer nivel del departamento del Atlantico, en Colombia.

2. METODOS

2.1. Disefio de estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal con datos retrospectivos de personas
mayores hospitalizadas en el servicio de medicina interna de un hospital de tercer nivel del
departamento del Atlantico, Colombia durante el periodo entre julio de 2020 y junio de 2021.

2.2. Seleccion de participantes

Se incluyeron pacientes de 60 afios 0 mas que hubieran estado hospitalizados durante al menos
24 horas y que tuvieran una o mds patologias. Se excluyeron pacientes cuyas historias clinicas
estuvieran incompletas respecto a la farmacoterapia prescrita.

2.3. Recoleccion de datos

La informacion se recabd de las historias clinicas de los pacientes, para lo cual se utilizo una
matriz de recoleccion disefiada por los investigadores que incluyd datos sociodemograficos
(edad y sexo), informacion clinica (diagndstico de hospitalizacion) e informacion de la farma-
coterapia prescrita.

2.4. Analisis de los datos

Se estim6 un tamafio de poblacion de 3.190 pacientes hospitalizados y una muestra de 234
tomando la prevalencia de MPI de 20,7% [14] con una precisiéon de 5% y un intervalo de con-
fianza del 95%. Los datos se recabaron de las historias clinicas a partir de la aplicacion de los
criterios de inclusion. Posteriormente, en una base de datos Excel® se realizo la depuracion y
codificacion de la misma para luego realizar el calculo de las medidas de distribucion y fre-
cuencia de las variables cualitativas y las medidas de tendencia central expresadas como pro-
medio y su desviacion estandar (DE) para las variables cuantitativas, en el software esta-
distico Epi Info. La estimacion del riesgo se realizé mediante un andlisis bivariado explorato-
rio de la variable dependiente (presencia o ausencia de MPI) y las diferentes variables inde-
pendientes, mediante la estimacion de la razén de probabilidad (odds ratio, OR), con su
respectivo intervalo de confianza de 95% y la estimacion del valor de p (<0,05). Los datos
fueron analizados con Epi Info version 7.2.

2.5. Consideraciones éticas
La presente investigacién fue avalada por el Comité de Etica de la Universidad del Norte y
por el Comité de Investigacion del hospital. Ademas, este estudio fue clasificado como una
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investigacion sin riesgo segtin lo expuesto en la Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud de Colombia. Se respetaron las consideraciones éticas de la Declaracion de Helsinki.

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacion sociodemografica y clinica de los participantes

Se encontré que el 55,5% (n=130) eran del sexo masculino y el 44,5% (n=104) femenino. La edad
promedio fue de 73,89 (+10,00). El nimero promedio de medicamentos prescritos fue de 5,77
(£7,6), el promedio de dias de estancia hospitalaria fue de 4,55 (+3,1) y el promedio de patologia
fue de 1,87 (+1,5), tal como se observa en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas de los pacientes

Paciente
Masculino Femenino
Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia %
60-70 49 37,69 44 42,33 93 39,80
71-80 50 38,46 38 36,55 88 37,60
81-90 29 22,30 20 19,25 49 20,9
91 -94 2 1,54 2 1,94 4 1,70
TOTAL 130 100 104 100 234 100,00
Variable Media Desviacion estandar
Edad 73,89 +10,00
# de medicamentos 5,77 +7.6
Dias de hospitalizacion 4,55 +3,1
# de patologias 1,87 +1,5

Fuente: Elaboracién propia.

Segun datos de la tabla 2, las enfermedades con mayor frecuencia fueron enfermedades del
sistema circulatorio con un 30,3% (n=71), seguidas del sistema respiratorio con 19,65% (n=46)
y por ultimo las enfermedades endocrinas, nutricionales y metabolicas con 14,11% (n=33). El
grupo terapéutico mayormente prescrito fueron aquellos usados en el sistema cardiovascular
seguido de los preparados con insulina.

Tabla 2. Diagnoésticos de hospitalizacién (CIE-10)

Diagnosticos de hospitalizacién (CIE-10) Frecuencia %
Enfermedades del sistema circulatorio 71 30,34
Enfermedades del sistema respiratorio 46 19,65
Enfermedades endocrinas, nutricionales y metabodlica 33 14,11
Enfermedades del sistema genitourinario 14 5,99
Traumatismos y algunas otras consecuencias de causas externa 14 5,99
Enfermedades del sistema digestivo 11 4,71
Enfermedades de la piel y del tejido subcutaneo 10 4,20
Enfermedades del sistema nervioso 5 2,14
Enfermedades del sistema osteomuscular y del tejido conjuntivo 2 0,86
Otras 28 12
TOTAL 234 100

CIE: Clasificaciéon Estadistica Internacional de Enfermedades.
Fuente: Elaboracién propia.
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3.2. Medicacion potencialmente inapropiada a partir de los criterios STOPP

y factores relacionados

Asi como se observa en la tabla 3, se encontrd que el criterio mayormente relacionado con la
MPI fue el uso de analgésicos con un 24,0% (n=40), seguido de farmacos del sistema cardio-
vascular con un 18,6% (n=31). La MPI estuvo presente en 167 participantes. La polimedicacion
global se present6 en un 89,7%.

En el andlisis del namero de criterios por paciente segin STOPP se encontrdé que del
total de pacientes (n=167), el 47,7% de los pacientes (n=100) presento 1 criterio, el 16,2% (n=38)
presentd 2 criterios. Ademas, la proporcion de pacientes con Medicacion Potencialmente
Inapropiada (MPI) fue del 71,4% (n=167), mientras que el 28,6% (n=67) de los pacientes no
presentaron MPI, como se observa en la tabla 3.

Tabla 3. Medicacion potencialmente inapropiada a partir de Criterios STOPP

Criterio Total %
Seccidn A. Identificacion de medicamentos 23 13,5
Cualquier prescripcion concomitante de dos farmacos de la misma clase 23 13,5
Seccion B. Sistema cardiovascular 31 18,6
Antihipertensivos de accion central salvo intolerancia o falta de eficacia a otras clases de o4 146
antihipertensivos ’
Antagonistas de la aldosterona junto con otros farmacos que pueden aumentar los nive- ) 1
les de potasio, sin monitoreo del potasio
Diuréticos de asa como tratamiento de primera linea para hipertension arterial o cuando ’ 1
existe incontinencia urinaria
Seccion C. Antiagregantes/Anticoagulantes 29 17,1
AAS a dosis superiores a 160 mg/dia 5 3,1
AAS mas clopidogrel para prevencion secundaria del ictus salvo que el paciente tenga
un stent coronario, un sindrome coronario agudo o una estenosis carotidea grave y sin-| 24 14
tomatica
Seccion D. Sistema nervioso central y psicologico 10 6
Benzodiacepinas durante mas de cuatro semanas 11 7
Seccion F. Sistema gastrointestinal 10 6,2
Medicamentos que suelen causar estreflimiento en pacientes con estrefiimiento cronico 10 6.2
cuando existen otras alternativas que no estrifien ’
Sistema H. Sistema musculo esquelético 23 13,6
Inhibidores selectivos de la COX-2 en pacientes con enfermedad cardiovascular 2 1
AINE en pacientes con hipertension grave o insuficiencia cardiaca 22 13,6
Seccion K: Farmacos que aumentan en forma predecible el riesgo de caidas en personas 5 1
mayores
Benzodiacepinas 2 1
Seccion L: Analgésicos 40 24
Uso de opioides pautados (no a demanda) sin asociar laxantes 20 12
Uso de opidceos potentes, orales o transdérmicos como tratamiento de primera linea en 20 1
el dolor leve
Total (repeticion del evento) 167 100

Continiia
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Tabla 3. Continuacion.

Participantes con criterios MPI (conteo excluyente entre si) Total %

Un soélo criterio 100 42,7

Dos criterios 38 16,2
Tres criterios 18 7,6
Cuatro criterios 7 2,9
Cinco criterios 3 12
Seis criterios 1 0,4

Pacientes sin MPI 67 28,6
Proporcién de pacientes con MPI Total %

Participantes con MPI 167 71,4

Participantes sin MPI 67 28,6
Total (Repeticion del evento) 234 100
POlimhii:;;iitftlz;al (4 Pacientes con polimedicacion Pacientes no polimedicados

89,7 210 24

Fuente: Elaboracién propia.

Tomando en cuenta los factores relacionados a la MPI segin STOPP, se encontrd que la fre-
cuencia de MPI fue mayor en los pacientes con un rango de edad entre 60 a 80 afios. La pre-
sencia de criterios de MPI fue mayor en el sexo masculino con el 38% (n=89). Por otra parte, la
polimedicacion (OR= 4,14 IC: 1,73 — 9,89) y la presencia de multimorbilidad (OR=1,87 IC: 1,03
—3,38) fueron los principales factores relacionados con la MPI, segtin lo descrito en la tabla 4.

Tabla 4. Factores relacionados a la MPI segun criterios STOPP
MPI (STOPP) OR IC
N: Si NO
Variable 234 F % F %

Edad 60 - 80 181 130 55,5 51 21,7
81-94 53 37 15,8 16 6,8 1,10 (0,56 -2,15)

Sexo Femenino 104 78 33,3 26 11,1
Masculino | 130 89 38,0 41 17,5 1,38 (0,77 - 2,46)
Polimedicacion Si 210 157 67,1 53 22,6 4,14 (1,73-9,89)

No 24 10 4,37 14 5,99

Multimorbilidad Si 161 122 52,1 39 16,7
No 73 45 19,2 28 12 1,87 (1,03 - 3,38)

OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianza;
Fuente: Elaboracién propia.

3.3. Medicacion potencialmente inapropiada a partir de la aplicacion de crite-

rios Beers

De acuerdo con los criterios Beers, el mayor nimero de prescripciones se presentd en el sis-
tema cardiovascular con el 37% (n=18) y farmacos para el manejo del dolor con el 27,0% (n=15),

asi como se observa en la tabla 5.
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Tabla 5. Medicacion a partir de los criterios Beers

CATEGORIA TOTAL | %
Sistema cardiovascular 18 34
Bloqueadores Alfa - 1 (Doxazosina) 12 22
Espironolactona > 25 mg/dia 5 9

Digoxina > 0.125 mg/dia

Sistema nervioso central 5 9

Benzodiacepinas (Alprazolam, Lorazepam, Diazepam, Clonazepam) 5 9

Manejo del dolor 15 27
AINES no-COX Selectivos (AAS > 325 mg, Diclofenaco, Ibuprofeno, Ketoprofeno, 10 17
Meloxicam, Naproxeno)

Relajantes musculares (Ciclobenzaprina, Clorzoxazona, Clormezanona) 5 9

Otros 16 30
Metoclopramida 16 30
Total 54 100

Fuente: Elaboracién propia.

3.4. Medicacion potencialmente inapropiada a partir de los criterios colom-

bianos

Con base en estos criterios [13, 15], los farmacos con mayor MPI fueron los farmacos del sis-
tema cardiovascular con el 37,3% (n=78), seguido de fdrmacos del sistema nervioso (analgési-
cos) con un 23,2% (n=28), como se describe en la tabla 6.

Tabla 6. Medicacion potencialmente inapropiada segtin criterios colombianos

CRITERIO TOTAL %
Farmacos usados en diabetes 36 17,3
Farmacos sistema cardiovascular 78 37,3
Sistema respiratorio 14 6,8
Farmacos para trastornos relacionados con el acido 16 7,7
Farmacos del sistema nervioso 48 23,2
- Analggésicos 44 21
Miscelaneos 16 7,7
Total 208 100

Fuente: Elaboracion propia.

4. DISCUSION

En este estudio se evalud la medicacion de 234 personas mayores hospitalizadas utilizando
tres listados de criterios; los STOPP, Beers y criterios colombiamos. Se observa una concordan-
cia en la frecuencia de MPI con los tres listados de criterios. Los analgésicos y farmacos del
sistema cardiovascular fueron los mayormente reportados para STOPP, Beers y Criterios co-
lombianos.

Los criterios STOPP permitieron identificar un criterio de MPI en el 71,4%, con una media
de 6 medicamentos prescritos [14]. De forma similar, Baré et al. en su estudio de cohorte mul-
ticentrico Factors associated to potentially inappropriate prescribing in older patients according to
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STOPP/START criteria realizado con 740 pacientes hospitalizados polimedicados con una me-
dia de 10 prescripciones cronicas del servicio de medicina interna o de geriatria de 5hospitales
de Espana reporto que el 73,2% (n=542) de estos presentd al menos un criterio de MIP, resal-
tando que las drogas prescritas sin evidencia cientifica constituyeron el principal problema de
MIP en el estudio, entre estas: los inhibidores de la bomba de protones y las benzodiacepinas
presentadas en el 46,6% (n=345) de los pacientes [10]. Lo que sugiere que, a mayor nimero de
medicamentos, mayor es el riesgo de tener MPI en esta poblacion y que la prevalencia de esta
es bastante alta.

De acuerdo con la aplicacion de los criterios STOPP se encontré que los dos principales
criterios relacionados con la MPI fueron la prescripcion de analgésicos con un 24% (n=40) se-
guido de farmacos del sistema cardiovascular con un 18,6% (n=31). Similar a los criterios co-
lombianos, se obtuvo que los fdrmacos que mayormente se relacionan con MPI fueron los far-
macos del sistema cardiovascular con un 37,3% (n=78) y los del sistema nervioso (analgésicos)
con un 23,2% (n=28). Por su parte, la lista AGS-Beers reporté MPI para los farmacos del sistema
cardiovascular en un 37% (n=18) y analgésicos 27% (n=15). De forma similar, Sipos et al. (2023)
en su estudio Prevalence and Risk Factors Associated with Potentially Inappropriate Prescribing Ac-
cording to STOPP-2 Criteria among Discharged Older Patients realizado con 417 pacientes del ser-
vicio de medicina interna de un hospital en Rumania, reportd que las fArmacos mas prescritas
relacionadas con MPI fueron los agentes antitromboticos (38,65%). Sin embargo, de forma si-
milar se mencionan los agentes antihipertensivos que acttian en el sistema Renina-Angioten-
sina-Aldosterona (11,14%) y los narcolépticos como ansioliticos, hipndticos y sedantes
(10.04%) en segundo y tercer lugar [11]. Con estos resultados se puede evidenciar una fuerte
asociacion entre estos grupos farmacoldgicos y la presencia de MPI en esta poblacion. Lo an-
terior se debe en gran parte a la presencia de enfermedades croénicas incluyendo las cardiovas-
culares en las personas mayores.

Respecto a la evaluacion efectuada utilizando los criterios de Beers, se observé que el sis-
tema con la mayor cantidad de prescripciones realizadas fue el sistema cardiovascular. Esto
en contraste con Al-Azayzih et al. en su estudio Potentially inappropriate medications prescribing
according to Beers criteria among elderly outpatients in Jordan: a cross sectional study en donde se
reporto el manejo del dolor como el principal criterio con un 31,2%. En este estudio se destaca
al género femenino y la polifarmacia como principales predictores de MPI en adultos mayores
[12], lo que guarda similitud con lo encontrado en el presente estudio donde se destaca la (OR=
4,141C: 1,73 -9,89) y la presencia de multimorbilidad (OR=1,87 IC: 1,03 — 3,38) como los prin-
cipales factores relacionados con la MPI.

Este estudio fortalece el crecimiento de las investigaciones referentes a la MPI en Colom-
bia y América Latina, pudiendo ser tomado como referencia para la realizacion y el desarrollo
de trabajos investigativos y de intervenciones que apunten a mejorar la farmacoterapia de la
persona mayor.

5. CONCLUSION

La medicacion potencialmente inapropiada es un problema frecuente entre las personas ma-
yores evaluadas con las tres herramientas utilizadas. La polimedicacion y la multimorbilidad
son los principales factores relacionados con la MPI. Los medicamentos antihipertensivos, las
benzodiacepinas y los AINES se usan de manera inapropiada en esta poblacién por lo que se
requieren intervenciones conducentes a la optimizacién de su uso y a la educacién sobre el
mismo.
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SUMMARY

Correlating Tacrolimus Levels with Dose Formulation: Implications for Toxicity and Renal Graft Rejec-
tion in a cohort of kidney Transplant Recipients with Steroid-free maintenance immunosuppression

Introduction: Chronic kidney disease (CKD) affects 10% of the worldwide population, being renal trans-
plantation the optimal treatment for advanced stages. Post-transplant care involves immunosuppressive
therapy, primarily utilizing tacrolimus, to prevent graft-rejection and failure. This study analyzes the cor-
relation between tacrolimus blood levels, dosing, toxicity, and graft-rejection among renal transplant recip-
ients with steroid-free maintenance immunosuppression in Colombia. Methodology: We conducted a ret-
rospective cohort on kidney transplant patients followed at Colombiana de Trasplantes from 07-2019 to 06-
2022, including patients with tacrolimus as immunosuppressive therapy that completed at least one year of
post-transplant follow-up. Data on tacrolimus levels and transplant outcomes were collected at four inter-
vals post-transplant. Bivariate analysis and unadjusted logistic regression were used to analyze the corre-
lation and association between tacrolimus blood levels and tacrolimus doses, rejection, and toxicity. Re-
sults: The study included 368 patients. A weak correlation was found between variability of levels and dose
(rho=0.31, p <0.001) but was not significant between tacrolimus doses and categorized blood levels. Acute
graft-rejection occurred in 15.5% of patients, while only 3.8% experienced toxicity. No significant differences
in rejection rates were observed with tacrolimus blood levels. Conclusions: This study found no significant
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association between tacrolimus levels and graft-rejection, toxicity or categorized tacrolimus blood levels
within the first-year post-transplant. However, the importance of tacrolimus level monitoring is under-
scored by its variability, influenced by dosing, adherence, and pharmacogenetics. Further research with a
larger sample size is needed to improve our understanding of tacrolimus pharmacokinetics and encourage
accurate reporting of toxicity in the Colombian population.

Keywords: Tacrolimus; graft rejection; toxicity; kidney transplantation; clinical pharmacology.

RESUMEN

Correlacion de los niveles de tacrolimus con la formulacidn de la dosis: implicaciones para la toxicidad
y el rechazo del injerto renal en una cohorte de receptores de trasplante renal con inmunosupresion de
mantenimiento sin esteroides

Introduccion: La enfermedad renal crénica (ERC) afecta al 10% de la poblaciéon mundial, siendo el tras-
plante renal el tratamiento 6ptimo para estadios avanzados. El cuidado postrasplante implica terapia in-
munosupresora, principalmente utilizando tacrolimus, para prevenir el rechazo y el fracaso del injerto. Este
estudio analiza la correlacion entre los niveles sanguineos de tacrolimus, la dosis, la toxicidad y el rechazo
del injerto entre los receptores de trasplante renal con inmunosupresion de mantenimiento sin esteroides
en Colombia. Metodologia: Realizamos una cohorte retrospectiva de pacientes trasplantados renales segui-
dos en Colombiana de Trasplantes desde 07-2019 hasta 06-2022, incluyendo pacientes con tacrolimus como
terapia inmunosupresora que completaron al menos un afo de seguimiento postrasplante. Los datos sobre
los niveles de tacrolimus y los resultados del trasplante se recogieron en cuatro intervalos posteriores al
trasplante. Se utilizé un analisis bivariado y una regresién logistica no ajustada para analizar la correlaciéon
y la asociacion entre los niveles sanguineos de tacrolimus y las dosis de tacrolimus, el rechazo y la toxicidad.
Resultados: El estudio incluyé a 368 pacientes. Se encontré una correlacién débil entre la variabilidad de
los niveles y la dosis (rho = 0,31, p < 0,001), pero no fue significativa entre las dosis de tacrolimus y los
niveles sanguineos categorizados. El rechazo agudo del injerto se produjo en el 15,5% de los pacientes,
mientras que solo el 3,8% experimento toxicidad. No se observaron diferencias significativas en las tasas de
rechazo con los niveles sanguineos de tacrolimus. Conclusiones: Este estudio no encontrd una asociacion
significativa entre los niveles de tacrolimus y el rechazo del injerto, la toxicidad o los niveles sanguineos
categorizados de tacrolimus durante el primer afno posterior al trasplante. Sin embargo, la importancia de
la monitorizacién de los niveles de tacrolimus se ve subrayada por su variabilidad, influenciada por la do-
sificacion, la adherencia y la farmacogenética. Se necesitan mas investigaciones con un tamafo de muestra
mayor para mejorar nuestra comprension de la farmacocinética del tacrolimus y fomentar la notificacion
precisa de la toxicidad en la poblacién colombiana.

Palabras clave: Tacrolimus; rechazo del injerto; toxicidad; trasplante renal, farmacologia clinica.

RESUMO

Correlacao dos niveis de tacrolimus com a formulacao da dose: implica¢des para a toxicidade e rejeicao
do enxerto renal em uma coorte de receptores de transplante renal com imunossupressao de manutencao
sem esteroides

Introducdo: A doenga renal cronica (DRC) afeta 10% da populagao mundial, sendo o transplante renal o
tratamento ideal para estagios avangados. O tratamento pds-transplante envolve terapia imunossupressora,
utilizando principalmente tacrolimus, para prevenir a rejeigao e a falha do enxerto. Este estudo analisa a
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correlacdo entre os niveis sanguineos de tacrolimus, dosagem, toxicidade e rejeicdo do enxerto entre recep-
tores de transplante renal com imunossupressao de manutengao sem esteroides na Coldombia. Metodologia:
Conduzimos uma coorte retrospectiva em pacientes transplantados renais acompanhados na Colombiana
de Trasplantes de 07-2019 a 06-2022, incluindo pacientes com tacrolimus como terapia imunossupressora
que completaram pelo menos um ano de acompanhamento pos-transplante. Dados sobre os niveis de ta-
crolimus e resultados do transplante foram coletados em quatro intervalos pds-transplante. Analise bivari-
ada e regressao logistica nao ajustada foram usadas para analisar a correlagao e associagdo entre os niveis
sanguineos de tacrolimus e doses de tacrolimus, rejeicdo e toxicidade. Resultados: O estudo incluiu 368
pacientes. Uma correlagao fraca foi encontrada entre a variabilidade dos niveis e dose (rho=0,31, p <0,001),
mas nao foi significativa entre as doses de tacrolimus e os niveis sanguineos categorizados. A rejei¢do aguda
do enxerto ocorreu em 15,5% dos pacientes, enquanto apenas 3,8% apresentaram toxicidade. Nenhuma di-
ferenga significativa nas taxas de rejeicdo foi observada com os niveis sanguineos de tacrolimus. Conclu-
soes: Este estudo ndo encontrou associagao significativa entre os niveis de tacrolimus e a rejei¢do do enxerto,
toxicidade ou niveis sanguineos categorizados de tacrolimus no primeiro ano poés-transplante. No entanto,
a importancia do monitoramento dos niveis de tacrolimus € ressaltada por sua variabilidade, influenciada
pela dosagem, adesdo e farmacogenética. Mais pesquisas com um tamanho de amostra maior sdo necessa-
rias para melhorar nossa compreensao da farmacocinética do tacrolimus e encorajar relatdrios precisos de
toxicidade na populagdo colombiana.

Palavras-chave: Tacrolimus; rejeicdo de enxerto; toxicidade; transplante renal; farmacologia clinica.

1. INTRODUCTION

Chronic kidney disease (CKD) affects 10% of the world's population [1, 2], and it is divided into
five stages depending on the progression of the disease. In the severe loss of renal function or late-
stage CKD, renal transplantation is considered the best treatment option, improving the quality
of life and patient survival [3]. Once a patient has been transplanted, immunosuppressive therapy
is a fundamental part of organ maintenance, which prevents renal graft rejection.

Within immunosuppressive therapy, tacrolimus is one of the most widely used immunosup-
pressants. It is usually used in combination therapy with steroids and a purine synthesis inhibitor,
such as mycophenolate [4]. In Colombia for the year 2020, the high-cost account (in Spanish
Cuenta de Alto Costo — CAC) reported that immunosuppressive therapy with a three-drug regi-
men was used in 59% of cases and a two-drug regimen in 35.5% of renal transplants. Moreover,
tacrolimus was part of the three and two-drug regimen in 93.6% and 83.8% of cases, respectively
[3]. This demonstrates the relevance of tacrolimus and its wide use in immunosuppressive ther-
apy.

Tacrolimus is a prodrug belonging to the group of calcineurin inhibitors. Its mechanism of
action is that once it binds to the FKBP family protein. This binding inhibits the early-stage acti-
vation of T cells, preventing the activation of T lymphocytes and their IL-2-dependent prolifera-
tion. Consequently, this interruption hinders the entire activation cascade of cells, including B
cells [5]. The plasma concentration of tacrolimus varies due to different intra- and interindividual
factors [5]. Recognized for its narrow therapeutic [6] maintaining tacrolimus levels within a spe-
cific range is crucial for effective post-renal transplant patient following [7]. Achieving this bal-
ance is a significant challenge in clinical practice, requiring precise dosing tailored to each patient
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[7]. This precision is vital to mitigate the risk of renal rejection and toxicity, a concern heightened
during the initial post-transplantation year when renal graft rejection is most prevalent [8].

This study aims to explore the correlation between tacrolimus levels and formulated dose,
and association with toxicity, and renal graft rejection in renal transplant patients. As there is
variability in tacrolimus levels and limited local evidence on the relevance of these levels to renal
transplant outcomes, the results of this study could help clinicians make informed decisions, in-
dividualize patient treatments, and increase the knowledge of pharmacists on the drug's pharma-
covigilance and optimization of its use. Overall, this study has the potential to improve the out-
comes of renal transplant patients and advance our understanding of the optimal use of tacroli-
mus.

2. METHODOLOGY
2.1. Type of Study

An observational, analytical, retrospective cohort study that included patients who underwent
kidney transplantation in Colombiana de Trasplantes between July 2019 and June 2022. All pa-
tients received initially a steroid-free maintenance immunosuppression therapy with double ther-
apy that included tacrolimus, some patients required steroid addition in the following by individ-
ualized reasons. All the included patients completed at least one year of post-transplant follow-
up. There were no exclusions. A convenience sampling was performed, including all patients who
met the selection criteria in the period under evaluation.

2.2. Data collection and study variables

Data were systematically extracted from electronic medical records, encompassing comprehen-
sive information such as laboratory results, sociodemographic details, formulation specifics, and
biopsy records. The study conducted four distinct review points over the course of the year, dur-
ing which tacrolimus levels, formulation adjustments, and instances of acute rejection were me-
ticulously examined. These assessment intervals occurred at the first month, third month, sixth
month, and twelfth month post-transplantation. At the end of the following period, an overall
incidence of toxicity and acute rejection were obtained.

Acute rejection was defined as a pathological diagnosis based on the Banff Classification of a
renal graft biopsy. Tacrolimus blood levels were also categorized as decreased (<5 ng /ml), optimal
(5-8 ng /ml) and elevated (>8 ng /ml). Finally, to determine the incidence of toxicity, the terms
"toxicity, tacrolimus toxicity, tacrolimus nephrotoxicity, tacrolimus nephrotoxicity, tacrolimus
nephropathy, tremor, acne, hair loss, gastrointestinal symptoms, tacrolimus nephrotoxicity, tac-
rolimus nephropathy, tremor, acne, hair loss, gastrointestinal symptoms" were used, tacrolimus
nephrotoxicity, tacrolimus dose adjustment, over-immunosuppression, elevated tacrolimus lev-
els, neurotoxicity, headache and elevated creatinine" as key terms in first-year post-transplant
consultations.

2.3. Statistical analysis
A descriptive analysis of clinical variables, doses, and tacrolimus levels was performed. Qualita-
tive data were described in relative and absolute frequencies, and quantitative data in measures
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of central tendency and dispersion according to their distribution. Normal distribution was as-
sessed by Kolmogorov-Smirnoff and Shapiro-Wilk tests. Categorical variables were compared by
chi- and Mann Whitney U test for numerical variables. The incidence of rejection and toxicity at
one-year post-transplantation of the included patients was described.

The correlation between tacrolimus levels and doses was evaluated by means of Spearman's
correlation index considering a value of 0 - 0.25 as little or no correlation, 0.26-0.50 weak, 0.51-
0.75 between moderate to strong and 0.76- 1.00 between strong to perfect. The categorizations of
tacrolimus blood levels and dose were compared by mosaic plot, Cramer's v and chi-square. Fi-
nally, unadjusted Odds Ratios and confidence intervals (95%) were calculated for rejection by a
logistic regression. A p-value of less than 0.05 was considered statistically significant. All analyses
were performed in R Studio 3.3.0.

2.4. Ethical aspects

All transplants performed were in accordance with the Istanbul Declaration for organ donation,
as well as national and international research guidelines. According to resolution 8430 of 1993, the
study is a risk-free study, which is why it was exempted by the ethics committee from informed
consent (Approval No. 01865).

3. RESULTS

We analyzed 368 kidney transplant patients, most had cadaveric donor transplantation (64.4%),
with a median age of 44 years (RIC 33-56), weight of 68 kg (RIC 57-77) and a male population of
57.6%. The overall average tacrolimus levels during the initial two weeks post-transplantation
were 4.98 ng/ml and showing an upward trend over subsequent months: 5.93 ng/ml in the first
month, 6.18 ng/ml in the third month, 7.55 ng/ml in the sixth month, and 6.77 ng/ml at the twelfth
month. On average, patients underwent 1.83 tacrolimus level assessments during their first-year
post-transplant. Among the patients evaluated, 15.5% presented acute graft rejection and only
3.8% toxicity. There were not significant differences in rejection when comparing the added im-
munosuppression maintenance with mycophenolate and prednisolone. The detailed analysis is
presented in Tables 1 and 2.
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Table 1. Descriptive analysis of clinical and pharmacological characteristics and incidence of the main out-

comes.

Total (N=368)

Age (years), Median [IQR]

44.0 [33.0, 56.0]

Sex, 1(%)

Femenine

156 (42.4%)

Masculine

212 (57.6%)

Donor type, 1(%)

Deceased

237 (64.4%)

Living non-related

31 (8.4%)

Living related

100 (27.2%)

Weight (kg/m?2), Median [IQR]

68.0 [57.0, 77.0]

Missing data

3 (0.8%)

Tacrolimus level first 2 weeks (ng/ml), Median

[IQR]

4.20[2.70, 6.23]

Missing data 144 (39.1%)
Maximum tacrolimus level (ng/ml), Median [IQR] 5.90 [4.50, 8.80]

Missing data 33 (9.0%)
Minimum tacrolimus level (ng/ml), Median [IQR] 3.80[2.70, 5.85]

Missing data 33 (9.0%)

Number of tacrolimus levels, Median [IQR]

2.00 [1.00, 2.00]

Tacrolimus daily dose adjusted by weight, Me-
dian [IQR]

6.80 [5.70, 7.70]

Maximum tacrolimus daily dose (mg), Median

[TOR]

5.00 [4.00, 6.00]

Missing data

11 (3.0%)

Minimum tacrolimus daily dose (mg), Median

[TOR]

3.00 [2.00, 4.00]

Missing data 11 (3.0%)
Toxicity, n(%) 14 (3.8%)
Acute rejection, 1(%) 57 (15.5%)
Banff patological clasification, n(%)

1A 33 (9.0%)

1B 11 (3.0%)

2A 1(0.3%)

Borderline 10 (2.7%)

Non-classified 2 (0.5%)

Non-biopsy

311 (84.5%)
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Table 2. Bivariate analysis of rejection at the first, third, sixth and twelfth month and different clinical and pharmacological variables.

1 MONTH GRAFT REJECTION 3 MONTH GRAFT REJEC- | 6 MONTH GRAFT REJEC- 12 MONTH GRAFT REJECTION TOTAL
TION TION
No Yes P No Yes P No Yes P No Yes P (N=368)
(n=335) (n=33) value | (n=361) (n=7) value | (n=361) (n=7) |value (n=362) (n=6) value h
Age (years), Median 44.0 [33.5, 39.0 [30.0, 440330, [ 470[375, | oo [440133.0,[420[375, | o | 440[333, | 345[293, | .o |440[330,
[IQR] 56.0] 51.0] 56.0] 56.5] ' 56.0] 50.0] : 56.0] 39.8] : 56.0]
Sex, 1(%)
Femenine 143 (42.7%) 13 (39.4%) 0.935 153 3 (42.9%) 1 154 2 (28.6%) | 0.757 | 152 (42.0%) 4 (66.7%) 0.479 156
. (o] . (o] . (42'4%) . (e (42'7%) B (o} . B (o] . (o} 5 (42'4%)
. o o 208 o 207 o o o 212
Masculine 192 (57.3%) 20 (60.6%) (57.6%) 4 (57.1%) (57.3%) 5 (71.4%) 210 (58.0%) 2 (33.3%) (57.6%)
Donor type, 1(%)
Deceased 217 (64.8%) 20 (60.6%) 0.935 232 5(714%) | 0.941 231 6 (85.7%) | 0.819 | 233 (64.4%) 4 (66.7%) 0.946 237
. (o] B (o] . (64'3%) o (¢] . (64'0%) . (o} . o (o] . (o} . (64'4%)
Living non-related 29 (8.7%) 2 (6.1%) 30 (8.3%) | 1(14.3%) 31 (8.6%) | 0(0%) 30 (8.3%) | 1(16.7%) 31 (8.4%)
Ix71 0, 0, 0, 0, 99 0, 0O, 0, 100
Living related 89 (26.6%) 11 (33.3%) 99 (27.4%) | 1(14.3%) (27.4%) 1 (14.3%) 99 (27.3%) 1 (16.7%) (27.2%)
Weight (kg/m2), Median 68.0 [57.0, 68.0 [56.0, 68.0 [57.0, | 59.5 [54.0, 68.0 [57.0, | 68.0 [57.0, 68.0 [57.0, 61.8 [55.1, 68.0 [57.0,
[IQR] 77.0] 79.0] 0919 07 o) o731 | "¥* | 7o 790 |29 77.0] 76.3] 0.947 77.0]
Missing data 3 (0.9%) 0 (0%) 3(0.8%) | 0(0%) 3(0.8%) | 0(0%) 3 (0.8%) 0 (0%) 3 (0.8%)
Tacrolimus level 5.40 [3.70, 5.05 [2.98, 5.40 [3.60, | 5.65 [4.39, 7.00 [4.58, | 6.35 [6.13, 7.30 [5.30, 5.10 [4.40, 5.30 [3.50,
(ng/ml), Median [IQR] 7.50] 6.38] 0.497 7.70] 7.18] 0.987 9.10] 6.58] 0.934 8.00] 5.80] 0.544 7.50]
. . 297 . 351 . . . 159
Missing data 152 (45.4%) 7 (21.2%) 200 | 3429 %) o720 | 3714 %) 357 (98.6%) | 4 (66.7%) (32%)
Tacrolimus level clasifi-
cation, (%)
Low 77 (23.0%) 12 (36.4%) 0.974 | 26 (7.2%) | 2(28.6%) | 0.983 | 3 (0.8%) 0(0%) | 0.499 1 (0.3%) 0 (0%) 0.545 | 89 (24.2%)
High 39 (11.6%) 4 (12.1%) 12 (3.3%) | 1(14.3%) 4 (1.1%) 0 (0%) 4 (1.1%) 1 (16.7%) 43 (11.7%)
Optimal 67 (20.0%) 10 (30.3%) 26 (7.2%) | 1(14.3%) 3(0.8%) | 2 (28.6%) 0 (0%) 1 (16.7%) 77 (20.9%)
. . . 297 . 351 . . . 159
Missing data 152 (45.4%) 7 (21.2%) (82.3%) 3 (42.9%) (97.2%) 5 (71.4%) 357 (98.6%) 4 (66.7%) (43.2%)
Tacrolimus daily dose 4.00 [4.00, 4.00 [4.00, 4.00 [4.00, | 4.00 [2.50, 4.00 [4.00, | 4.00 [3.50, 4.00 [3.00, 6.50 [5.25, « | 4.00 [4.00,
(mg), Median [IQR] 4.00] 4.00] 0-999 6.00] 4.50] 0-268 6.00] 4.00] 0.742 5.00] 7.75] 0.0206 4.00]
69
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
Missing data 11 (3.3%) 0 (0%) 31(8.6%) | 0(0%) ao1e | 00 %) 99 (27.3%) 0 (0%) 11 (3.0%)
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Diference weight ad- 2.10 2.10 2.08
justed and formulated 2'73 é(ljfo’ 2'8;) 9%']40’ 0913 | [0.625 | [0.725, 1 [0.375, 3'12 5)'130’ 0.995 2'7?1 [406?00’ ) '5%2322'3] 0.511 2'7;) é(l)fo’
dose (mg), Median [IQR] ’ ’ 3.90] 4.33] 3.95] ) ' R '
0, 0, 0, 0, 69 0, 0, 0, 0,
Missing data 11 (3.3%) 0 (0%) 31(8.6%) | 0 (0%) 1019 | 0% 99 (27.3%) |  0(0%) 11 (3.0%)
Micophenolate daily 2000 [2000, | 2000 [2000, éggg [ﬁ,gg éggg 1500 [750, 1500 [1000, | 1750 [1500, éggg
dose (mg), Median [IQR] 2000] 2000] 2000] 2000] 2000] 2000] 2000] 2000] 2000]
Non-micophenolate o o o o 88 o o o o
e 11 (3.3%) 0 (0%) 47 (13.0%) | 0 (0%) aay | 0O 88 (24.3%) |  0(0%) 11 (3.0%)
S(?)/t‘)“"d maintenance, 33 (9.9%) 7(12%) | 0135 |50 (139%) | 0(0%) | 0571 | 3580/ )| 1043%) | 0999 | 41(113%) | 2(333%) | 025 |40(109%)
(o] . (o]
Prednisolone daily dose | 5.00 [5.00, 5.00 [5.00, 5.00 [5.00, 5.00 [5.00, | 5.00 [5.00, 5.00 [5.00, | 5.00[5.00, 5.00 [5.00,
(mg), Median [IQR] 5.00] 5.00] 053915 0 NA ! 5.00] 5000 |22 500 5.00] 09291 5 o)

*Statistically significant with p-value less than 0.05
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3.1. Tacrolimus levels and dose correlation

The results revealed that there was no statistical significance between tacrolimus blood level cat-
egories and the doses of tacrolimus during the first twelve months. Moreover, tacrolimus blood
level categories (decreased, optimal and elevated) presented very similar average doses in every
assessment, mostly above 4 mg per day. However, it was observed that when tacrolimus blood
levels were decreased, the doses between levels increased, and for elevated blood levels, the doses
decreased. The results further revealed a weak correlation (rho=0.31, p <0.001) between the varia-
bility of levels and dose, indicating a directly proportional relationship (Figure 1). The complete
analysis for the first, third, sixth, and twelfth months can be found in Appendix 1.
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Figure 1. Correlation between tacrolimus blood levels and dose variability.

3.2. Tacrolimus levels and graft rejection association

The results did not reveal statistically significant differences in the bivariate analysis and non-
adjusted logistic regression for tacrolimus levels and doses with acute graft rejection. Except for
the twelfth-month tacrolimus doses, which were higher in the patients that presented acute rejec-
tion the same month (p-value 0.02). The p values for each test are presented in Table 2, and the
non-adjusted regression is in Appendix 1.
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4. DISCUSSION

Currently, monitoring tacrolimus levels is still considered a useful and decisive tool for individu-
alizing patient treatment; however, the usefulness of monitoring these levels is still unclear. Dif-
ferent studies support a wide and variable range of conclusions. A cohort study in the United
States stated that there is an association between tacrolimus levels and biopsy-proven acute rejec-
tion, specifically in levels below eight ng/ml [9]. In contrast, another cohort study in Peru found
no link between tacrolimus levels and renal function and acute rejection but found that levels
higher than 12 ng/ml were associated with early infections in the first post-transplant month [10].
An additional study, although it asserts the absence of an association between levels and rejection,
pointing out the limitation in the number of patients included as an influential factor [11]. The
present study suggests that tacrolimus levels taken during the first-year post-transplantation and
the incidence of graft rejection during this same period are not significantly related; even the num-
ber of levels taken, and maximum/minimum levels do not represent a decrease or increase in re-
jection rates.

Furthermore, populations with equivalent therapies, such as double therapy composed of
tacrolimus and mycophenolate, do not result in statistically significant changes in acute rejection.
This same result was present in patients with triple therapies, including prednisolone, demon-
strating a lack of protection against the incidence of graft rejection. This supports the double ther-
apy immunosuppression maintenance that reduces the possible adverse effects of chronic gluco-
corticoid use, including diabetes, Cushing syndrome, osteoporosis, and hypertension, among
many others [12].

Moreover, the data obtained shows a statistically significant correlation between tacrolimus
levels and dose variability but failed to present a significant correlation between each month's
doses and levels. We consider these results confirm the relevance of tacrolimus personal variabil-
ity, which can be related to genetic factors, food, medication, concomitant illnesses, and adherence
[13]. In fact, several papers are studying the intra-patient tacrolimus variability and its association
to rejection and toxicity [13-16]. Nonetheless, it is still recommended the tacrolimus blood level,
especially in the first few weeks after transplantation [17]. This timing is consistent with this study
since the greatest number of levels were obtained during the first two weeks and the first month
post-transplantation despite the significant percentage of missing data.

When analyzing tacrolimus blood levels by categories, no significant differences were found
when comparing the formulated doses. However, it was noticed that in most cases where the
levels were decreased, the dose increased, and when the levels were high, the dose decreased.
This suggests that there may be a clinical response to tacrolimus levels. But it is crucial to note
that, as stated in a study, tacrolimus concentration variations do not provide a clear association or
guideline for dose reduction over time [18].

Another significant finding was the relatively low occurrence of toxicity, affecting less than
4% of patients. This outcome could be attributed to two factors: firstly, the limited sample size,
which has been observed in other studies investigating these phenomena [14]. Secondly, there
may have been an underreporting of toxicity events, considering that the identification of toxicity
was based on the review of the patients' clinical histories, since there have not been any report
adverse events to the pharmacovigilance group. These observations align with existing literature
that indicates a lack of feeding of the system by health professionals, highlighting the need to
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identify and work on the causes of underreporting to improve patient safety [19]. It would be
worthwhile to review if the underreporting diminishes if the pharmacovigilance group should
define tacrolimus toxicity and how it relates to drug doses and levels. On the other hand, it is
important to note that Colombiana de Trasplantes uses reduced tacrolimus doses, which may
have an influence on tacrolimus levels and toxicity events. Therefore, it would be worthwhile to
study reduced doses and total compliance and knowledge of toxicity report with a larger popu-
lation.

This study is, to our knowledge, the first report on tacrolimus levels and doses, rejection, and
toxicity in Colombia. But must be understood within its limitations; first, the missing data regard-
ing tacrolimus levels caused by hospitalization, absence of a request, nephrectomy, graft loss, and
death. This was especially true during the first month when all patients were expected to have
their levels taken as per the immunosuppression guide.

Additionally, there were significant differences in the level results obtained in short periods,
possibly due to various factors such as the technique used in taking the levels, patient taking
medication before the test, drug interactions, or the time between taking the sample and the read-
ing. The technique is particularly relevant as the analytical methodology used can be influenced
by significant cross-reactivity of metabolites or structural analogues, sample collection time and
measurement not only of the free drug but also of the protein-bound drug which, although taken
into account, is an important factor to be considered [20, 21]. Second, the non-randomized and
small sample size may limit the generalization of these results. Finally, a suspected underreport
of the tacrolimus toxicity may affect the incidence of this event.

Finally, a totally influential factor for the type of treatment of renal transplant patients that
plays a fundamental role in graft rejection rates is adherence, an aspect that can also influence
tacrolimus levels in the event of incorrect administration or lack thereof [22, 23]. As for toxicity,
defining the association with the drug continues to be a challenge both for the specialist and for
the pharmacovigilance teams since due to the complexity of the treatment and the pathology,
there may be other factors that can explain it, such as concomitant drugs or other pathologies, in
addition to the absence of information related to it, and the wide range of adverse reactions de-
tailed in the drug's technical data sheet, do not allow for a clear consensus on toxicity associated
with tacrolimus.

Among the challenges are the need for further studies according to each factor studied, en-
couraging the reporting of adverse events that allow grouping and defining toxicity, digital aids
that allow easy and complete clinical information on the patient, in addition to the search for other
tools, such as pharmacogenetics, which can be both a clinical and economic tool for defining im-
munosuppressive therapy for patients [7].

5. CONCLUSIONS

In conclusion our study did not find a significant association of tacrolimus blood levels with graft
rejection in the first year. Even so, we consider that tacrolimus levels are relevant for the kidney
recipient care, but are highly variable between doses, adherence, and pharmacodynamics. On the
other side, we found that low toxicity incidence did not vary upon tacrolimus levels but suspect
that this phenomenon is affected by underreporting. Emerging the question of the usefulness and
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relevance of tacrolimus plasma level monitoring as an effective and determinant approach to mit-
igate rejection or toxicity rates. Therefore, to answer there is a need to scale this study to a bigger
sample size and probably including novel assessments including pharmacogenetic factors, aiming
to have a better understanding of the pharmacokinetics in our population and to encourage the
adequate report of suspected toxicity events.
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APPENDIX 1.

Table Al. Tacrolimus blood level categorization in the first month

Decreased | Elevated | Optimal Total
P value
(N=89) (N=43) (N=77) (N=209)
Tacrolimus daily dose - Fist month (mg)
Mean (SD) 4.07 (0.636) | 4.05 (0.375) | 4.08 (0.390) | 4.07 (0.505) | 0.991
4.00 4.00 4.00 4.00
Medi 1, Q3
edian [Q1, Q3] [4.00,4.00] | [4.00, 4.00] | [4.00, 4.00] | [4.00, 4.00]
Difference weight adjusted and formulated dose (mg)
Mean (SD) 2.50 (1.46) | 2.82 (1.41) | 2.70 (1.34) | 2.64 (1.40) |  0.639
. 2.60 2.90 2.70 2.70
Median [Q1, Q3] [1.50,3.50] | [1.85, 3.60] | [1.90, 3.50] | [1.60, 3.50]
Table A2. Tacrolimus blood level categorization in the first and third month
Decreased | Elevated | Optimal Total
P value
(N=28) (N=13) (N=27) (N=68)
Tacrolimus daily dose - third month (mg)
Mean (SD) 5.00 (1.83) | 3.77 (1.24) | 422 (1.45) | 446 (1.63) | 0.111
5.00 4.00 4.00 4.00
Medi 1, Q3
edian [Q1, Q3] [4.00, 6.00] | [3.00, 4.00] | [4.00, 5.00] | [4.00, 6.00]
Tacrolimus daily dose - first month (mg)
Mean (SD) 4.14 (0.932) | 4.15 (0.555) | 3.93 (0.385) | 4.06 (0.689) |  0.645
4.00 4.00 4.00 4.00
Medi 1, Q3
edian [Q1, Q3] [4.00, 4.00] | [4.00, 4.00] | [4.00, 4.00] | [4.00, 4.00]
Difference weight adjusted and formulated dose (mg)
Mean (SD) 136 (2.53) | 3.24 (2.09) | 2.70 (2.15) | 2.25 (2.40) | 0.0672
0.950 3.60 2.60 2.55
Medi 1,
edian [Q1, Q3] [-0.500, 3.05]| [2.10, 4.50] | [1.40, 4.50] |[0.713, 4.15]
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Table A3. Tacrolimus blood level categorization in the third and sixth month

Decreased | Elevated | Optimal Total
P value
(N=3) (N=4) (N=5) (N=12)
Tacrolimus daily dose - sixth month (mg)
Mean (SD) 5.67 (1.53) | 3.50 (1.00) | 4.60 (2.19) | 4.50 (1.78) 0.47
. 6.00 4.00 4.00 4.00
Median [Q1, Q3] [5.00, 6.50] | [3.50, 4.00] | [4.00, 5.00] | [4.00, 5.25]
Tacrolimus daily dose - third month (mg)
Mean (SD) 533 (1.15) | 4.00(0) | 3.20 (1.64) | 4.00 (1.41) 0.22
. 6.00 4.00 4.00 4.00
Median [Q1, Q3] [5.00, 6.00] | [4.00, 4.00] | [2.00, 4.00] | [4.00, 4.25]
Difference weight adjusted and formulated dose (mg)
Mean (SD) 0.900 (2.70) | 3.65 (2.13) | 253 (3.22) | 250 2.74) |  0.642
. -0.400 3.33 2.80 2.55
Median [Q1, Q3] [-0.650, 1.80]| [1.98, 5.00] | [2.30, 4.70] | [1.21, 4.63]
Table A4. Tacrolimus blood level categorization in the twelfth month
Decreased | Elevated | Optimal Total
P value
(N=1) (N=1) (N=5) (N=7)
Tacrolimus daily dose - twelfth month (mg)
Mean (SD) NA NA 420 (1.64) | 429(1.38) |  0.961
. 5.00 4.00 4.00 4.00
Median [Q1, Q3] [5.00, 5.00] | [4.00, 4.00] | [3.00, 4.00] | [3.50, 4.50]
Difference weight adjusted and formulated dose (mg)
Mean (SD) NA NA 3.09(1.29) | 2.95(1.12) | 0.878
. 3.15 2.05 3.30 3.15
Median [Q1, Q3] [3.15,3.15] | [2.05,2.05] | [2.75, 3.80] | [2.40, 3.55]

Table A5. Non adjusted Odds Ratios (OR), confidence intervals (CI) and p value of graft rejection at the first, third,

sixth and twelfth.

1 MONTH GRAFT 3 MONTH GRAFT 6 MONTH GRAFT | 12 MONTH GRAFT
REJECTION REJECTION REJECTION REJECTION
or |cros%| ¥ | or |c1os%| T |or|cresw| ¥ | or |cros%
value value value value
0.95- 0.95- 0.94- 0.88-
Age (years) 0.98 1.00 0.180 | 1.00 1.06 0.750 | 0.99 1.04 0.780 | 0.94 1.00 0.083
Sex (Reference Feminine)
. 0.55- 0.21- 0.39- 0.04-
Masculine 1.14 243 0.715 | 0.98 503 098 | 1.85 131 0.462 | 0.36 1.87 0.244
Donor type (Reference De-
ceased)
.. 0.11- 0.07- 0.09-
Living non-related 0.74 274 0.706 | 1.54 10.02 0.695 | Inf NC 0.99 | 1.94 13.66 0.559
.. 0.59- 0.02- 0.02-
Living related 1.34 286 0.459 | 0.468 | 0.024 0.38 23] 0.385 | 0.58 103 0.637
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0.97- 0.92- 0.95- 0.93-
1 2
Weight (kg/m?) 0.99 1.00 0.700 | 0.97 1.005 0.313 | 0.99 1.00 0.920 | 0.98 1.00 0.579
0.78- 0.64- 0.50- 0.05-
1 %
Tacrolimus level (ng/ml) 0.91 104 0.237 | 0.97 1.99 0.868 | 0.91 126 0.699 | 0.46 194 0.284
Tacrolimus level classifica-
tion (Reference Optimal)
0.42- 0.18-
Decreased 1.04 0.925 | 2.00 0580 | Inf | NC [0998 | Inf | NC 0.998
2.62 44.6
0.17- 0.08-
Elevated 0.68 290 0.548 | 2.16 579 0.595 | Inf NC |0.998 | Inf NC 0.999
0.49- 0.37- 0.50- 1.11-

. : 3% *
Tacrolimus daily dose (mg) 1.01 1.80 0.964 | 0.65 107 0.105 | 0.83 128 0.438 | 1.58 928 0.008
Difference weight adjusted 0.78- 0.76- 0.80- 0.49-

.97 691 | 1. . 1. 91 . .017*

and formulated dose (mg)** 09 1.04 069 00 1.06 0998 | 1.00 1.06 09191 0.68 0.93 0.0
Mycophenolate (Reference
No)

Mofetil Inf | NC ]0.990 | Inf NC 0992 | Inf | NC ]0993| Inf | NC 0.993

Sodium Inf NC 1 1 NC 1 Inf NC 1
Corticoid maintenance (Refer-
ence No)

0.92- 0.05- 0.53-

Yes 2.46 585 0.051 | 1.41 NC |0.992 | 1.03 6.4 0.974 | 3.91 20.7 0.122
P isol il 13-
(;egc;fjs" one daily dose 0.51 (; 2‘1 0230 | Inf | NC | 1 |455| NC |0997 | Inf | NC | 099

*Statistically significant with p-value less THAN 0.05

** Taken the same month of the graft rejection
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RESUMEN

Introduccion: En Colombia, desde el 2017, el mercado del cannabis medicinal se encuentra regulado;
sin embargo, existen brechas entre la norma, disponibilidad y acceso de los pacientes a productos far-
macéuticos con derivados del cannabis, aprobados por el ente regulatorio y que cumplan con los estan-
dares de calidad. Objetivo: realizar una sintesis narrativa para identificar elementos que pudieran estar
incidiendo en el acceso de medicamentos con derivados de cannabis medicinal de los pacientes. Meto-
dologia: se realizé una revision narrativa consistente en cinco fases: I) busqueda bibliografica, II) revi-
sion por titulo y resumen, III) Revisidn de texto completo y IV) seleccidon de las referencias y V) Analisis
descriptivo. Resultados: se identificaron barreras individuales para el acceso como el bajo poder ad-
quisitivo en pacientes, mitos y connotaciones morales que se tiene la marihuana por parte de la pobla-
cion general y los médicos, la falta de entrenamiento de estos tiltimos. Por otro lado, a nivel institucional
y de sistemas de salud se detectaron dificultades en los trdmites para acceder a los tratamientos y poca
disponibilidad de medicamentos. Conclusiones: los hallazgos ofrecen un acercamiento en proponer
soluciones y alternativas para la estructuracion de politicas en salud publica que garanticen el acceso a
medicamentos derivados del cannabis a los pacientes que lo requieran

Palabras claves: Cannabis medicinal; barreras de acceso; economia farmacéutica; sistema de salud.

SUMMARY
Barriers to access to medicinal cannabis in Colombia. A narrative review

Introduction: In Colombia, since 2017, the medical cannabis market has been regulated; however, there
are gaps between the standard, availability and access of patients to pharmaceutical products with can-
nabis derivatives, approved by the regulatory body and that meet quality standards. Objective: to carry
out a narrative synthesis to identify elements that could be affecting patients' access to medicines with
medicinal cannabis derivatives. Methodology: a narrative review was carried out consisting of five
phases: I) bibliographic search, II) review by title and abstract, III) full text review and IV) selection of
references and V) descriptive analysis. Results: individual barriers to access were identified such as low
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purchasing power in patients, myths and moral connotations that marijuana has on the part of the gen-
eral population and doctors, and the lack of training of the latter. On the other hand, at the institutional
and health systems level, difficulties were detected in the procedures to access treatments and poor
availability of medicines. Conclusions: the findings offer an approach to proposing solutions and alter-
natives for structuring public health policies that guarantee access to cannabis-derived medicines for
patients who require them.

Keywords: Medical cannabis; access barriers; pharmaceutical economics; health system.

RESUMO
Barreiras ao acesso a cannabis medicinal na Colombia. Uma revisao narrativa

Introducdo: Na Colombia, desde 2017, o mercado de cannabis medicinal é regulamentado; no entanto,
ha lacunas entre a norma, a disponibilidade e o acesso dos pacientes aos produtos farmacéuticos deri-
vados da cannabis, aprovados pelo 6rgao regulador e que atendem aos padrdes de qualidade. Objetivo:
realizar uma sintese narrativa para identificar elementos que possam estar influenciando o acesso dos
pacientes aos medicamentos contendo derivados medicinais da cannabis. Metodologia: Foi realizada
uma revisao narrativa composta por cinco fases: I) busca bibliografica, II) revisao por titulo e resumo,
ITI) revisao do texto completo e IV) selecao de referéncias e V) analise descritiva. Resultados: Foram
identificadas barreiras individuais de acesso, como o baixo poder aquisitivo dos pacientes, os mitos e
conotagdes morais que a maconha tem por parte da populacao em geral e dos médicos, e a falta de
capacitacao destes ultimos. Por outro lado, a nivel institucional e do sistema de satide, foram detetadas
dificuldades nos procedimentos de acesso aos tratamentos e baixa disponibilidade de medicamentos.
Conclusées: Os achados oferecem uma abordagem para propor solugoes e alternativas para a estrutu-
racdo de politicas publicas de satide que garantam o acesso aos medicamentos derivados da cannabis
para os pacientes que deles necessitam.

Palavras-chave: Cannabis medicinal; barreiras de acesso; economia farmacéutica; sistema de saude.

1. INTRODUCCION

La planta Cannabis sativa, ha sido utilizada desde la antigiiedad por diversas culturas con fines
medicinales, recreativos, agricolas, cosméticos e incluso religiosos. Sin embargo, sélo hasta fi-
nales del siglo XX con la evolucion de la quimica instrumental se comenzaron a disefiar y rea-
lizar estudios cientificos mas robustos orientados a evaluar los efectos e interacciones molecu-
lares de los compuestos del cannabis cuando se identifica el Sistema Endocannabinoide donde
se elucida el receptor CB1 y posteriormente el CB2 que son receptores acoplados a la proteina
G. Este descubrimiento es el inicio para identificar el mecanismo de accion y farmacologia
asociada a los compuestos de mayor proporcion en las flores del cannabis los cuales son com-
puestos terpenofendlicos, denominados de forma genérica como “cannabinoides” [1]. Aunque
se han identificado mas de 100 de estos metabolitos, los mas relevantes son el delta-9-tetrahi-
drocannabinol (THC) y el cannabidiol (CBD) por sus efectos farmacoldgicos asociados a su
capacidad de ligarse e interactuar con multiples receptores cannabinoides [1].

En esta linea, la disponibilidad de un ntimero creciente de publicaciones en los ultimos
afnos, ha documentado actividad antiespasmddica, analgésica, antiemética, neuroprotectora,
antiinflamatoria [2] y ansiolitica [3]; apoyando la hipdtesis del potencial terapéutico de los
preparados farmacéuticos basados en cannabis medicinal, especialmente para enfermedades
en las cuales las opciones terapéuticas son limitadas como la epilepsia refractaria [4], 1a escle-
rosis multiple, dolor neuropatico crénico [5], el sindrome de emaciacion (caquexia) asociado
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al SIDA, el control del dolor en pacientes con cancer y el manejo de nduseas asociadas a la
quimioterapia [6].

Sin embargo, se han presentado limitaciones en la investigacion y aprobacion de produc-
tos farmacéuticos derivados del cannabis y, con ello, en su produccion, comercializacidn y uti-
lizacion; situacion que podria atribuirse a tabus, falta de evidencia farmacoldgica y restriccio-
nes normativas que han rodeado a la planta, asi como la no inclusién de estos productos me-
dicinales en los planes de beneficios en salud lo que dificulta el acceso de los pacientes a estas
opciones terapéuticas, situacion que obliga a los pacientes a incurrir en gastos adicionales a
parte del pago mensual por la atencion y el acceso a medicamentos en las entidades promoto-
ras de salud (EPS) para acceder a tratamientos seguros y confiables con cannabis medicinal
que tienen costos considerables dado todo el proceso para contar con productos de alta cali-
dad. Es asi, que en muchos casos los pacientes acceden a productos en el mercado informal de
muy bajos costos los cuales son elaborados de manera artesanal, sin las adecuadas buenas
practicas de elaboracion (BPE), sin trazabilidad y de calidad dudosa que representa un riesgo
para los pacientes, considerando que las concentraciones de los ingredientes activos de los
productos no son verificadas, los contaminantes microbioldgicos y quimicos no son cerciora-
dos que se encuentre por debajo de los limites aceptables o ausentes segtin corresponda.

Es de resaltar que si se amplia la cobertura del seguro médico que incluya el cannabis
medicinal, se ampliarian las opciones de tratamiento médico y las EPS experimentarian im-
portantes ahorros de costos. La prescripcion de cannabis podria generar ain mas ahorros para
el presupuesto sanitario. Por ejemplo, hay evidencia que sugiere que el uso de cannabis ha
resultado en que el 71,8 por ciento de los pacientes usen menos medicamentos contra la ansie-
dad, el 66,7 por ciento de los pacientes usen menos medicamentos para la migrafia y el 65,2
por ciento de los pacientes usen menos medicamentos para conciliar el suefio [7].

Todo lo anterior plantea la necesidad de establecer lineamientos estratégicos, guberna-
mentales y académicos, orientados a favorecer la generacion, difusion y apropiacion de evi-
dencia de los resultados en salud alcanzados con el uso de esta terapia medicamentosa, espe-
cificamente en condiciones en las cuales se puede establecer una clara relacion riesgo/ benefi-
cio, incluyendo estudios de farmacoeconomia para establecer también la relacién coste/bene-
ficio, este uiltimo aspecto de mucho interés para el sistema de salud y las aseguradoras.

2. METODOLOGIA

Para dar alcance al objetivo del presente trabajo se procedid de la siguiente manera:

2.1. Basqueda bibliografica

Se consultaron diferentes fuentes de informacion contenida en bases de datos nacionales e in-
ternacionales por medio de ecuaciones de btisqueda determinadas, lo que implico la definicién
previa de criterios para seleccionar los documentos relacionados con el tema de sintesis. Tam-
bién se incluyeron otras fuentes, como las referencias seleccionadas de la bibliografia de los
articulos incluidos previamente, asi como busqueda manual y literatura gris. La consulta de
la informacién se llevo a cabo en las bases de datos de revistas cientificas, como EBSCO Host,
PubMed y BVSalud; en los idiomas inglés y espafiol, usando las siguientes ecuaciones de
busqueda: inglés: (“Access to medicine*” OR “Access to medication®” OR “Access to
treatment*”), “Access barriers” AND (“Medical cannabis*” OR “Cannabinoides”, OR “ Me-
dical marijuana”). Espanol: “Acceso a medicamento*” OR “Acceso a* tratamiento*, “barreras
de acceso”) AND (“Cannabis medicinal” OR “Cannabinoides”), OR “Marihuana medicinal”.
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El rango de tiempo definido para la busqueda fue entre el 2000 y el 2023; articulos en inglés y
espafiol que hicieran referencia al tema sin importar el disefio metodologico. Se definieron los
siguientes criterios de inclusidn: articulos que permitieran identificar factores, alternativas o
variables que evidenciaran de qué manera se da el acceso a medicamentos con base en deriva-
dos de cannabis.

2.2. Revision por titulo y resumen

Una vez hechas las busquedas en las distintas fuentes de informacion, dos revisores de manera
independiente contrastaron las referencias por titulo y resumen para preseleccionar referen-
cias elegibles.

2.3. Revision por texto completo

El siguiente proceso consistid en la revision completa de los textos preseleccionados para in-
cluir en el grupo de referencias seleccionadas. En los casos en los que se presentaron desacuer-
dos, se programaron sesiones conjuntas para llegar a un consenso. Si la discrepancia persistia
se acudio al concepto de un tercer revisor.

2.4. Seleccion de Referencias

Si el estudio cumplia con todos los criterios de inclusion se clasificaba como un “estudio in-
cluido”, de lo contrario era catalogado como “estudio excluido” con previa justificacion del
motivo. Lo anterior mediante una hoja de calculo Excel®.

2.5. Analisis Descriptivo

Una vez seleccionadas las referencias se procedid con la categorizacion de resultados mediante
la codificacion abierta e iterativa, que permitio identificar las semejanzas y las diferencias de
los estudios; en consecuencia, de manera inicial se conceptualizaron los temas mads recurrentes
y posteriormente se detectaron subcategorias para algunos ejes tematicos. Finalmente, se pro-
cedid con un analisis descriptivo de cada categoria.

2.6. Resultados y discusion Referencias incluidas en la revision

Se recuperaron 185 referencias al aplicar las ecuaciones de busqueda en las diferentes bases de
datos y finalmente después de aplicados los filtros solo quedaron 96, siendo eliminados los
documentos duplicados, los que no concretaban el tema, los excluidos por titulo y resumen,
los que no aportaban a dar respuesta a la pregunta.
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Figura 1. Diagrama prisma del proceso de revision sistematica y seleccion de referencias para
el analisis de Barreras de acceso al cannabis medicinal en Colombia.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez integradas todas las fuentes, se establece organizar la evidencia encontrada en los
siguientes apartados tematicos: a) estigma del cannabis, b) normatividad, c) falta de entrena-
miento al personal de salud, d) altos costos de produccion, e) no entrega por parte del sistema
de salud (dudas frente a la evidencia y falta de analisis de coste/efectividad)

3.1. Estigma del cannabis

Ryan y Sharts-Hopko [8] revisaron la investigacion cualitativa existente sobre las experiencias
de los consumidores de cannabis medicinal en Europa y Estados Unidos, y el estigma y el
riesgo surgieron como los temas principales. El estigma se relacionaba tanto con la forma en
que los usuarios recetados sentian que los demads percibian su consumo de cannabis medicinal
(v la preocupacion de estar asociados con representaciones estereotipadas de consumidores
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de cannabis recreativo), como con la preocupacion sobre cdmo los profesionales médicos per-
cibirian su uso de cannabis medicinal (donde habia una falta de conocimiento sobre los bene-
ficios potenciales del cannabis y un énfasis desproporcionado en los riesgos potenciales). El
riesgo se expreso en relacion con el estatus ilicito de la droga en algunos paises o estados, asi
como también se sopesaron los riesgos del uso de cannabis medicinal frente a los efectos se-
cundarios conocidos y los beneficios de los medicamentos recetados convencionales. El riesgo
también figuraba en los resultados negativos que experimentaron algunos usuarios, como
efectos adversos en la cognicion o el equilibrio cuando la dosis era demasiado alta, lo que
también se relacionaba con el estigma asociado con el consumo recreativo de cannabis y los
estereotipos. Hulaihel et al. [9] realizaron entrevistas con una muestra de 15 consumidores de
cannabis medicinal en Israel que también sintieron el estigma social como resultado de consu-
mir cannabis medicinal, lo que afecté negativamente su sentido y presentacion de si mis-
mos. Schlag et al. [10] realizaron entrevistas con 11 familias en el Reino Unido con nifios a
quienes se les habia recetado cannabis medicinal para la epilepsia. Los hallazgos de esta
cohorte especifica pusieron en primer plano las frustraciones con respecto a la politica nacional
y la regulacion del cannabis medicinal, y los desafios experimentados debido a la falta de co-
nocimiento y comprension del cannabis medicinal dentro del sistema sanitario mas amplio del
Reino Unido.

Con respecto a las preocupaciones de los médicos para prescribir cannabis medicinal, una
revision sistematica realizada por Gardiner et al. [11] sobre las creencias, conocimientos y preo-
cupaciones de los profesionales de la salud en torno al uso de cannabis, los autores concluye-
ron que los profesionales de la salud generalmente apoyaban el uso de cannabis medicinal en
la practica clinica, pero carecian de confianza y competencia autopercibida; carecia de conoci-
miento autopercibido sobre cannabis en los &mbitos legislativo y clinico; y que su mayor preo-
cupacion estaba relacionada con los efectos adversos psiquiatricos, la adiccion y el dafio social
causado por el uso recreativo indebido de esta sustancia.

3.2. Normatividad Colombiana

Para el caso de Colombia, se expide la ley 1787 en el afio 2016 desde el congreso de la reptiblica
como marco regulatorio y es desde alli que en el afio 2017 el Ministerio de Salud y Proteccion
Social reglamenta a través del decreto 613, la resoluciones 2891 y 2892 los aspectos relaciona-
dos con acceso, tarifas, licencias y acceso a cupos para cultivo, fabricacién de derivados y por
su parte el ministerio de justicia y del derecho complementa a través de las resoluciones 577,
578 y 579 lo faltante con respecto a licencias de cultivo, al final esta normativa fue la que dio el
primer paso para la regulacion del cultivo, produccidn, importacion, exportacion, uso médico
y cientifico del cannabis, entre otras.

Sin embargo, quedaron vacios normativos con respecto al cannabis no psicoactivo y los
subsecuentes productos o materia prima obtenida a partir de las flores de cannabis ya que en
los procesos de fabricacion al concentrar los metabolitos del cannabis de una flor no psicoac-
tiva se pueden obtener derivados psicoactivos (> 1% de THC), desconociéndose el proceso
regulatorio para la autorizacion de este tipo de derivados. Esta situacion entre otros vacios
normativos fueron subsanados con la emision por parte del ministerio de salud y de proteccion
social del Decreto 811 en el afio 2021 y las resoluciones conjuntas entre los ministerios de Salud
y Proteccion Social, de Justicia y del Derecho y, Agricultura y Desarrollo Rural 227 y 539 del
ano 2022, que actualizaron el marco regulatorio donde se contemplan multiples que da clari-
dad sobre procedimientos en cuanto a licencias, sistemas de previsiones de estupefacientes
(cupos), publicidad, usos industriales, importaciones y exportaciones de cannabis psicoactivo
y no psicoactivo y amplia las vigencias de licencias y cupos de flor y derivados.
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Como parte integral de este marco normativo se cuenta con capitulo exclusivo de produc-
tos terminados que contempla preparaciones magistrales (que no requieren registro sanitario),
medicamentos, fitoterapéuticos (que requieren registro sanitario, segin su marco regulatorio
de cada categoria) [12], los cuales deberan justificar su utilidad terapéutica a través de estudios
clinicos que garanticen su seguridad y eficacia; y que seran productos fiscalizados de confor-
midad con el limite de definido por el ministerio de salud y proteccion social (que contengan
una cantidad igual o superior a 2 mg de THC en formas de presentacion dosificada tableta,
capsulas o similar, o por cada gramo o mililitro en caso de soluciones, cremas y similares) [13],
lo que define las condiciones de prescripcion y dispensacion de estos productos.

Por otro lado, en la reglamentacion inicial del Decreto 613 de 2017 se habia contemplado
que a través del Ministerio de Salud y Proteccion Social se expediran los listados de productos
terminados que se clasificaran como de control especial, asi como las guias y protocolos de
atencion a pacientes que necesiten productos que contengan cannabis. Sin embargo, estos pro-
tocolos mientras estuvo vigente el mencionado decreto no fue emitida algiin protocolo o guia
de practica clinica que orientara a los médicos en cuanto qué tipo de pacientes, para qué tipo
de patologias pudieran prescribirse, posologias y demds aspectos farmacoldgicos que ayuden
al seguimiento y control que se debe realizar a los pacientes que lo usen; por otra parte, en la
actualizacion de la reglamentacion expedida por el Ministerio de Salud y Proteccion Social,
decreto 811 de 2021 se menciona nuevamente que “El Instituto de Evaluaciones Tecnoldgicas en
Salud -IETS-de acuerdo con sus funciones y competencias, establecerd las guias y protocolos de atencién
a pacientes con productos terminados con fines médicos.” [12]. Es asi que se espera sean materiali-
zadas estas propuestas que, en su conjunto, se ven como temas nucleares para la consolidacion
del sector productivo, atencion informada a los pacientes y claridad al personal sanitario de
estas terapias con derivados de cannabis pues con ello se tendria seguridad, claridad y segui-
miento integral a los pacientes con esta alternativa terapéutica. Por tal razon, resulta preva-
lente establecer lineamientos para la prescripcion y seguimiento de los pacientes que usan
cannabis medicinal. Esta estrategia se debe acompanar del seguimiento y registro de los resul-
tados de efectividad y seguridad alcanzados en los pacientes que lo usan bajo prescripcion
médica, con la especificacion del producto empleado.

Una de las consideraciones del gobierno nacional para el acceso informado a medicamen-
tos con cannabis fue que en el corto plazo no se tendrian una amplia gama de terapias de
medicamentos o productos fitoterapéuticos con sus respectivos estudios clinicos para asegurar
la correspondiente evidencia farmacoldgica y la obtencion del registro sanitario de conformi-
dad con la normativa aplicable a cada categoria de producto. Reflejo de ello es que en la actua-
lidad solo existen 3 medicamentos con registro sanitario entre ellos un nabiximol de 27 mg de
THC y 25 mg de CBD/ml en presentacion de aerosol bucal indicado en el tratamiento coadyu-
vante para la mejoria de los sintomas en pacientes con espasticidad moderada o grave debida
a la esclerosis multiple (EM), cuatro soluciones orales de 100 mg de CBD/ml, uno en capsula
blanda por 100 mg de CBD y uno en capsula blanda por 200 mg de CBD indicados para el
tratamiento complementario de crisis asociadas con sindrome de Lennox-Gastaut (SLG), sin-
drome de Dravet (SD) o el complejo de esclerosis tuberosa (CET). Fitoterapéuticos se tienen 3
productos con evaluacion farmacoldgica, pero a la fecha no se ha obtenido sus respectivos
registros sanitarios. Y es aqui donde las preparaciones magistrales cobran relevancia en rela-
cién a contar con un medicamento a corto plazo para los pacientes con calidad verificada en
cuanto contenidos de principios activos, ausencia de contaminantes y formas farmacéuticas
estables. En este contexto, el INVIMA public6 una guia relacionada con las condiciones/requi-
sitos para la certificacién de las Buenas Practicas de Elaboracién [14]. Sin embargo, este tipo
de productos por cumplimiento de requisitos técnicos de elaboracién, controles de calidad y
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materias primas e insumos de produccién los costos estan siendo muy elevados incluyendo
los impuestos al consumo e impuestos de valor agregado (IVA), en el caso de los derivados
del cannabis, situacion que dificulta el acceso por parte de los pacientes a este tipo de terapias
porque al final del proceso de elaboracion el producto farmacéutico resulta en unos precios
poco atractivos tanto para el sistema de salud como para el propio paciente en relacién
costo/beneficio con otras alternativas terapéuticas que pueden tener mayor cantidad de efectos
adversos pero sopesa el poder adquisitivo volviéndose medicamentos para un grupo muy re-
ducido a pesar de sus beneficios.

Desde esta perspectiva se considera necesario que el gobierno nacional lidere en coordi-
nacion con la academia y el sector productivo, el desarrollo de preparados farmacéuticos a
base de cannabis con costos accesibles y reconsidere las cargas tributarias a las que estan ex-
puestas las terapias medicamentosas desarrolladas en el pais no solo para los pacientes, sino
para el sistema de salud. Esto podria ayudar a mejorar la calidad de vida de los pacientes y
quizas, reducir los sobrecostos (por aumento de medicamentos prescritos, consultas reiteradas
a especialistas y estancias hospitalarias prolongadas) asociados al poco control de enfermeda-
des como el Sindrome de Lennox-Gastaut, espasticidad asociada a esclerosis multiple para el
que ya estan aprobados el uso de estos medicamentos. Pero que adn falta mas apoyo para
enfermedades asociadas a dolor crénico, dolor neuropatico, migrafia, insomnio crénico, glau-
coma entre otros. Considerando que la industrializacion del cannabis medicinal es el primer
paso en el desarrollo de industria farmacéutica para Colombia desde la creacion de un ingre-
diente farmacéutico activo ya que la gran mayoria de medicamentos en Colombia son manu-
facturados con ingredientes activos importados.

Otro hito lo ha constituido la resolucion 2808 del 2022 del Ministerio de Salud que incluy®o,
dentro de los planes de beneficios en salud, el cannabis medicinal [15], autorizando su uso
para nueve situaciones concretas:

o La fibromialgia, que causa dolor y sensibilidad muscular generalizados.

o Epilepsia refractaria (tipo sindromes de Lennox-Gastaut, Dravet y Doose).

e Trastorno del suefio y trastorno del sueto y del apetito.

e Insomnio crénico.

e Dolor crénico no asociado a cancer.

e Dolor neuropatico cronico.

e Dolor lumbar.

e Dolor crénico asociado a cancer.

o Caquexia por cancer.

Finalmente, y de importancia trascendente, fue la sentencia de la corte constitucional, me-
diante sentencia T-451 de 2023 [16], que obligo a una EPS ante tutela de 02 demandantes, a
autorizar la entrega de los productos a base de cannabis medicinal a las pacientes, en las dosis,
cantidades y con la periodicidad ordenadas por el médico tratante, a efectos de garantizar la
continuidad del tratamiento prescrito. Igualmente, la Corte exhorté al Ministerio de Salud y al
Instituto de Evaluacion de Tecnologias en Salud (IETS) que adelanten las gestiones adminis-
trativas para garantizar a los usuarios el acceso al uso del cannabis medicinal y sus derivados,
conforme lo establecido en la normatividad existente, sin que sea admisible interponer obs-
taculos sobre el particular.

3.3. Falta de entrenamiento por parte del personal de salud

Un estudio de residentes y becarios de la Universidad de Washington reporté que la mayoria
de los decanos informo que sus graduados no estaban preparados para recetar cannabis me-
dicinal, como tampoco para responder preguntas sobre uso medicinal del cannabis. La gran
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mayoria de los residentes y becarios (89,5%) no se sintieron capacitados para recetar cannabis
medicinal, mientras que el 35,3% no se sintieron preparados para responder preguntas sobre
el tema a los pacientes. El 84,9% informo que no recibi6 educacion en la escuela de medicina o
residencia sobre cannabis medicinal [17]. En el caso de Canada los usuarios comentan que es
dificil encontrar un médico que respalde su solicitud para acceder al uso de cannabis medicinal
(Belle-Isle et al. [18]). De otro lado los farmacéuticos de Minnesota se auto-reportan con cono-
cimiento limitado de las politicas y regulaciones de uso del cannabis medicinal y consideran
que estan inadecuadamente capacitados en farmacoterapia de cannabis, por lo cual se necesita
mas instruccion y educacion sobre los aspectos regulatorios y clinicos del cannabis [19]. Parte
de la razon de esto, es que solo el 9% de los curriculos de las facultades de medicina documen-
tan contenido sobre el cannabis medicinal en la base de datos del Inventario de curriculos de
la Asociacion de Facultades de Medicina Estadounidenses (AAMC), segun el estudio.

En esta misma linea, el estudio de Moeller et al. [20], también realizado en EE.UU.,,
encontr6 que los estudiantes han recibido poca informacion acerca del uso de la
marihuana medicinal en el plan de estudio y el 90% esta de acuerdo en que deberian recibir
educacion acerca de este tema

Por su lado, Carlini et al. [21], informa que los proveedores de atencion médica a menudo
no tienen suficiente informacion sobre el sistema endocannabinoide y el papel que puede
desempenar en la atencion médica.

En nuestro pais seguin la Federacion Médica Colombiana [22], parte de la baja prescrip-
cién de cannabis medicinal se relaciona con que los médicos no estan lo suficientemente in-
formados sobre sus beneficios. Igualmente, muy pocos médicos saben que la Resolucién 2292
de 2021 del Ministerio de Salud de Colombia, ha incluido en el Plan de Beneficios en Salud (lla-
mado anteriormente POS) medicamentos y férmulas magistrales con CBD y THC, dos de las
sustancias que se encuentran en el cannabis. Es decir que las Empresas Promotoras de Salud
(EPS) podrian estar asegurando la entrega de estos medicamentos a miles de pacientes que los
estan necesitando y pagando de su bolsillo.

De otro lado, un estudio realizado por Lopera-Londofo et al. [23], donde se aplicaron 374
encuestas, 232 (62%) estudiantes de pregrado de Quimica Farmacéutica y Tecnologia en Re-
gencia de Farmacia y 142 (38%) de Medicina., el 60,2% de los estudiantes dicen tener un cono-
cimiento inadecuado sobre la utilizacion del cannabis medicinal, la utilizacion de cannabi-
noides medicinales, la reglamentacion y la seguridad. Relacionado con la opinién sobre la
utilizacién medicinal, 356 (95,2%) de los encuestados estuvieron de acuerdo con prescribirla.

Con respecto a las acciones de formacion en Colombia, son pocos los esfuerzos que ha
habido desde el Estado con la comunidad médica por lo que atin surgen dudas de la posibili-
dad de que los profesionales de la salud receten medicamentos a base de cannabis. La sociali-
zacion de esta nueva regulacion, el entrenamiento a los médicos se ha hecho por parte de las
mismas empresas y algunas Universidades ofreciendo, cursos, seminarios y diplomados. Aun-
que este trabajo es necesario para sensibilizar a la poblacion sobre el cannabis medicinal y
desmitificar el uso de los derivados, el hecho de que esta socializacion provenga de las mismas
compaiiias se ve mas como una estrategia de mercadeo que una labor educativa.

3.4. Altos costos de produccion

En el proceso de desarrollo de la produccién del cannabis medicinal existen cadenas produc-
tivas verticales, dado que, los mismos productores cuentan con las 4reas de cultivo, procesa-
miento y venta, esto con la finalidad de perfeccionar la técnica productiva y de una manera
singular perfeccionar el producto a fin de buscar ventajas competitivas en el mercado, debido
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a la creciente competencia en el mercado, conforme a la globalizacion y a la inversion extran-
jera en la produccion del cannabis medicinal.

La cadena productiva del cannabis medicinal inicia desde la seleccion adecuada de la se-
milla considerandose las buenas practicas agricolas para plantas medicinales hasta la fabrica-
cion de los derivados como ingredientes farmacéuticos activos bajo lineamientos de las buenas
practicas de manufactura donde se integran varios actores desde los cultivadores, transfor-
madores, comerciantes y laboratorios que realizan un trabajo integral en la intencion del pro-
cesamiento de las flores del cannabis y el aprovechamiento de subproductos [24].

Los costos de cada una de las fases, son altos y el producto final para los pacientes por
tanto también es elevado. En él se incluyen el valor de las licencias, los costos y adecuacion de
las semillas y los terrenos para los cultivos, que para el caso del cannabis psicoactivo (> al 2%
de Tetrahidrocannabinol) es oneroso por las medidas de seguridad que pide la norma. La fase
de mayor control y desarrollo tiene que ver con la extraccion de derivados para su aprovecha-
miento y la ultima fase, la terminacion del producto que culmina todo el proceso farmacéutico
de cannabis con fines medicinales, que para el caso colombiano el mercado cuenta con una
escasa oferta de productos con registro sanitario para dos patologias especificas y para el otro
universo donde se ha reportado uso solo estan autorizados los preparados magistrales, ya que
los altos costos que involucran los estudios clinicos dificulta contar con medicamentos de ma-
nera masiva seguros y eficaces.

Al indagar sobre las inversiones para la produccion de cannabis medicinal desde la selec-
cién y produccidn de semillas, procesamiento, investigacion y desarrollo, que culmine con el
producto como tal, se ha sefialado que algunas empresas han invertido hasta entre 30 y 50
millones de ddlares [25].

Actualmente, segtin los tltimos datos otorgados por el INVIMA (2024), sobre las licencias
de fabricacion de derivados de cannabis medicinal, hay 29 productos que cuentan con un re-
gistro sanitario vigente, pero solo hay dos clasificados en la categoria de medicamentos que
estan reportados con su respectivo registro sanitario: el Sativex con CBD y Tetrahidrocanna-
binol (THC), importado por GW PHARMA LIMITED, y el Neviot de 100 y 200 mg, producido
por la empresa colombiana Procaps. Sin embargo, hay otros dos que se encuentran en estudio,
que son el Trunerox de 100 mg, desarrollado por Avicanna Latinoamérica (Santa Marta), y el
Cannepi, de la farmacéutica colombiana Novamed [26]. Al momento de escribir este articulo
hay tres fitomedicamentos en evaluacion farmacoldgica, pero a la fecha no han obtenido sus
respectivos registros sanitarios

La preparacion de férmulas magistrales tiene una reglamentacion estricta: las preparacio-
nes deben ser realizadas por un quimico farmacéutico y dirigidas hacia un paciente especifico
que cuenta con prescripcion médica. Estos productos no pueden ser promocionados ni publi-
citados, y para su preparacion se debe contar con los siguientes requisitos: i) certificado de
cumplimiento de Buenas Practicas de Elaboracion (BPE), otorgado por el INVIMA, y que in-
cluya la realizaciéon de magistrales a base de cannabis; ii) comprobante de inscripcidn ante el
Fondo Nacional de Estupefacientes (FNE); iii) la materia prima para las preparaciones magis-
trales solo puede ser proveida por personas naturales o juridicas que tengan licencia de fabri-
cacion de derivados de cannabis en modalidad de uso nacional y hayan sido fabricados en el
marco de los cupos otorgados [27].

Otros de los costos que hay que sumarle al producto final son los originados por los con-
troles de calidad que involucran estudios de estabilidad, validaciones de técnicas analiticas
para cuantificar derivados en determinadas formas farmacéuticas, andlisis fisicoquimicos in-
cluyendo la cuantificacion de los principios activos, verificar la inocuidad de la preparacion
farmacéutica a través de analisis microbiologicos y de asegurar limites inferiores o ausencia
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de contaminantes quimicos. Analisis exigidos por el INVIMA cuidando la trazabilidad del
producto y la calidad y seguridad de los mismos, los cuales para el lanzamiento de un pro-
ducto deberan realizarse minimo a tres lotes de produccion situacion que pueden alcanzar, los
$7000 USD.

Finalmente, al producto final hay que sumarle, los impuestos; 19% del IVA para la materia
prima y del impuesto nacional de consumo de cannabis que es del 16% [28].

En términos del mercado esta situacion se ve como una barrera para el acceso a medica-
mentos a base de cannabis medicinal, dado que en el momento los costos de un preparado
magistral para un paciente y con un contenido de 30 ml, para uso sublingual, tiene un costo
entre los $30 USD y $70 USD, dependiendo si es un preparado magistral con base en canna-
bidiol -CBD- o si incluye tetrahidrocannabinol -THC-, limitando el posible beneficio que este
tipo de productos podria generar en algunos grupos de pacientes. Por lo que una oferta limi-
tada de medicamentos y productos fitoterapéuticos autorizados con registros sanitarios, su-
mado al elevado costo de los preparados magistrales. Favorece al acceso de productos de du-
dosa procedencia, elaborados en lugares sin certificacion en Buenas Practicas de Elaboracidn,
situacion que genera dudas en cuanto los procesos de fabricacion y calidad que garanticen
contenidos de ingredientes activos e inocuidad tanto de materias primas como de productos
farmacéuticos terminados, lo que se convierte en un riesgo en salud publica.

3.5. No entrega por parte del sistema de salud

Como se indico anteriormente los desarrollos de la normatividad relacionada con el cannabis
medicinal en Colombia, se inician en el 2016, con la ley 1787, mediante la cual se crea un marco
regulatorio que permita el acceso seguro e informado al uso médico y cientifico del cannabis
y sus derivados en el territorio nacional colombiano [29]. Los primeros preparados magistrales
salen al mercado a finales del ano 2020 y desde entonces los pacientes pueden acceder a estos
fdrmacos, pero accediendo a los preparados farmacéuticos por cuenta propia.

El sistema de salud, representado en las Empresas Prestadoras de Salud — EPS-, sin em-
bargo, no asume la atencion de pacientes que buscan en el cannabis medicinal una alternativa
para sus dolencias, como tampoco la entrega del preparado magistral. Entre sus argumentos:
la falta, segtin ellos, de evidencia cientifica; las dudas sobre el coste/efectividad y que los pro-
ductos derivados del cannabis, en el marco de la normatividad vigente para usos medicinales,
no estaba incluido en los Planes Bésicos de Salud.

En relacion a la falta de evidencia cientifica, si bien agencias internacionales como la FDA
que orienta y al que siguen las demads instancias de vigilancia sanitaria y de control de calidad
de los medicamentos, productos biologicos, alimentos, bebidas, cosméticos, del mundo, el can-
nabis como agente terapéutico no ha sido revisado ni aprobado con la excepcion de los pro-
ductos sintéticos de THC Marinol, Cesamet, Syndros y de origen vegetal con CBD - Epidiolex
y Sativex con THC y CBD, ha surgido, sin embargo evidencia clinica de calidad moderada a
alta que establece la eficacia del cannabis para ciertas aplicaciones terapéuticas, entre ellas:
Caquexia por cancer y VIH; Nduseas y vomitos inducidos por la quimioterapia; Dolor crénico;
Espasticidad (por esclerosis multiple o lesion de la médula espinal); Reduccion de la frecuencia
de las convulsiones en epilepsia refractaria; Insomnio crénico

Existe también informacion sobre la seguridad del cannabis [30], pero la investigacion ac-
tual no abarca por completo todas las formulaciones disponibles de cannabis ni todas las afec-
ciones y poblaciones tratadas con cannabis. Por tanto, la evidencia actual sobre la eficacia y
seguridad del cannabis y los cannabinoides tiene una aplicacion limitada.

Pese esta limitacion, guias clinicas para la prescripcién de cannabis medicinal han sido
publicadas por la Asociacion de médicos de familia de Canada [31]; Colegio de médicos y
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cirujanos de Alberta [32]; las Academias Nacionales de Ciencias, Ingenieria y Medicina de los
EE.UU. [33]; Departamento de Salud de Queensland [34]; Ministerio de Salud, Bienestar y De-
portes Paises Bajos [35]; Consenso de expertos de la Sociedad Canadiense del SIDA [36]; De-
partamento de Salud de Minnesota [37]; Sociedad de Médicos Clinicos de Cannabis [38]; Guias
NICE [39]; Ministerio de Salud de Israel [40]; Departamento de Salud de Utah [41]; Departa-
mento de Salud de Instituto de Evaluacién Tecnoldgica en Salud — IETS/Ministerio de Salud
de Colombia [42].

Las guias funcionan con la mejor informacion cientifica disponible, que esta limitada por
las restricciones a la investigacion del cannabis. Por lo tanto, muchas condiciones calificadas
probablemente se incluyeron en las guias debido a investigaciones preclinicas prometedoras
(incluidas investigaciones en animales y muestras aisladas de células/tejidos), evidencia anec-
dotica, estudios de casos, estudios longitudinales y consenso de expertos.

En las Guias clinicas publicadas, se incluyen mas de 60 condiciones calificadas, las mas
comunes de las cuales se indican en la Tabla 1. Algunas de las condiciones tienen alguna evi-
dencia cientificamente respaldada de la eficacia del cannabis para abordar los sintomas, mien-
tras que otras no. Se dispone de evidencia de calidad moderada a alta a través de multiples
estudios sobre el tratamiento eficaz con cannabis para las siguientes afecciones:

» Caquexia (Abrams et al. [43]; Andries et al. [44]; Haney et al. [45]; Haney et al. [46]; Timpone
et al. [47]).

 Nduseas y vomitos inducidos por la quimioterapia (Meiri et al. [48]; Soderpalm et al. [49]).

* Dolor (resultante de cancer o artritis reumatoide) (Blake ef al. [50]; Johnson et al. [51]).

¢ Dolor crénico (resultante de la fibromialgia) (Skrabek et al. [52]).

* Neuropatias (resultantes del VIH/SIDA, esclerosis multiple o diabetes) (Langford et al. [53];
Turcotte et al. [54]; Wallace et al. [55]).

* Espasticidad (por esclerosis multiple o lesion de la médula espinal) (Pooyania et al. [56]).

* Reduccion de la frecuencia de las convulsiones (para el sindrome de Dravet y el sindrome de
Lennox-Gastaut) (Devinsky et al. [57]; Thiele et al. [58]; Programa clinico Epidiolex de GW [59]).

Dos condiciones adicionales muestran investigaciones prometedoras, pero la evidencia se
limita a un estudio de calidad moderada a alta cada uno para la reducciéon de las pesadillas
del trastorno de estrés postraumatico (TEPT) [60] y la mejora de los tics (para el sindrome de
Tourette) [61]. Estas condiciones requieren investigacion adicional para verificar los hallazgos
de los estudios.

El cannabis puede ser eficaz para otras afecciones; sin embargo, las investigaciones dispo-
nibles de calidad moderada a alta no han demostrado una eficacia adicional hasta la fecha. Las
mejoras en otros sintomas podrian atribuirse a los efectos mas generales del cannabis, como la
sedacion, la estimulacion del apetito y la euforia. En lugar de que el cannabis trate los sintomas
subyacentes, estos efectos generales del cannabis pueden ayudar a enmascarar los sintomas y
aumentar una sensacion subjetiva de bienestar, lo que podria mejorar la calidad de vida auto-
informada en algunos pacientes [62, 63].
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Tabla 1. Patologias mas comunes incluidas en las Guias clinicas de cannabis medicinal

Las condiciones de calificacién mdas comunes las Guias Clinicas de cannabis medicinal

e La esclerosis lateral amiotrdfica

e Caquexia por cancer y VIH

e Cancer terminal

e Enfermedad de Crohn y otros sindromes del intestino irritable
e Epilepsia/convulsiones

¢ Glaucoma

e VIH/SIDA

e Esclerosis multiple

e Nauseas por quimioterapia

e Dolor crénico

e Espasmos musculares persistentes

e Trastorno de estrés postraumatico

Fuente: Elaboracién propia.

Estas guias constituyen instrumentos importantes para farmacéuticos y profesionales de la
salud dado que proporcionan informacion sobre como aconsejar a los pacientes de manera
efectiva sobre su uso. Aunque atn estd pendiente la evaluacion de la utilidad de estas guias
en el manejo de los pacientes, las mismas pueden considerarse como referencia en Colombia
para el uso de derivados del cannabis en las patologias ya estudiadas.

Con respecto a la farmacoeconomia, la importancia de esta se fundamenta en varios as-
pectos: optimizacion de prescripcion médica, papel crucial en la comercializacion y la distri-
bucién de medicamentos, capacidad de mostrar un amplio panorama del impacto social y eco-
ndmico de las enfermedades, como de abrir perspectivas de investigacion en varios campos
del conocimiento. Dentro de los tipos de estudios farmacoeconémicos se encuentran los que
expresan la unidad de ingreso (costos) en términos monetarios y los resultados en unidades
monetarias, naturales o de utilidad: reduccion de costos (costo minimizacion), costo beneficio,
costo utilidad y costo efectividad, como también los que estudian el panorama global de las
enfermedades (andlisis costo de la enfermedad). En general, los costos en salud se distribuyen
de la siguiente manera: costos directos (médicos y no médicos), indirectos (impacto en la so-
ciedad como unidad productiva) e intangibles (relacionados con calidad de vida de pacientes
y familiares). La farmacoeconomia permite una mejor practica clinica, sistemas de salud mas
eficientes y un consumo de recursos mas racional [64].

En relacién con el cannabis medicinal, en los EE.UU., cada da afio, a medida que mas
estados adoptan esquemas legislativos que permiten el uso de marihuana medicinal, se ex-
pande el nimero de personas que pueden beneficiarse de ella como opcidn de tratamiento. En
consecuencia, los posibles ahorros de costos asociados con el cannabis medicinal como alter-
nativa al tratamiento con medicamentos recetados también aumentan con la aprobacion esta-
tal. Un plan que incluye opciones tanto de marihuana medicinal legalizada como de medica-
mentos recetados tradicionales permite a los pacientes elegir entre las dos opciones.

Con respecto a la falta de estudios de costo/efectividad, si bien en Colombia no existen
estudios de farmacoeconomia relacionados con el cannabis medicinal, una revision bibliogra-
fica, muestra los siguientes resultados, que sin duda pueden ser extrapolados al Sistema Sani-
tario Colombiano.

Un estudio de Washington (Estado) de 2017 examino la eleccién de los individuos entre
medicamentos recetados y cannabis como alternativas de tratamiento cuando ambas opciones
estaban disponibles [65]. De las 2774 personas de la muestra, 1248 (46%) de los participantes
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informaron haber consumido cannabis como sustituto de los medicamentos recetados. Mas
comunmente, el cannabis de uso médico fue sustituido por narcoticos/opioides (35,8%), y los
ansioliticos/benzodiazepinas (13,6%) y los antidepresivos (12,7%) [65].

En perspectiva, en 2019 se emitieron mas de 153 millones de recetas de opioides para es-
tadounidenses (incluso después de caer a la tasa de dispensacion de opioides mas baja en ca-
torce anos). Esto representa aproximadamente 46,7% recetas dispensadas por cada 100 perso-
nas. Corroborando la reduccién en el uso de opioide derivada del cannabis medicinal, dos
estudios recientes publicados en el Journal of the American Medical Association (JAMA) Internal
Medicine encontraron que la reduccion en el uso de opioides fue bastante significativa después
de la legalizacion del cannabis medicinal. El primer estudio de JAMA Internal Medicine exa-
mind un analisis longitudinal del namero de recetas de opioides surtidas bajo la Parte D de
Medicare. Este analisis reveld que cuando las leyes sobre cannabis medicinal entraron en vigor
en un estado determinado, las recetas de opioides se redujeron en 2,21 millones dosis diarias
administradas por afio. De manera similar, cuando se abrieron los dispensarios médicos de
cannabis, el nimero de recetas de opioides cay6 atin mas, en 3,74 millones de dosis diarias por
ano [65].

En relacién con otros medicamentos, un estudio realizado en el 2019, por el Instituto de
Investigacion Social de la Universidad de Michigan también encontr6 que el 44% de los con-
sumidores de marihuana medicinal dejaron de tomar una droga farmacéutica o redujeron el
uso de uno o ambos, después de comenzar con cannabis medicinal [66]. Cuando se les da a
elegir entre cannabis medicinal y recetas farmacéuticas tradicionales, una porcidn significativa
de pacientes opta por el cannabis medicinal como opcion de tratamiento.

Por su lado, el trabajo de Bradford y Bradford, encontré que la opcion del cannabis me-
dicinal no sélo se asocia con una menor adiccion, sino que también es significativamente mas
barato para el gobierno [67]. En esta misma linea un estudio de Asuntos de Salud que examin6
los datos de la Parte D de Medicare de 2010 a 2013, hecho por los mismos autores, reportd que
los costos de salud publica se pueden disminuir mediante la prescripcion y el uso de cannabis
medicinal.

Otro estudio que examiné datos del Archivo Analitico Estandar de Medicamentos Rece-
tados de la Parte D de Medicare para 2010 a 2013 investigd mas de ochenta y siete millones de
observaciones de médicos-medicamentos por afio [68]. En siete categorias donde los medica-
mentos recetados y el cannabis medicinal son opciones viables de tratamiento médico, se en-
contrd una reduccion significativa de los productos farmacéuticos recetados por los médicos.
Las dosis diarias suministradas por los médicos para las siguientes categorias cayeron en los
Estados con leyes sobre cannabis medicinal de la siguiente manera: Ansiedad (-562), Depre-
sion (-265), Nauseas (-541), Dolor (-1,826), Psicosis (-519), Convulsiones (-486), Trastornos del
sueno (-362), Espasticidad (-32), Glaucoma (+35). Esto cay¢ en todas las categorias en una can-
tidad estadisticamente significativa, excepto en Espasticidad y Glaucoma [69].

De 2010 a 2013, el cannabis medicinal ahorré a Medicare mas de $515 millones. Estos aho-
rros aumentaron cada afno durante este estudio de cuatro afios, alcanzando su punto maximo
en 2013; solo los ahorros de costos de Medicare en 2013 excedieron los $165 millones debido
al cannabis medicinal. Los autores estiman que, si el cannabis medicinal se aprobara en todos
los Estados, se generarian $468,1 millones en ahorros anuales solo para la Parte D de Medicare,
lo que representa aproximadamente una reduccion del 0,5% en el total

En un estudio similar, que examiné datos centrados en Medicaid (realizado utilizando la
misma metodologia por los mismos autores del estudio de la Parte D de Medicare), se encontré
que el ahorro de costos del cannabis medicinal para Medicaid era ain mayor [67]. El ahorro
de costos de las tarifas Medicaid por servicio en 2014, si todos los Estados hubieran legalizado
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el cannabis medicinal, seria de $1,01 mil millones, lo que representa aproximadamente el 2%
del gasto total de pago por servicio de Medicaid [67].

Si bien el ahorro de costos anual estimado para el gobierno es ligeramente limitado, 0,5%
anual para Medicare Parte D y 2% anual para Medicaid de pago por servicio, todavia repre-
sentan un ahorro de costos estimado de poco menos de $1,5 mil millones en conjunto por afno
[67].

De otro lado en el Reino Unido, la legalizacion del cannabis para uso médico ha supuesto
un ahorro adicional para el presupuesto sanitario. Esto se debe a que en los estados donde se
ha legalizado el cannabis ha habido una disminucién en el nimero de recetas de analgésicos
[67]. Esto ha sido corroborado por estudios adicionales [70]. Uno de esos estudios encontrd que
el resultado fue que el 34 por ciento de los pacientes dejaron de necesitar una receta para anal-
gésicos que contienen opioides y un 36 por ciento adicional que reduce el nimero de recetas
[71].

Un estudio adicional, encontré que los medicamentos opioides se redujeron en el 38 por
ciento de los pacientes, las benzodiazepinas se redujeron en el tres por ciento de los pacientes
y otros analgésicos se redujeron en un 22 por ciento de los pacientes [72].

Otro estudio revel6 que el uso de cannabis medicinal condujo a una disminucién del
37,6 por ciento en el uso de antidepresivos [73]. Esto es significativo ya que el NHS en Inglate-
rra recetd 64,7 millones de antidepresivos en 2016 a un costo de £266,6 millones [74]. La evi-
dencia sugiere que el uso de cannabis medicinal hace que los pacientes con dolor crénico ten-
gan menos probabilidades de deprimirse [75], por tanto la prescripcion de cannabis medicinal
para el dolor, utilizando una estimacion conservadora de una disminucion del 30 por ciento
en las prescripciones de antidepresivos, podria generar ahorros de £79,98 millones cada afio.

Con respecto al insomnio, en 2017, se emitieron mas de 12 millones de recetas para el
insomnio en el Reino Unido, con un coste para el NHS de £72 millones [76]. Por lo tanto, si los
resultados del estudio estadounidense se replicaran en el Reino Unido, y tomando una cifra
conservadora de 60 por ciento de reduccion, la legalizacion del cannabis podria suponer un
ahorro anual para el NHS de £43,2 millones.

La ansiedad también acompaiia los pacientes con dolor crénico. El NHS gasta aproxima-
damente £30 millones cada afno en medicamentos contra la ansiedad [77]. Suponiendo una
reduccion conservadora del 70 por ciento en el uso de medicamentos contra la ansiedad, la
prescripcion del cannabis podria ahorrarle al NHS £21 millones cada afio sdlo en Inglaterra.

Otro aspecto importante, de la prescripcion de cannabis medicinal, estd respaldado por
un creciente conjunto de pruebas sugiere que el consumo de cannabis puede conducir a una
reduccion en el uso de medicamentos recetados. Un gran nimero de estudios observacionales
a nivel individual sobre el cannabis medicinal en Canadd, Estados Unidos, Israel y otras juris-
dicciones han encontrado evidencia que sugiere que el cannabis reduce el uso de opioides y
otros medicamentos recetados, particularmente en pacientes afectados por dolor crénico [78,
79]. En esta misma linea una revision sistematica del cannabis medicinal para la reduccion de
la dosis de opioides en el tratamiento del dolor no relacionado con el cancer que incluyé a
7.222 participantes encontr6 que entre el 32% y el 59,3% informaron sustituir los opioides por
cannabis, lo que resultd en una reduccion del 64% al 75% en la dosis de opioides cuando se
combin6 con cannabis [80]. Un estudio mas realizado en Canadd en el 2021 realizado por Lee
et al. [81] encontrd que la autorizacién de cannabis medicinal se asocié con una reduccién
semanal significativa del equivalente de morfina oral entre las personas que recibian dosis
altas de opioides (es decir, equivalente de morfina oral >100) y sin embargo, entre las personas
que recibieron dosis mas bajas, se observé un aumento semanal. Estos hallazgos proporcionan
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evidencia directa de la asociacion entre la autorizacion de cannabis medicinal y los cambios en
las dosis de opioides.

A manera de ejemplo en Colombia, la prescripcion de analgésicos para el manejo del do-
lor, podria reducirse, pues los consumos son muy altos. Un trabajo realizado por Valladales-
Restrepo et al. [82] sobre el patron de prescripcion de analgésicos en Colombia, analizando una
base de datos de 8,5 millones de colombianos, identifico que a un total de 573.248 pacientes
(67,6%, se les habia prescrito algin analgésico. Se recetaron un total de 77 medicamentos dife-
rentes; el 71,0% (n = 406.750) de los pacientes recibid una sola receta, mientras que el 29,0% (n
=166.498) recibio dos o0 mas recetas. Los grupos de analgésicos mas utilizados fueron los anal-
gésicos no opioides, seguidos de los antiespasmodicos y los analgésicos opioides [82].

Otro ejemplo lo constituye el trabajo realizado por Toro et al. [83], un estudio de costo-
efectividad publicado por la Asociaciéon Colombiana para el Estudio del Dolor, en donde se
compara el uso de pregabalina versus gabapentina y carbamazepina para el tratamiento de
dolor neuropatico en pacientes con polinueropatia diabética. La Pregabalina con una efectivi-
dad de 46% supera a las efectividades de gabapentin y carbamazepina en 6 puntos y 13 puntos
porcentuales respectivamente. La razon costo-efectividad muestra que cada paciente que logre
la medida de efectividad evaluada con pregabalina tiene un costo anual de $8.701.708, lo cual
es un 30% mas economico comparado con gabapentin y 34% comparado con carbamazepina.
El estudio fue realizado en 2008. Si a esto le incrementamos la inflacion del 25%, el costo seria
de $10.877.135. En la actualidad si este paciente se tratara con cannabis medicinal en una ratio
27 mg/THC y 25 mg/CBD por ml, frasco de 30 ml al costo actual de $260.000, el costo de un
paciente seria de $3.120.000, con un ahorro aproximado del 70%.

Un aspecto no menos importante, es que un niumero de personas beneficiarias del canna-
bis medicinal son los pacientes de la tercera edad generalmente polimedicados. Si bien en este
grupo etario, la polifarmacia en personas mayores puede ser necesaria [84], pero también tiene
posibles efectos negativos que incluyen una menor adherencia, eventos adversos a los medi-
camentos, una mayor utilizacion de la atenciéon médica, caidas, deterioro cognitivo y mortali-
dad [85]. Al respecto Abuhasira et al. [86], en un estudio que involucro 2.736 pacientes mayores
de 65 afios tratados con cannabis medicinal para el dolor (66,6%) y el cancer (60,8%) y poli-
medicados, 791 de los pacientes (87,8%) respondieron las preguntas sobre cambios en el régi-
men de medicacion a los seis meses: 463 pacientes (58,5%) no reportaron cambios en el nimero
total de medicamentos cronicos que utilizan y 104 (13,1%) iniciaron tratamiento con un nuevo
medicamento, 278 pacientes (35,1%) informaron una disminucién en el nimero de medica-
mentos o su dosis, y 47 pacientes (5,9%) informaron un aumento en el nimero de medicamen-
tos o su dosis. Ademas, 143 pacientes (18,1%) dejaron de utilizar analgésicos opioides o redu-
jeron su dosis, mientras que solo 32 (4,0%) aumentaron la dosis de opioides o comenzaron a
utilizarlos tras el inicio del tratamiento con cannabis. Los medicamentos usados por estos pa-
cientes y los hallazgos del estudio pueden verse en la tabla 2.
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Tabla 2. Cambios en los regimenes de medicacion de pacientes tratados con cannabis medicinal después
de seis meses (n =791)

Clase de farmaco Numero de pacientes que | Numero de pacientes que | Numero de pacientes que Numero de pacientes
detuvieron el uso de un redujeron la dosis de un | incrementaron la dosis de | que adicionaron un
determinado farmaco determinado farmaco un determinado farmaco nuevo farmaco

Analgésicos opia- 114 (14,4%) 29 (3,7%) 6 (0.8%) 26 (3,3%)

ceos?

Otros farmacos 58 (7,3%) 17 (2,1%) 0 (0,0 %) 6 (0,8%)

analgésicos®

Benzodiazepinas 59 (7,5%) 14 (1,8%) 1 (0,1%) 5 (0,6%)

Farmacos para el 32 (4,0%) 14 (1,8%) 0 (0,0%) 6 (0,8%)

dolor neuropatico©

ISRS 0 IRSN ¢ 17 (2,1%) 2 (0,3%) 2 (0,3%) 7 (0,9%)

Antihipertensivos 90 (11,4%) 13 (1,6%) 4 (0,5%) 9 (1,1%)

Antidiabéticos 23 (2,9%) 6 (0,8%) 0 (0,0%) 4 (0,5%)

Antipsicéticos 15 (1,9%) 1(0,1%) 0 (0,0%) 9 (1,1%)

Antieméticos 15 (1,9%) 2 (0,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Otros farmacos 242 (30,6%) 36 (4,6%) 19 (2,4%) 76 (9,6%)

Total 665 (84,1%) 134 (16,9%) 32 (4,0%) 148 (18,7%)

aIncluye: morfina, tramadol, fentanilo, oxicodona, buprenorfina, oxicodona-naloxona (Percocet®), codeina-cafeina-
paracetamol (Rokacet®). *Incluye: AINEs, paracetamol, dipirona. cIncluye: pregabalina, gabapentina, amitriptilina.
4ISRS: Inhibidores selectivos de la recaptaciéon de serotonina; IRSN: Inhibidores de la recaptacion de serotonina-
norepinefrina. Fuente: Modificado de Abuhasira et al. [86].

Finalmente, otra variable importante a considerar, es el mejoramiento en la calidad de vida de
los pacientes y cuidadores cuando se prescribe cannabis medicinal. Al respecto, varios estu-
dios han informado que los cannabinoides hacen un aporte importante en la calidad de vida
[87, 88]. Entre los aspectos que se destacan, ademas de la mejora del dolor, estdn: menos efectos
adversos en comparacion con los producidos por los medicamentos convencionales (sedacion,
nauseas, estrefimiento, sequedad en la boca), mejora del apetito, suefio y estado de dnimo,
aspectos todos estos que también redundan en el bienestar de los cuidadores.

4. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo, dan cuenta de las barreras de acceso de los pacientes en Colom-
bia, con relacion al cannabis medicinal. Aunque lo encontrado representa avances importantes
que pueden facilitar la prescripcion de preparados magistrales en ciertos pacientes y con ello
aumentar la evidencia clinica de los resultados en salud, se requiere de mas estrategias. Por
ello, es clara la necesidad de acompanar la legislacion que regula los componentes o materias
primas (productos intermedios) con normas, estrategias y guias que favorezcan el desarrollo
y utilizacion de productos finales, como lo han hecho paises como Australia [89], Estados Uni-
dos [90] y mas reciente Brasil [91], con la estrategia de Registros Sanitarios Abreviados, en el
contexto de productos a base de cannabis y no de medicamentos en el sentido estricto, lo que
puede generar beneficios para el sistema de salud y los pacientes.

Se deben revisar y ajustar las politicas y estrategias para fortalecer el acceso real, al trata-
miento con derivados canndbicos en la poblacién, y la monitorizacion de las barreras de acceso
que enfrentan las pacientes, especialmente en poblaciones vulnerables. Asi, el producto de este
trabajo puede ayudar a propiciar el debate y sentar bases para futuras investigaciones que se
pueden integrar en politicas publicas, planes o proyectos que busquen mejorar el acceso a los
tratamientos
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Tales politicas deben involucrar, gobierno, academia, profesionales en salud, industria,
sociedad civil y organizaciones de pacientes para asi abordar todos los actores involucrados.
Ademas, las acciones deben estar enmarcadas teniendo en cuenta condiciones sociales parti-
culares y especialmente, centradas en el paciente para garantizar el derecho a la salud, con
equidad y accesibilidad.

Futuras investigaciones podrian estar orientadas en cuantificar el impacto de intervencio-
nes o politicas publicas en el acceso a medicamentos con base en cannabis.

Es importante considerar que si el estado colombiano quiere propender por un desarrollo
de industria farmacéutica nacional debera visionar estrategias que faciliten el acceso y el costo
beneficio de las terapias desarrolladas en el pais y propender por cargas tributarias especiales
que estimulen la creacion de alternativas terapéuticas y no barreras que dificulten obtener pro-
ductos farmacéuticos de competitividad mundial.

LIMITACIONES

Como limitacion del estudio es de aclarar que se pudieron omitir referencias no detectadas en
los procesos de seleccion y tamizaje. Igualmente debe mencionarse la procedencia de algunas
de las referencias provenientes de paginas web de organismos gubernamentales y no guber-
namentales, de empresas farmacéuticas cuyas publicaciones no han sido sometidas a evalua-
cion por pares.
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SUMMARY

Background: Musa balbisiana Colla (Plantain flower) comprising of significant nutrients likely vitamins,
minerals and phytochemical substituents such as flavonoids. The nutrients present in the plantain
flower possess numerous therapeutic beneficiaries. The phytoestrogens commonly known as flavonoids
act against the deficiency of estrogen and aid in achieving the quality health status of women. Although
there are surplus quantity of plantain flowers in India, it is not used by several people in the nation.
Aim: The present research aims to develop and evaluate the nutritional composition and shelf life of
Plantain Flower (Musa balbisiana Colla) cookies. Methods: The plantain flower acquired from the farm
has been processed as well as powdered. The cookies were prepared by utilizing plantain flower pow-
der at the differential concentrations of 10%, 20%, and 30%. It is standardized by mixing with powdered
sugar, jaggery, and butter. The sensory analysis of Plantain flower cookies was performed by 25 semi-
trained panel members using a 9-point hedonic scale and the best-accepted product was nutritionally
evaluated. Results: The study found that plantain flower cookies with 20% variation showed excellent
overall acceptability compared to cookies with 10% and 30% variations. The cookies also had high nu-
tritional content, with energy, carbohydrates, fat, protein, dietary fiber, sodium, potassium, calcium,
magnesium, iron, and flavonoids. Conclusion: The nutritionally enriched plantain flower possessing
surplus health beneficiaries will be utilized by incorporating them in the diverse nutritional food prep-
arations for perimenopausal women.

Keywords: Plantain flower; cookies; therapeutic; shelf life; nutritional composition.

RESUMEN

Desarrollo y evaluacion de la calidad de las galletas de flor de platano [Musa balbisiana Colla]: be-
neficiosas para las mujeres perimenopausicas

Antecedentes: Musa balbisiana Colla (flor de platano) contiene nutrientes importantes, como vitaminas,
minerales y sustituyentes fitoquimicos como los flavonoides. Los nutrientes presentes en la flor de pla-
tano poseen numerosos beneficios terapéuticos. Los fitoestrdgenos, comiinmente conocidos como flavo-
noides, actiian contra la deficiencia de estrégeno y ayudan a lograr un estado de salud de calidad en las
mujeres. Aunque hay una cantidad excedente de flores de platano en la India, varias personas en el pais
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no las utilizan. Objetivo: La presente investigacion tiene como objetivo desarrollar y evaluar la compo-
sicién nutricional y la vida tutil de las galletas de flor de platano (Musa balbisiana Colla). Métodos: La
flor de platano adquirida en la granja ha sido procesada y pulverizada. Las galletas se prepararon utili-
zando polvo de flor de platano en concentraciones diferenciales de 10%, 20% y 30%. Se estandariza
mezclandola con aztcar en polvo, jaggery y mantequilla. El andlisis sensorial de las galletas de flor de
platano fue realizado por 25 miembros del panel semi-entrenados utilizando una escala hedénica de 9
puntos y el producto mejor aceptado fue evaluado nutricionalmente. Resultados: El estudio encontrd
que las galletas de flor de platano con 20% de variacién mostraron una excelente aceptabilidad general
en comparacion con las galletas con variaciones de 10% y 30%. Las galletas también tenian un alto con-
tenido nutricional, con energia, carbohidratos, grasas, proteinas, fibra dietética, sodio, potasio, calcio,
magnesio, hierro y flavonoides. Conclusidn: La flor de platano enriquecida nutricionalmente que posee
beneficios excedentes para la salud se utilizara incorporandola en las diversas preparaciones alimenti-
cias nutricionales para mujeres perimenopausicas.

Palabras clave: Flor de platano; galletas; terapéutico; vida util; composicién nutricional.

RESUMO

Desenvolvimento e avaliacao da qualidade de biscoitos de flor de bananeira [Musa balbisiana
Colla]: benéficos para mulheres na perimenopausa

Contexto: Musa balbisiana Colla (flor de bananeira) composta de nutrientes significativos, como vitami-
nas, minerais e substituintes fitoquimicos, como flavonoides. Os nutrientes presentes na flor de bana-
neira possuem intimeros beneficidrios terapéuticos. Os fitoestrogénios comumente conhecidos como
flavonoides atuam contra a deficiéncia de estrogénio e auxiliam na obteng¢ao do estado de satide de
qualidade das mulheres. Embora haja uma quantidade excedente de flores de bananeira na India, elas
nao sao usadas por varias pessoas no pais. Objetivo: A presente pesquisa visa desenvolver e avaliar a
composigao nutricional e o prazo de validade dos biscoitos de flor de bananeira (Musa balbisiana Colla).
Meétodos: A flor de bananeira adquirida na fazenda foi processada e também pulverizada. Os biscoitos
foram preparados utilizando p¢é de flor de bananeira nas concentragdes diferenciais de 10%, 20% e 30%.
E padronizado pela mistura com agticar de confeiteiro, aglicar mascavo e manteiga. A analise sensorial
dos biscoitos de flor de bananeira foi realizada por 25 membros do painel semi-treinados usando uma
escala hedodnica de 9 pontos e o produto mais bem aceito foi avaliado nutricionalmente. Resultados: O
estudo descobriu que os biscoitos de flor de bananeira com 20% de variacdo apresentaram excelente
aceitabilidade geral em comparagao aos biscoitos com variagdes de 10% e 30%. Os biscoitos também
tinham alto contetdo nutricional, com energia, carboidratos, gordura, proteina, fibra alimentar, sddio,
potassio, calcio, magnésio, ferro e flavonoides. Conclusdo: A flor de bananeira nutricionalmente enri-
quecida que possui beneficios excedentes a satide sera utilizada incorporando-os nas diversas prepara-
¢Oes alimentares nutricionais para mulheres na perimenopausa.

Palavras-chave: Flor de bananeira; biscoitos; terapéutico; prazo de validade; composigao nutricional.

1. INTRODUCTION

In the current world, the demand for nutritionally superior food has been increasing [1]. Also,
the current trend emphasizes on the intake of nutritionally rich food products which are de-
duced from both leafy and non-leafy vegetables [2, 3]. The plantain flower (Musa balbisiana
Colla Blossom) is the by-product of banana cultivation [4, 5]. The largest producer of bananas
is India which produces around 13.90 million tons [6]. In India, the cultivation of bananas is
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predicted to attain 35.5 million tons in 2029 and the cultivation in Asia is forecasted to reach
51.8% [7, 8].

Tamil Nadu ranks first in the production of banana cultivation in India and produced
118.04 hectors of crops in 2014 [9]. Moreover, Tamil Nadu alone produced 220 tons of banana
blossoms in India [10]. The Banana blossom also known as the “banana flower” or “banana
heart” can be eaten in raw or cooked form [11, 12]. Besides, the plantain flower is highly con-
sumed in other Asian countries like Sri Lanka, Malaysia, Philippines, and Indonesia [13]. Com-
pared to other countries, the cultivation and consumption of plantain flowers in Asian coun-
tries are higher due to their rich nutrients and anti-oxidants [14, 15].

The highest consumption of plantain flowers is due to their high protein, vitamin C, phy-
tochemicals, mineral, and polyphenol content. Moreover, it is considered to have bioactive
compounds such as flavonoids, saponins, polyphenols, phenols, triterpenes, tannins and diter-
penes. The phytochemicals in the plantain flower act as antioxidants [16]. The anti-oxidant
properties in Musa balbisiana Colla aid in preventing oxidative stress [17]. Plantain flower’s
inflorescence contains cytotoxic characteristics and anti-oxidant activity [18]. The below Table-
1 illustrates the Nutritional facts of Plantain Flowers per 100 g.

Table 1. Nutritional Analysis

Nutrients Quantity (per 100 g)
Energy 51 kcal
Carbohydrate 879¢g
Protein 1.63 ¢g
Fat 050¢g
Fiber 57¢g
Beta-carotene 0.19 mg
Calcium 105 mg
Phosphorous 76 mg
Iron 3.5mg
Copper 13 mg
Potassium 176 mg
Magnesium 56 mg
Flavonoids 137 mg

Banana blossoms are also high in phytochemical constituents, antioxidant properties, and me-
dicinal benefits, making them a potential functional food with a huge amount of nutraceutical
values that are essential for maintaining good health [19]. Some of the researchers have iden-
tified various phenolic acids in plantain blossom such as protocatechuic acid, p-hydroxylben-
zoic, gallic acid, vanillic acid, caffecic acid, catechol, gentistic acid, vanillin acid, and chlorogein
acid. Especially, some of the flavonoids such as epicatechin, rutin, catechin and quercetin have
also been identified in the prevailing studies [20]. Plantain flower powder has enhanced the
white blood cells as well as neutrophils that don’t affect the blood biochemistry as well as the
enzyme-related liver function. Also, immune-related genes such as IL-10, HSP70, and TNF-«
have been identified. The Musa balbisiana Colla powder with increased anti-oxidant enzyme
activities has a significant effect on the liver tissue [21].

As per the nutritional composition of plantain flower, it has a significant source of protein,
micronutrients and carbohydrates. This is utilized in the treatment of breast cancer, diabetics,
the menstrual cycle, infection treatment, healing wounds, inflammatory bowel disease, and
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inhibits AGE formation. Also, the consumption of plantain flowers on daily basis increases the
hemoglobin level due to the presence of high fiber and iron. It aids in the production of red
blood cells which reduces menstrual bleeding. Moreover, it regulates progesterone hormone
and mitigates muscle cramps (Kavya M H et al., 2023) Musa balbisiana Colla has a great amount
of phytochemicals for the food additive application, pharmacological and nutraceuticals [22].
This helps in reducing the post-prandial hyperglycemia which is considered as anti-diabetic
agent [23]. It has rich fiber content which mitigates blood cholesterol and cardiovascular dis-
ease. Moreover, it has been utilized for treating constipation, bronchitis and ulcer [24]. It aids
in increasing the red blood cells and promoting tissue repair [3].

Omar et al. [25] have established the nutritional value of the plantain flower powder. The
research determined the radical scavenging activity of the plantain flower extract. As per the
analysis, 500 mcg/mL of plantain flower extract has 56.66% antioxidant activity in the third
trial. Thus, the researcher has highlighted the usage of plantain flowers as an anti-oxidant [25].
Sitthiya et al. [26] have identified the existence of tyrosine and tryptophan amino acid and also
various peptides [26]. Moreover, Lau et al. [20] have highlighted that Musa balbisiana Colla has
a significant amount of unsaturated fatty acids like linoleic, a-linolenic and oleic acids which
mitigate the peril of cardiovascular disease [20]. Begum and Deka [16] have highlighted the
concentration of plantain flower- 61.13-66.22 g/100 g (Total Dietary Fiber), 53.9-61.86 g/100 g
(Insoluble Dietary Fiber) and 4.36-7.23 g/100 g (Soluble Dietary Fiber) [16].

In bakery products, cookies are one of the varieties which comprise various ingredients
with sufficient fiber, vitamin C and protein [27]. Since cookies have a good shelf-life compared
to other bakery products, various other research has developed cookies with black cumin seed,
flax seed and sesame seed and evaluated their nutritional benefits [28]. Since baked food prod-
ucts are regarded as one of the significant foods in dietary plans, various nutritional ingredi-
ents have been incorporated to create the cookies [29]. Various studies have developed nutri-
tional cookies using various nutritional food products [30, 31]. The cookies have been devel-
oped with ingredient which has the highest source of anti-oxidants, physicochemical proper-
ties, bio-active compounds, phenolic compounds and dietary fiber content in the food prod-
ucts [32, 33].

Bansal et al. [34] developed nutrient-dense cookies which has been enriched with micro-
nutrients [34]. The researcher developed four types of cookies which consist of the control
group, typel, type2 and type3. Control group does not have carrot and sesame powder
whereas typel, type2 and type3 has 20%, 30% and 40% of carrot powder accordingly and 20%
of sesame. The developed cookies have certain nutritional parameters such as protein, crude
fat, fiber, and ash. Also, it has calcium, zinc and iron [35]. Hence, it depicted that cookies with
carrot powder and sesame could be used to restrain malnutrition. Soares et al. [36] have devel-
oped cookies using wheat flour through cocoa bean shells which have higher bio-active com-
pounds. The researcher identified phenolic compounds as well as total flavanol content in the
developed cookies. The cocoa bean shell cookies have 1.68-2.37 mg gallic acid of phenolic com-
pound and 0.10-0.19 mg epicatechin of total flavanol content [36].

Nonetheless, the prevailing studies failed to develop nutritional cookies that increase red
blood cells and regulate menstrual bleeding, especially for perimenopausal women [37, 38].
The plantain flower powder with high amounts of protein, fiber, iron, calcium, magnesium
and phytochemical compounds such as flavonoids and total phenol content could be used to
develop cookies with a shelf life beneficial for perimenopausal women. Hence, the current
study aims to develop and analyze the quality of cookies developed with plantain flowers
(Musa balbisiana Colla).
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Processing of plantain flower powder

Evenly sliced plantain flower was immersed in the rice-rinsed water for about thirty minutes
to mitigate the enzymatic browning reaction. Later, it has been sun-dried for about 4 to 6 hours
and pulverized into fine powder.

2.2. Formulation of product

Plantain flower cookies were developed in the food science laboratory in the SRM Medical
College Hospital and Research Centre’s Clinical Nutrition Department in Kattankulathur. The
cookies have been developed into three different combinations of plantain flower powder. The
three variations of cookies were prepared by incorporating plantain flower powder in 10%,
20%, 30% and the Control group. The composition of different variations of plantain flower
cookies is depicted in Table 2.

Table 2. Composition of variations of plantain flower cookies (100 g)

Ingredients Variation -1 | Variation-2 | Variation-3 | Variation-4 (Control Group)
Wheat flour 40¢g 30¢g 20¢g 55 ¢
Plantain flower powder 10g 20g 30g -
Cocoa powder - - - S5g
Skimmed milk powder 10 g. 10g 10g 10g
Jaggery 10g 10g 10g 10g
Powdered sugar 10g 10g 10g 10g
Butter 10g 10g 10g 10g
Vanilla essence 1 tsp. 1 tsp. 1 tsp. 1 tsp.
Baking powder 1 tsp. 1 tsp. 1 tsp. 1 tsp.
Salt A pinch A pinch A pinch A pinch
Choco chips 5g 5g 5g -
Dry raisins 5¢ 5¢ 5g -

2.3. Procedure for preparation of plantain flower cookies

The calculated amount of plantain flower powder, wheat flour, and skimmed milk powder
was mixed in the large bowl and then 1 tsp of baking powder and vanilla essence were added
respectively. Later, a pinch of salt is added and the ingredients are mixed well. The powdered
sugar, jaggery, and butter were blended using the minimum amount of water in a mixer jar.
The batter was added to the flour mixture and kneaded into a dough using a little water. Later,
the calculated raisins were mixed with dough. The dough was made into small balls of 17 g.
each. Using a cookie cutter, the small balls were given a round shape and later choco chips
were added to the top of the cookies. Finally, the cookies were baked in the microwave oven
at 180 °C for about 15 minutes (Figure 1(A-F)). A similar method was followed for making
standard chocolate cookies except for plantain flower powder, choco chips, and raisins.

2.4. Sensory evaluation

The sensory evaluation was performed by 25 semi-trained panel members using a 9-point he-
donic scale. All five parameters such as appearance, aroma, taste, texture, and sweetness were
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evaluated on the hedonic rating scale of 1 to 9. It ranges from dislike very much to like very
much. By using the formula, the product acceptability index (PAI %) was assessed [39].

Average grade obtained for a product
PAI % = 2verese forap x 100

Maximum grade given to a product

2.5. Nutrient analysis of the best-accepted product

To assess the nutrient content of the best-accepted product the fat, protein, sodium, dietary
fiber, iron and potassium, AOAC 20* edition (2016) was utilized. Using IS 5949:1990, the min-
erals like magnesium and calcium were evaluated. Furthermore, IS 12711:1989 method was
employed to assess the moisture content. Through the GCMS method, flavonoids and total
phenol content were assessed. The energy and carbohydrates were assessed through FAO and
CTL/SOP/FOOD/262-2014 methods respectively.

2.6. Shelf-Life of the best-accepted product

The shelf life study of the plantain flower cookies was evaluated under varied conditions such
as packing in aluminum foil ventilated bags as well as without ventilation and stored for two
months. The cookies were stored under the ambient of 30+2°C and refrigerated (5°C) The
plantain flower cookies were prepared and tested on the 0%, 10t 20t, 30%, 40t%, 50th, and 60t
day for microbiological quality and the standard chocolate cookies (control group) were also
analyzed on the 0%, 10, 20, 30th, 40t,50%, 60t day for microbiological quality.
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Figure 1. Preparation of Plantain flower cookies: (A) Mixture of wheat flour, plantain flower powder,
milk powder with vanilla essence and baking powder, (B) jaggery, sugar and butter blended with little
water, (C) batter and flour mixture kneaded to dough, (D) dough transferred to 17 g balls, (E) cookies
topped with choco chips, (F) After baking.
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3. RESULTS

3.1. Sensory Evaluation

The analysis of sensory parameters has been performed by the 25 semi-trained panel members
to demonstrate the possible acceptability of novel products for achieving health benefits for
women. Table 3 reveals the sensory evaluation of plantain flower cookie variants.

Table 3. Sensory evaluation of the Musa balbisiana Colla (plantain flower) Cookie Variants

Variants
Sensory parameters Vi V2 V3 p value
Mean+SD Mean+SD Mean+SD
Appearance 2.32+1.752 8.80+0.41¢ 4.08+2.02 0.000
Aroma 2.64+1.782 7.72+0.74p 3.24+1.834 0.000
Taste 3.20+2.222 8.00+1.26° 3.92+1.472 0.000
Sweetness 2.76+1.892 7.44+1.36P 3.52+1.472 0.000
Texture 2.52+1.582 7.60£0.76¢ 3.64+2.14b 0.000
Overall Acceptability 6.24+0.78P 8.24+0.66¢ 2.52+0.872 0.000

Values are expressed as mean and standard deviation (n=25). Statistically significant at p < 0.05, where
ab<c indicatesa significant difference in the parameters among the variants of Musa balbisiana Colla
(plantain flower) cookies.

Table 3 illustrates the sensory parameters of the variants V1, V2 and V3. Meanwhile, V1 en-
compasses 10 g of plantain flower powder, V2 and V3 have 20 g and 30 g respectively. The
appearance, aroma, taste, sweetness, texture are analyzed to detect the overall acceptability
of the products. The appearance was found to be better in V2 cookies (8.80+0.41) compared
to V1 (2.32+1.75) and V3 (4.08+2.02). Secondly, the aroma of the cookies was high in V2 variant
(7.72+0.74) compared to V1 (2.64+1.78) and V3 (3.24+1.83). There is a rich taste in V2
(8.00£1.26) whereas V1 (3.20+2.22) and V3 (3.92+1.47) have a moderate taste (Figure 2). The
sweetness is higher in V2 (7.44+1.36). Finally, the texture of the cookies has been analyzed
and found to be 7.60+0.76. The overall acceptability among the three variants concluded by
the panel member is V2 (8.24+0.66). Hence, V2 variant which encompasses 20 gm of plantain
flower powder is the best variant compared to the other variants. The sensory parameters are
higher in V2 cookies and it is considered to be an excellent cookie variant among others.
Moreover, the significant value is less than 0.05 proving the noteworthy difference in param-
eters among the variants of plantain flower cookies.
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Sensory evaluation of variant
cookies

Appearance Aroma Taste Sweetness Texture Overall
Acceptability

Figure 2. Sensory evaluation of the Musa balbisiana Colla (plantain flower) cookie variants

Table 4 illustrates the sensory evaluation of the organoleptically superior variant of plantain
flower and control cookies. The sensory parameters of appearance, aroma, taste, sweetness,
and texture are evaluated. The appearance of the V2 variant (8.80+0.41) is comparatively
higher than that of the control cookie (Figure 3). Moreover, V2 has an excellent aroma
(7.72+0.74), rich taste (8.00+1.26), high sweetness (7.44+1.36) and reliable texture (7.60+0.76).
Therefore, the overall acceptability is analyzed and calculated to be 8.24+0.66. A p-value less
than 0.05 proves the significant differences between the plantain flower and control cookies.

Table 4. Comparison of sensory evaluation of organoleptically superior variant of Musa balbisiana
Colla (Plantain Flower) cookies and control cookies

Sensory parameters Sample | Mean+SD | tvalue | p value

Appearance Control | 4.28+1.86 | 11.867 0.000
V2 8.80+0.41

Aroma Control | 2.84+1.55 | 14.247 0.000
V2 7.72+0.74

Taste Control | 3.92+1.42 | 10.787 0.000
V2 8.00+1.26

Sweetness Control | 3.16x1.11 | 12.227 0.000
V2 7.44+1.36

Texture Control 4.20+£2.59 6.278 0.000
V2 7.60+0.76

Overall acceptability Control | 4.84+1.31 | 11.558 0.000
V2 8.24+0.66

Values are expressed as mean and standard deviation (n=25). Statistically significant at p <0.05
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Sensory evaluation of control and
V2 cookies

Appearance Aroma Taste Sweetness Texture Overall
Acceptability

Control mV2

Figure 3. Sensory evaluation of V2 and control cookies

3.2. Nutritional analysis

The nutritional composition of plantain flower V2 cookies is 373.99+9.90 kcal of energy,
66.53+2.25/100 g of carbohydrate, 7.95+0.23/100 g of total fat, 9.07+0.23 g/100 g of protein,
9.69+1.27/100 g of dietary fiber (Table 5). Moreover, plantain flowers V2 cookies have high
amounts of micronutrients such as sodium (239.00+34.83 mg/100 g) potassium (365.00+22.11
mg/100 g), calcium (139.00+32.45 mg/100 g), magnesium (131.33+4.16 mg/100 g), and iron
(4.80+0.29 mg/100 g). The content of flavonoids (46.33+11.06 mg/100 g) and phenol content
(93.83+8.75 mg/100 g).

Table 5. Nutrient composition of Musa balbisiana Colla (plantain flower) cookies- V2

Nutrients Mean+SD
Energy (kcal/100 g) 373.99+9.90
Carbohydrates (g/100 g) 66.53+2.25
Total fat g/100g 7.95+0.23
Protein (g/100 g) 9.07+0.23
Dietary fiber g/100 g 9.69+1.27
Sodium (mg/100 g) 239.00+34.83
Potassium (mg/100 g) 365.00+22.11
Calcium (mg/100 g) 139.00+32.45
Magnesium (mg/100 g) 131.33+4.16
Iron (mg/100 g) 4.80+0.29
Moisture (g/100 g) 15.37+1.43
Flavonoids (mg/100 g) 46.33+11.06
Total phenol content (mg/100 g) 93.83+8.75

The nutritional composition of control cookies is 387.41+7.54 kcal of energy, 67.7+2.17/100 g of
carbohydrate, 8.93+0.13/100 g of total fat, 8.89+0.38 g/100 g of protein, 8.00+0.02/100 g of dietary
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tiber (Table 6). Moreover, control cookies have high amounts of micronutrients such as sodium
(338.00+2.00 mg/100 g) potassium (305.00+6.25 mg/100 g), calcium (118.00+12.17 mg/100 g),
magnesium (123.33+19.14 mg/100 g), and iron (3.81+0.37 mg/100 g). The content of flavonoids
(27.80+0.56 mg/100 g) and phenol content (70.00+2.00 mg/100 g).

Table 6. Nutrient composition of standard chocolate cookies

Nutrients Mean+SD
Energy (kcal/100 g) 387.41+7.54
Carbohydrates (g/100 g) 67.7+2.17
Total fat (g/100 g) 8.93+0.13
Protein (g/100 g) 8.89+0. 38
Dietary fiber (g/100 g) 8.00+0.02
Sodium (mg/100 g) 338.00+2.00
Potassium (mg/100 g) 305.00+6.25
Calcium (mg/100 g) 118.00+£12.17
Magnesium (mg/100 g) 123.33+19.14
Iron (mg/100 g) 3.81+0.37
Moisture (g/100 g) 114.07+0.67
Flavonoids (mg/100 g) 27.80£0. 56
Total phenol content (mg/100 g) 70.00+2.00

The comparative analysis of the plantain flower and standard chocolate cookies are demon-
strated. The energy, carbohydrate and total fat content are found to be higher in the standard
chocolate cookies (Table 7). Since the carbohydrate content is low, which elevates the oil ab-
sorption making the dough appropriate for making cookies. Alternatively, the plantain flower
variant V2 cookies are rich in protein and dietary fiber content (Figure 4). The high level of
fiber content present in the plantain flower V2 cookies will improvise the digestion. The iron
content is rich in the variant V2 cookies and less moisture content which makes the plantain
flower cookies more crispier. The phenol content is higher in plantain flower V2 cookies.
Therefore, the consumption of plantain flower V2 cookies might improve the health status
than the standard chocolate cookies prevailed in the market.

Table 7. Comparison of nutrient composition of Musa balbisiana Colla (plantain flower) cookies- V2
and standard chocolate cookies- Control

Nutrients V2 Control tvalue | p value
Mean+SD Mean+SD
Energy (kcal/100 g) 373.99+9.90 387.41+7.54 1.867 0.135
Carbohydrates (g/100 g) 66.53+2.25 67.7£2.17 0.739 0.501
Total fat (g/100 g) 7.95+0.23 8.93+0.13 6.417 0.003
Protein (g/100 g) 9.07+0.23 8.89+0. 38 0.714 0.515
Dietary fiber (g/100 g) 9.69+1.27 8.00+0.02 2.304 0.083
Sodium (mg/100 g) 239.00+34.83 338.00+2.00 4915 0.008
Potassium (mg/100 g) 365.00+22.11 305.00+6.25 4.523 0.011
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Calcium (mg/100 g) 139.00+32.45 118.00+12.17 1.050 0.353
Magnesium (mg/100 g) 131.33+4.16 123.33+19.14 0707 0.518
Iron (mg/100 g) 4.80+0.29 3.81+0.37 3.595 0.023
Moisture (g/100 g) 15.37+1.43 114.07+0.67 1.428 0.227
Flavonoids (mg/100 g) 46.33+11.06 27.80+0. 56 2.899 0.044
Total phenol content (mg/100 g) 93.83+8.75 70.00+2.00 4.598 0.010

Values are expressed as mean and standard deviation (n=3). Statistically significant at p <0.05.

Nutritional composition

Control mV2

Figure 4. Nutrient composition of V2 and standard wheat cookies

3.3. Shelf life of the cookies

The shelf life of the plantain flower V2 cookies (experimental) and standard chocolate cookies
(control) are analyzed. The significant “p” value and “t” value are estimated in order to assess
the shelf life of the products for 10%, 20t, 30th, 40, 50" and 60 days.

Table 8 illustrates the sensory parameters of the experimental and control cookies for the
duration of 10, 20, 30, 40, 50 and 60" day. The color of the plantain flower cookies (9.00+0.00)

are seems to be better than the standard wheat cookies (Figure 5). The color of the standard

/Itl/

chocolate cookies gradually fades in the consecutive days of 20% to 60*. Comparatively, the
experimental cookies are exhibiting attractive color rather than the standard chocolate cookies.
The appeal of the plantain flower cookies are comparatively possessing higher scores than the
standard wheat cookies (9.00+0.00). The taste and texture of the plantain flower cookies are
also observed to be better than the standard wheat cookies (Figure 6). Finally, the overall ac-
ceptability of plantain flower cookies was observed to be most acceptable cookie. It also regis-
ters the significant value less than 0.05. In some of the parameters, the “t” value is not com-
puted due to the similar standard deviation among two groups.
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Table 8. Comparison of sensory qualities of the Musa balbisiana Colla (plantain flower) cookies- V2
and standard chocolate cookies- Control during the period of storage

Sensory parameter Test day Group Mean+SD t P
Color 10th day | Experimental 9.00+0.00 4.58 0.00
Control 8.30+0.48
20th day | Experimental 8.40+0.52 1.57 0.13
Control 8.10+0.32
30th day | Experimental 8.20+0.42 4.44 0.00
Control 7.30+0.48
40th day | Experimental 7.80+0.42 2.47 0.02
Control 7.30+0.48
50th day | Experimental 7.80+0.42 3.13 0.01
Control 7.10+0.57
60th day | Experimental 7.70+0.48 4.43 0.00
Control 6.50+0.71
Appearance 10th day | Experimental 9.00+0.00 3.00 0.01
Control 8.50+0.53
20th day | Experimental 8.90+0.32 4.20 0.00
Control 8.20+0.42
30th day | Experimental 8.30+0.48 1.96 0.07
Control 8.00+0.00
40th day | Experimental 8.60+0.52 5.81 0.00
Control 7.30+0.48
50th day | Experimental 8.10+0.32 5.40 0.00
Control 7.20+0.42
60th day | Experimental 8.00+0.00 9.00 0.00
Control 6.80+0.42
Aroma 10th day | Experimental 9.00+0.002
Control 8.00+0.002
20th day | Experimental 8.80+0.42 6.00 0.00
Control 8.00+0.00
30th day | Experimental 8.80+0.42 6.00 0.00
Control 8.00+0.00
40th day | Experimental 8.70+0.48 5.81 0.00
Control 7.40+0.52
50th day | Experimental 8.90+0.32 10.20 0.00
Control 7.20+0.42
60th day | Experimental 7.80+0.63 3.76 0.00
Control 6.70+0.67
Taste 10th day | Experimental 9.00+0.00 3.67 0.00
Control 8.40+0.52
20th day | Experimental 9.00+0.002
Control 8.00+0.002
30th day | Experimental 9.00+0.002
Control 8.00+0.002
40th day | Experimental 8.60+0.52 4.33 0.00
Control 7.60+0.52
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50th day | Experimental 8.30+0.48 4.02 0.00
Control 7.40+0.52

60th day | Experimental 8.00+0.00 3.21 0.00
Control 7.20+0.79
Texture 10th day | Experimental 9.00+0.002
Control 9.00+0.002

20th day | Experimental 8.60+0.52 1.34 0.20
Control 8.30+0.48

30th day | Experimental 8.40+0.52 2.45 0.02
Control 8.00+0.00

40th day | Experimental 8.00+0.00 2.45 0.02
Control 7.60+0.52

50th day | Experimental 7.70+0.48 1.85 0.08
Control 7.30+0.48

60th day | Experimental 7.60+0.52 4.02 0.00
Control 6.70+0.48

Overall acceptability 10th day | Experimental 9.00+0.00 3.67 0.00
Control 8.40+0.52

20th day | Experimental 8.80+0.42 2.47 0.02
Control 8.30+0.48
30th day | Experimental 8.00+0.002
Control 8.00+0.002

40th day | Experimental 8.00+0.00 1.00 0.33
Control 7.90+0.32

50th day | Experimental 7.90+0.32 2.06 0.05
Control 7.50+0.53

60th day | Experimental 7.70+0.48 0.88 0.39
Control 7.50+0.53

Values are expressed as mean and standard deviation (n=10). Statistically significant at p <0.05. 2t can-
not be computed because the standard deviations of both groups are 0.
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SENSORY QUALITIES OF V2 COOKIES
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Figure 5. Sensory qualities of V2 cookies

SENSORY QUALITIES OF CONTROL COOKIES
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Figure 6. Sensory qualities of control cookies

Table 9 illustrates the chemical parameters of the experimental and control cookies for the
duration of 10, 20, 30, 40, 50 and 60* day. The peroxide value of the plantain flower cookies
(8.62+0.20 mcq/kg) seems to be better than the standard chocolate cookies. The value gradually
elevates in the consecutive days of 20* to 60%. Comparatively, the experimental cookies exhibit
higher peroxide value rather than the standard chocolate cookies. The moisture of the plantain
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flower cookies possesses less value than the standard chocolate cookies (5.06+0.02 g/m?). From
the analysis, it has been proven that the moisture content of the standard chocolate cookies
was higher and increased from 20* to 60* day of storage. The antioxidant capacity of the plan-
tain flower cookies are also observed to be better than the standard chocolate cookies. Finally,
the pH level of plantain flower cookies was observed to be greater than that of standard choc-
olate cookies. Both the cookies possess an acceptable value pH value of 5-6. Hence, from the
above analysis the nutritional composition and shelf life of Musa balbisiana Colla has been eval-
uated and compared with the control group cookies.

Table 9. Comparison of chemical parameters of the Musa balbisiana Colla (plantain flower) cookies-
V2 and standard chocolate cookies- Control during the period of storage

Sensory parameter Test day Group Mean+SD t P
Peroxide value (mcq 10th day | Experimental 8.62+0.20 6.26 0.00
per kg of sample fat) Control 7.62+0.20
20th day | Experimental 8.74+0.19 6.60 0.00
Control 7.74+0.19
30th day | Experimental 8.90+0.21 6.24 0.00
Control 7.89+0.19
40th day | Experimental 9.00+0.19 5.52 0.01
Control 8.07+0.22
50th day | Experimental 9.12+0.12 3.98 0.02
Control 8.38+0.30
60th day | Experimental 9.21+0.12 3.10 0.04
Control 8.39+0.44
Moisture Level (gm/m3) | 10th day | Experimental 5.06+0.02 1.14 0.32
Control 5.13+0.12
20th day | Experimental 5.19+0.07 1.90 0.13
Control 5.37+0.16
30th day | Experimental 5.29+0.05 4.88 0.01
Control 5.60+0.10
40th day | Experimental 5.37+0.03 8.75 0.00
Control 6.26+0.17
50th day | Experimental 5.44+0.03 8.78 0.00
Control 6.39+0.19
60th day | Experimental 5.57+0.03 7.02 0.00
Control 6.54+0.24
Antioxidant Capacity 10th day | Experimental 17.81+0.52 1.41 0.23
Control 17.13+0.64
20th day | Experimental 20.51+1.84 1.11 0.33
Control 19.17+0.98
30th day | Experimental 23.30+2.52 0.89 0.42
Control 21.63+2.05
40th day | Experimental 27.43+3.00 0.88 0.43
Control 25.83+0.91
50th day | Experimental 31.07+3.23 0.67 0.54
Control 29.70+1.47
60th day | Experimental 37.15+£3.97 1.12 0.32
Control 34.47+1.21
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pH Level 10th day | Experimental 5.74+0.02 2.03 0.11
Control 5.37+0.32

20th day | Experimental 6.21+0.19 1.62 0.18
Control 5.83+0.35

30th day | Experimental 6.38+0.14 -0.07 0.95
Control 6.39+0.10

40th day | Experimental 6.68+0.12 0.78 0.48
Control 6.59+0.17

50th day | Experimental 6.80+0.02 0.69 0.53
Control 6.77+0.06

60th day | Experimental 6.93+0.06 1.41 0.23
Control 6.87+0.06

Values are expressed as mean and standard deviation (n=3). Statistically significant at p < 0.05.

4. DISCUSSION

In the present research, the plantain flower cookies are found to be highly nutritious, since the
plantain flower powder utilized in the cookies preparation are enriched with high nutrient
content. Meanwhile, the cookies developed utilizing the plantain flower powder was found to
be more nutritious compared to the standard wheat cookies [40]. Likewise, the cake prepared
from the plantain flower subjected to rice rinsed water about thirty minutes seems to be highly
nutritious compared to standard wheat cake [23]. The plantain flower cookies manufactured
with the 20% variants found to be more acceptable compared to the 10 and 30% variants.
Therefore, the product acceptability minimizes with the high level of incorporation of flour
[41]. Likewise, the outcomes acquired by the researcher for the preparation of humus which
incorporated the plantain flower powder in differential concentrations of 18 g, 20 gand 25 g
[42]. The humus manufactured with the 20 g plantain flower powder was observed to be
highly acceptable. Also, the present research conveys that 20 g of plantain flower powder has
been proved to be optimal compared to 10 and 30 g variants.

The prevailing research by Zehla [43] reveals that the sensory test scores for overall ac-
ceptability of plantain flower powder shows that 35% variants was effectual compared to 50%
and 60% variation. Moreover, 65% of plantain flower powder has the least score of taste and
overall acceptability. The present research had the highest score of taste as well as acceptability
with 20% variants compared with 10% and 30% variants. On contrary, the existing research by
Tasnim et al. [23] revealed that amongst the four variants of the wheat bread developed by
addition of plantain flower powder in the differential variation of 25%, 20%, 15% and 10%, the
10% variation observed to be the optimal product. The product acceptability varies with the
concentration of plantain flower powder.

The cookies produced from Moringa leaf and fermented sweet detar shows the overall
acceptability of 8.13 [44]. The sensory score of aroma (7.60), appearance (8.26), taste (7.60) and
texture (7.46). The present research conveys that the plantain flower cookies has the overall
acceptability of 9.00. Ertas et al. [28] reported that the utilization of raw and roasted hemp flour
elevates the total phenol content, protein, ash and fat content. The hemp flour content mini-
mizes the hardness and leads to formation of softer cookies. The nutritional value of the cook-
ies are found to be higher in the addition of hemp seed to cookies. The plantain flower cookies
are also found to exhibit high nutritional content. Pinto et al. [29] conveys that the utilization
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of chest-nut shell in the cookies production possessed carbohydrates (53.92%), fat (32.62%) and
fiber (5.15%). The anti-oxidant effects evident the bioactivity of the cookies. The sensory eval-
uation has excellent scores in all parameters greater than 6.25. Moreover, the phenolic acids
and flavonoids are present in the cookies. The plantain flower cookies has better scores in sen-
sory attributes compared to control cookies.

The dietary fiber, fats, carbohydrates, phenolic contents of concentrated fiber powder
from chiku were observed to be greater compared to the wheat flour cookies. On contrary, the
moisture content and total protein content were lower in chiku cookies. The cookies found to
be superior fiber source, phenolic content and scavenging activity. The cookies containing 7%
of chiku fiber possess highest sensory score [45]. The plantain flower cookies with 20 g has
high value of sensory parameters compared to the 10 and 30 g of plantain flower powder. The
increased proportion of oat flour and fenugreek in the cookies elevates the mineral content,
fiber, protein, ash. Also, it proves that the sensory attributes reduced with the elevating pro-
portion of oat and fenugreek [46]. The plantain flower powder of 30 g (V3) variant cookies has
less value of sensory attributes.

5. CONCLUSION

Plantain flowers enriched with the nutrients are intensively utilized to formulate cookies that
aids to overcome the perimenopausal symptoms. According to the evaluated scores and over-
all analysis, the present research concludes that plantain flower cookies exhibits an ample
quantity of nutrients. Moreover, it is observed to be quality products with satisfied sensory
acceptance. A notable variation in the nutrient composition of plantain flower cookies detected
probable utilization of plantain flower as a healthy ingredient in the cookies preparation. The
cookies prevailed in the market, the nutrients were comparatively lesser due to by-products
processing prior to the product formulation. The sensory evaluation and nutritional analysis
evident that the plantain flower cookies exhibits better composition of nutrients compared to
the standard chocolate cookies. Additionally, the anti-oxidant of plantain flower cookies are
seems to be better than the standard wheat cookies. The anti-oxidant properties aids in achiev-
ing the quality life of consumers. The formulated plantain flower cookies retain its sensory
characteristics till 60" day. Therefore, the present research develops the nutritional enriched
cookies with plantain flower which contributes to the incredible women community who suf-
fers from perimenopausal symptoms and it generates nutritional awareness to the community.
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SUMMARY

Objectives: Motivated by the increased popularity of the telemedicine system, this study explored the
influence of treatment effectiveness and its organizational characteristics on the adoption of telehealth
among pediatric health professionals. . The pandemic situation urges the need to conduct such studies
to reveal plans for adopting telehealth systems. Methods: This article analyzed various state-of-the-art
methods and designed a well-structured questionnaire comprising technically strong questions related
to the objective of the study. The work engaged 90 participants, of whom 30 were excluded due to ir-
regular follow-up and incoherent feedback to the questionnaire. In total, the responses of 60 pediatri-
cians were collected, and statistical analysis was performed with SPSS version 20. Results: The in-depth
analysis of the data collected through questionnaires permits the deepening of understanding of the
impact of administrative and clinical perspectives of telehealth among physicians. The study declared
that telehealth has both advantages and disadvantages that need careful optimization for hassle-free
implementation. This need requires support from government bodies, the public, and pediatric health
care professionals. Conclusion: This study highlighted the relevant contribution of telehealth dynamics
at every stage of implementation. Through careful optimization, telehealth can overcome the prevailing
barriers and could effectively serve remote patients, thereby increasing the satisfaction level of pedia-
tricians during pandemics.

Keywords: Telehealth; pediatrician; pandemic; remote healthcare service; healthcare sector.

RESUMEN

Investigacion sobre las actitudes y experiencias de los pediatras respecto al uso de la telesalud du-
rante la pandemia de COVID-19

Objetivos: Ante la creciente popularidad del sistema de telemedicina, este estudio explord la influencia
de la efectividad del tratamiento y sus caracteristicas organizativas en la adopcion de la telesalud entre
los profesionales de la salud pediatrica. La situacion de pandemia urge la necesidad de realizar estudios
de este tipo para identificar planes de adopcién de sistemas de telesalud. Métodos: Este articulo analizo
diversos métodos de vanguardia y disenid un cuestionario bien estructurado con preguntas técnica-
mente solidas relacionadas con el objetivo del estudio. El trabajo conté con 90 participantes, de los cuales
30 fueron excluidos debido a un seguimiento irregular y a la incoherencia en la retroalimentacién del
cuestionario. En total, se recopilaron las respuestas de 60 pediatras y el analisis estadistico se realiz6 con
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el programa SPSS version 20. Resultados: El analisis exhaustivo de los datos recopilados mediante cues-
tionarios permite comprender mejor el impacto de las perspectivas administrativas y clinicas de la tele-
salud entre los médicos. El estudio declard que la telesalud presenta ventajas y desventajas que requie-
ren una optimizacion cuidadosa para una implementacion sin complicaciones. Esta necesidad requiere
el apoyo de los organismos gubernamentales, el publico y los profesionales de la salud pediatrica. Con-
clusion: Este estudio destacd la importante contribucion de la dindmica de la telesalud en cada etapa
de la implementacion. Mediante una optimizacion cuidadosa, la telesalud puede superar las barreras
existentes y atender eficazmente a los pacientes remotos, aumentando asi el nivel de satisfaccion de los
pediatras durante las pandemias.

Palabras clave: Telesalud; pediatra; pandemia; servicio de atencion médica a distancia; sector sanitario.

RESUMO

Investigacdo das atitudes e experiéncias de pediatras em relagao ao uso da telessaide durante esta
era de pandemia (COVID-19)

Objetivos: Motivado pela crescente popularidade do sistema de telemedicina, este estudo explorou a
influéncia da eficacia do tratamento e suas caracteristicas organizacionais na adogao da telessatide entre
profissionais de satide pediatrica. A situagdo da pandemia exige a realizacao de tais estudos para revelar
planos para a adogao de sistemas de telessatide. Métodos: Este artigo analisou varios métodos de tiltima
geragao e elaborou um questionario bem estruturado compreendendo perguntas tecnicamente fortes
relacionadas ao objetivo do estudo. O trabalho envolveu 90 participantes, dos quais 30 foram excluidos
devido ao acompanhamento irregular e feedback incoerente ao questiondrio. No total, as respostas de
60 pediatras foram coletadas, e a analise estatistica foi realizada com o SPSS versao 20. Resultados: A
andlise aprofundada dos dados coletados por meio de questionarios permite o aprofundamento da com-
preensdo do impacto das perspectivas administrativas e clinicas da telessatide entre os médicos. O es-
tudo declarou que a telessatide tem vantagens e desvantagens que precisam de otimizagao cuidadosa
para implementagdo sem complicacOes. Essa necessidade requer suporte de 6rgaos governamentais, do
publico e de profissionais de satide pediatrica. Conclusao: Este estudo destacou a contribuicao relevante
da dindmica da telessatide em todos os estagios da implementacao. Por meio de otimizac¢do cuidadosa,
a telessatide pode superar as barreiras prevalecentes e pode atender efetivamente pacientes remotos,
aumentando assim o nivel de satisfagao dos pediatras durante pandemias.

Palavras-chave: Telessatude; pediatra; pandemia; servigo de satide remoto; setor de satide.

1. INTRODUCTION

Telehealth is widely described as the prompt utilization of electronic information and commu-
nication systems for providing and supporting the health care sector while maintaining dis-
tance. Here, the techniques are the internet, videoconferencing, streaming media, store and
forward imaging, and terrestrial and wireless communications [1]. Due to the COVID-19 pan-
demic in 2020, physician access to telehealth increased, which led to great attributes in tele-
health, such as development in technology, changes in association, and health care delivery.
This advancement in telehealth leads to cost-friendliness, better health outcomes, and im-
proved inpatient care entry [2]. The possibilities of telehealth for patient access in medical care
are strong in rural regions but are lacking in other areas [3].

Pediatricians are very concerned about children due to the need to obtain increasingly
complex medicine and chronic diseases [4]. This turns into higher demand for subspecialty
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pediatric care; however, the present wellness programme does not provide proper timely re-
ceipt or arrange subspecialty care [5]. Almost one-quarter of children experience difficulty in
subspecialty care needs [6]. Even though parents and providers support communication with
subspecialists, facilities remains poor [7]. Additionally, half of the common pediatricians hes-
itate to report difficulty with subspecialists [8]. Children from poor and remote communities
face additional obstacles in obtaining care from the best pediatric subspecialty centers, mainly
due to large distances and decreased awareness [9]. There are many possibilities for pediatri-
cians in telehealth, such as education, practice, research, quality control, and consultation.
Telehealth serves as higher quality in pediatric care and suggests reducing the pediatrician's
work barriers by giving proper telehealth to patients [9].

In recent days, frameworks and techniques in telehealth requirements for patient care have
increased, and few studies have given national estimates on the common usage of telehealth
among physicians [10]. Some barriers faced in telehealth usage are lack of reimbursement, po-
tential liability issues, lack of training, and cost of equipment, which leads to telehealth usage
remaining low among physicians [11]. Similarly, another study also dealt with the estimation
of barriers associated with pediatric telehealth services, such as strict state regulatory activi-
ties, low payment, and the absence of physical examination [12].

With the appearance of the SARS-CoV-2 pandemic, the Indian government initiated vari-
ous steps to control the disease spread, transforming a few hospitals into COVID-19 wards,
and many regular hospitals were shut down with outpatient division and operation theatres
except for emergency services. Patients faced many struggles for adequate care during hospital
visits, especially during a pandemic. To overcome the obstacles, the government provided
proper guidelines for the practice of telemedicine to avoid the lack of healthcare services for
the public. Telemedicine means delivering the service of health care, and the critical factor of
distance will break through the help of communication technology. It serves as a reason for
exchanging valid knowledge on diagnosis, preventing and receiving treatment for the injury
of disease, and avoiding overcrowding in hospitals, particularly during pandemics [13]. Tele-
medicine can be divided into communication modes such as text-based and audio or video.
The service model has been selected by the corresponding medical practitioner depending on
the availability of technology. Telemedicine measures deal with screening of diseases, health
care management, teleproctoring, and disaster management. Telemedicine is extensively used
in the dermatology and pathology fields. Other branches, such as pediatrics, possess minimal
services that need appropriate awareness of its vast utilization. The major aim of telemedicine
is to provide equal service for all, with optimal safety to both physicians and patients, cost-
effectiveness, and fast care on time. Meanwhile, children who are in high-risk communities
need elaborate medical assistance during an emergency through telemedicine services.

1.1.Objectives

To perform data collection and statistical analysis of the information collected from pediatric
professionals on the adoption of a telehealth system. To reveal the perspectives and attitudes
of pediatric professionals on the adoption of telehealth during a pandemic.
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2. METHODS

2.1. Study Design: A cross-sectional descriptive study
2.2. Sampling method: Purposive sampling

2.3. Data collection: Ninety pediatricians from government, private and public sectors were
approached, and 30 participants were excluded due to incomplete follow-up. Hence, 60 re-
spondents were finally engaged in the analysis during pandemic. A well-structured question-
naire with technically strong questions was used, and a 5-point scale was utilized to grade the
answers. The questions related to the contribution of telemedicine inpatient recovery, cost-
effectiveness, barriers, optimization possibilities, and hygienic characteristics were correlated
to provide deep insights into the objectives. Validity denotes the degree to which the instru-
ment explores the precise information by the objective. Our study analyzed the state-of-the-
art methods and developed a well-structured questionnaire with appropriate cross-checking
by field experts.

2.4. Statistical Analysis: Descriptive inferential statistics were utilized for the determination
of the correlation coefficient, and consequently, the detection of associations with the demo-
graphic and predictor variables was also performed. Several factors were noted in the Excel
sheets, and a comparative analysis was performed with statistical analysis. Statistical analysis
was performed using Statistical Package for Social Sciences (SPSS) version 20.0. The range of
values was estimated, and the correlation coefficient was also determined with every set of
values. The demographic physical parameters of age and other factors are presented as counts
and percentages using frequency analysis. ANOVA (analysis of variance) is a test used to test
the difference among the groups. If the p value is smaller than 0.05, then it is shown that re-
spondents differ in this study. One-way ANOVA was used to assess the differences between
the investigated parameters in the different physical parameter groups. The study represents
regression analysis and is presented in a table for the depiction of the interrelation of all the
parameters for the determination of their corresponding value.

2.5. Compliance with ethical standards and consent: All the participants provided informed
consent after the nature of the study was explained. The present study was approved by the
Institutional Human Ethics Committee, ------- on------- . Confidentiality was maintained
throughout the study. Wherever necessary, the relevant information was cross-checked to
maintain originality. Details about the respondents were kept in a password-protected com-
puter, which was accessed only by the principal investigator.

3. RESULTS
3.1. Demographic analysis

Figure 1a represents the age based distribution of the investigated population, in which 40%
of the pediatricians belonged to the age group of 25 to 35, 26.67% of the population belonged
to the age range of 36 to 45, and 33.33% of the population belonged to the age range of 46 to
55. This states that the study included the perspectives of all the participants irrespective of
age.

Figure 1b illustrates the gender based analysis of the study in which female pediatricians
were observed to be less involved (33.33%), and consequently, male respondents were found
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to be 66.67% in the present study. Similarly, Figure 1c denotes the service location of the re-
spondents, where most of the pediatricians (73.33%) were providing services in urban areas,
13.33% were in rural areas, and the remaining 13.33% were in both sectors. This remains one
of the limitations of the study, as it lacks equal urban and rural populations.

Meanwhile, Figure 1d shows that nearly half of the respondents (46.67%) were servicing
in an autonomous body, 20% in the public sector, and 33.33% in the private sector. These re-
sults revealed that the study involved participants belonging to all categorizations of the
healthcare sector.

Figure le describes the working experience of the pediatrician, in which 53.33% of the
population had been providing services for 1 to 10 years, 26.67% 11 to 20 years, and 20% of the
respondents had been working for more than 20 years.

Figure 1f shows that 73.33% of the respondents had been providing telehealth services for
less than six months, and 26.67% for more than six months.

Accordingly, Figure 1g depicts the mode of telehealth service among the investigated pop-
ulation. Nearly 46.67% of the population is engaged in tele- and video conferencing, 26.67% is
associated with mere video conferencing, and 13.33% of the population has been observed to
use the oral/telephonic and e-Sanjeevani OPD methods.

Similarly, Figure 1h provides the types of barriers to the pediatrician during the adoption
of telehealth services, in which 33.33% reported the absence of physical examination, 20% of
the pediatrician reported communication barriers, 26.67% reported the absence of clinical ex-
amination, and 6.667% reported each barrier. Figure 1i illustrates the advantage of the tele-
health service from respondents. It was observed that 40% of the pediatricians felt advantaged
about the prevention of infection, 26.67% were happy in serving remote patients without trav-
eling, 20% of the population was satisfied with providing immediate and authorized primary
care to the children, and 13.33% benefited in terms of time and cost-effectiveness.
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Table 1. Analysis of variance (ANOVA) in obtaining a contribution to patient recovery.

Q11 Telehealth achieves contribution to patient recovery

Sum of squares df Mean Square F Sig.
Between groups 2.408 2 1.204 7.022 0.002
Within groups 9.775 57 0.171
Total 12.183 59

Table 1 defines that there exists a contribution to inpatient recovery using telehealth during
the pandemic period. This is illustrated by the p value = 0.002, which is less than 0.05.

3.2. Post Hoc Tests

Table 2 depicts the post hoc analysis in which multiple comparisons of the dependent variable
as telehealth achieves a contribution to patient recovery have been revealed. The Bonferroni's
test obtained a significant value of 0.004. Hence, it is strongly proves that the respondents
embrace the acceptability of the contribution of telehealth during a pandemic.

Table 2. Multiple comparisons

Dependent variable: Q11 Telehealth achieves a contribution to patient recovery Bonferroni

(I) Q24 Tele health pro- | (J) Q24 Telehealth provides Mean difference |Std. error Sig.
vides new opportunities |new opportunities I-n
Agree 0.42500 0.12859 0.004
Strongly agree
Neutral 0.00000 0.20207 1.000
Agree Strongly agree -0.42500° 0.12859 0.004
& Neutral -0.42500 0.18130 0.068
St 1 . 20207 1.
Neutral rongly agree 0.00000 0.2020 000
Agree 0.42500 0.18130 0.068

Table 3 denotes the significant relationship between the predictor variables, such as the
physician's complexity in revealing patient information, telehealth implementation in the fu-
ture, incorrect medicine intake, patient cooperation, medicine and material costs, hygiene, the
possibility of new opportunities, and careful optimization for future benefits.
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Table 3. ANOVA Analysis

Sig.
Between groups 0.001
Q18 Complexity in understanding patient's health Within groups
Total
Between groups 0.003
Q20 No problem during implementing telehealth Within groups
Total
Bet 0.026
Q17 Theoretical examination from different viewpoints may to e‘ w?en grovps
. . Within groups
the intake of the wrong medicine
Total
Bet 0.000
Q16 Telehealth approaches are complicated and hard to imple- e‘ W?en ETOTDS
. C Within groups
ment in the pandemic situation
Total
Bet 0.001
Q15 The patients were very cooperative during treatment with e' w'een ———
Within groups
the telehealth approach
Total
Between groups 0.048
Q21 Reduced material and maintenance cost of hospital Within groups
Total
Between groups 0.034
Q22 Access to extend Within groups
Total
Bet 0.019
Q23 Assurance of hygienic way for both physicians and pa- e. w.een gIOLpS
) e . Within groups
tients thereby maintaining COVID 19 promises Total
ota
Between groups 0.025
Q24 Tele health provides new opportunities Within groups
Total
Bet 0.047
Q25 Careful optimization can broaden the telehealth system in e. w.een ETOUPS
Within groups
future
Total

3.3. Nonparametric Correlations

Table 4 represents the correlation between experience in telehealth medical services and expe-
rience in telehealth medical services, and careful optimization can broaden the telehealth sys-
tem in the future. Consequently, Table 5 shows that careful optimization can broaden the tele-
health system in the future and overcome barriers to pediatricians during telehealth.
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Table 4. Correlations

Spearman's
rho

Q7. Experience in | Q25 Careful optimization
telehealth medi- |can broaden the telehealth
cal service system in future
. . C.orrelatlon coeffi- 1,000 -0.148
Q7. Experience in tele- | cient
health medical service |Sig. (2-tailed) . 0.261
N 60 60

Q25 Careful optimiza- C.orrelation coeffi- 0148 1,000

tion can broaden the cient

telehealth system in fu- |Sig. (2-tailed) 0.261 .

ture N 60 60

Table 5. Correlations 2

Q25 Careful optimiza- | Q9. Barriers to the
tion can broaden the |pediatrician dur-
telehealth system in fu-|ing telehealth
ture
Q25 Careful optimiza- | Correlation coefficient |1.000 0.130
tion can broaden the |Sig. (2-tailed) 0.324
. telehealth system in fu-
Spearman's N 60 60
ture
tho Q9. Barriers to the pedi- | Correlation coefficient | 0.130 1.000
atrician during tele-|Sig. (2-tailed) 0.324 .
health N 60 60

3.4. Cross tabulations
Tables 6 to 10 show the cross-tabulation analysis of the predictor variables of barriers to pedi-
atricians during telehealth.

Table 6. Cross-tabulation of Barriers to the pediatrician during telehealth and Careful optimization can
broaden the telehealth system in future

Count
Q25 Careful optimization can
broaden the telehealth system in fu-
ture
Strongly agree | Agree Neutral
Absence of Physical Examination 4 8 0
Communication barrier 0 12 0
o mamers o the pedi L o o] —
trician during telehealth | 4 0 0
issue
Prescription Writing 0 0 0
System error 0 0 0
Total 12 24 4
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Table 7. Barriers to the pediatrician during telehealth * Q25 Careful optimization can broaden the tele-
health system in future Cross tabulation

Count

Q25 Careful
broaden the telehealth system in fu-
ture

optimization can

Total

Disagree
Absence of Physical Examination 8 20
. Communication barrier 0 12
tthe' piil?:te;ii;: Absence of Clinical Examination 4 16
X Availability of drugs and follow on the is-
during tele- 4
health =
Prescription Writing 4 4
System error 4 4
Total 20 60

Table 8. Barriers to the pediatrician during telehealth * Q24 Telehealth provides new opportunities for

Cross tabulation

Count
Q24 Telehealth provides new opportunities
Strongly agree Agree Neutral
Absence of physical examination 6 11 3
Communication barrier 3 8 1
Q9. Barriers to Absence of clinical examination 3 13 0
the pediatrician | Availability of drugs and follow on
X . 2 0 2
during telehealth | the issue
Prescription writing 0 4 0
System error 0 4 0
Total 14 40 6

Table 9. Barriers to the pediatrician during telehealth and Telehealth provides new opportunities

Count
Total

Absence of physical examination 20

Communication barrier 12
Q9. Barriers to the pediatrician during ii:&iﬁ l?tfyccl)lfn(licrilgesxzxziﬁzi on the is- 16
telehealth

sue

Prescription writing 4

System error 4
Total 60
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Table 10. Barriers to the pediatrician during telehealth and Q23 Assurance of hygienic way for both
hysicians and patients thereby maintaining COVID 19 promises

Count
Q23 Assurance of hygienic way | Total
for both physicians and patients
thereby maintaining COVID 19
promises
Strongly agree Agree
Absence of Physical Examination 12 8 20
Communication barrier 4 8 12
Q9. Barriers to the | Absence of Clinical Examination 8 8 16
pediatrician dur- | Availability of drugs and follow on the 0 4 4
ing telehealth issue
Prescription Writing 0 4 4
System error 4 0 4
Total 28 32 60
Table 11. Reliability statistics
Cronbach's Alpha N of Items

0.817 R7

3.5. Interpretation
The table illustrates the Cronbach’s alpha value of reliability analysis. The determined alpha
value is .817. This represents the highest rate of internal consistency for the reliability scale
with definite sample.

4. DISCUSSION

Due to the COVID-19 pandemic, telehealth usage has greatly increased and played a vital role
in the response. In India, some hospitals allow patients to access their care to avoid direct per-
sonal visits with physicians.

The extensive employment of telehealth systems remains unclear now, despite their exist-
ing favorable government supporting schemes, such as fast-tracked electronic prescribing as-
sociated with supported home delivery of the medicine. Whereas the input survey was col-
lected on or before the breakout of financial blockades, to overcome the barriers faced by tele-
health adoption, immediate action was taken regarding payment [14]. This serves as a moti-
vation for more pediatricians and shows involvement in incorporating telehealth practice.
Clinical reports mixed reviews of the transformation to virtual care during the COVID-19 pan-
demic. A study in April 2020 on primary health physicians found many telehealth uses, even
though there remains dissatisfaction, including billing queries and a lack of cases. During this
pandemic, an increased number of medical professionals and donors have adopted successful
telehealth services to provide proper care to the investigated cases [15, 16]. If telehealth breaks
its barriers and identifies its remedial measures, it will play a successful role postpandemic.
Similarly, the current study also prove the significant contribution of telehealth for patient
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recovery. In addition, the study discussed barriers of pediatrician during telehealth in various
aspects.

Telehealth faces many drawbacks; for example, patients are not present on time, and here,
physical testing is not applicable [10]. The restricted evaluation is only possible via inspection,
which is lacking here due to the poor quality of video and video facilities. In particular, infants
and toddlers face considerable difficulty in diagnosing the correct problem [17]. If the physi-
cian fails to diagnose the correct disease, it leads to an underestimation of the disease [18]. To
avoid these kinds of problems, physicians should collect complete information about the issue
in patients. We can also use electronic devices such as ultrasonography, electronic stethoscope,
pulse oximeter, and electronic blood pressure apparatus by knowing the proper effectiveness
and accuracy of those devices. Through rudimentary analysis, we encourage telehealth pedi-
atricians and health workers to eliminate these challenges.

The pediatrician should have a very minimal level threshold for placing basic studies due
to fewer investigation possibilities [19]. If there is no nearby hospital, telemedicine would be
very helpful, and a pediatrician will provide guidance with proper first aid that will be life-
saving for that patient until they reach the nearest hospital. Calculating dosage based on the
age and weight of the children is important [20]. If the parameters are unknown, then prescrip-
tions must be avoided. Particular medicines, such as psychotropic and narcotics drugs, are
strictly restricted by telemedicine authorities and cannot be suggested to any chronic disease
patients. Every prescription must have a specific format that may be checked at any time.
Maintaining a proper record is mandatory for the first time. A screenshot record such as email
text WhatsApp chats and video recording is also acceptable. To cover the liability of risk, doc-
umenting the report indication and calling back instructions is important.

Common symptom prescriptions will be easily cloned by frauds that lead to senseless
drug users, who will face a vigorous penalty under stringent law [21]. For convenience, the
practitioner can select their telemedicine. An important duty of a physician is to keep patients'
privacy details secret and not share them with others. Patient pictures should be shared via
safe means of communication. The physician—patient relationship will break if any fault occurs
[22]. At any time, patient trust should not break, especially in risky situations. The government
guidelines are not clear in addressing any blockade. If the practitioner is exempt, the patient
data will be shared owing to technical issues. The same pay design that applies for inpatient
appointments is appropriate here well. Telemedicine is most economical both for the patient
and physicians to reduce the travel cost and stay. The Indian Academy of Telehealth recently
announced an app for those members that can be utilized for telemedicine consultation and
payment facilities.

The key person can contact the pediatrician, and the age group is not usually for the pa-
tients. The difficulty in physician—patient communication will be further clarified through tel-
ecommunication. Apart from this, patient knowledge and socioeconomic factors may face
challenges when communicating through phone calls or video calls. Prescriptions through this
method will lead to incorrect interpretation, neither by patients on their own nor by chemists,
which end up in terrible results. The remedy is to obtain good quality internet speed, nonstop
power supply, and workspaces on telecommunication, and chosen centers such as post offices,
pharmacies, and PHC centers with good internet speed and training facilities such as ASHAs
are also available. The staff must be trained in performing a video call and skilled in explaining
prescriptions to patients. We must avoid giving telemedicine through phone calls but encour-
aged via video calls and give prescriptions in the standard format through email. We must

100



Attitudes and experiences of pediatricians toward telehealth use

have a good liaison among tertiary care clinics and primary health centers, it had done with
the Village source centers established by the Indian Space Research Organization.

If the physician even faces communication difficulty, he or she can document the problem
and dismiss the conversation. A physician should become easy to use with the natural method
by giving proper treatment, but in the present situation of the COVID-19 pandemic, a short-
term change is necessary. As many healthcare specialists are affected, the physician—patient
ratio will further decline. Telemedicine will be the only hopeful solution accessible. Moreover,
the usage of telemedicine is high in India, and many problems regarding medical aspects may
emerge, which may be considered by the medical community. Although attention is necessary
for pediatricians, the benefits of telemedicine should be welcomed. We should discover the
importance of the traditional way of performing medicine. These factors have to be analyzed,
and careful optimization has to be structured to reveal the hassle-free implementation of tele-
health among pediatricians.

4.1. Limitations

Like other survey and questionnaire-based research, the study has the following limitations.
Initially, this analysis was observed to be based on the respondent's self-reports, and hence,
there is a possibility of recall error or social desirability error. Then, the survey was limited to
regional pediatricians and their own telehealth experiences, which influenced the results. The
sample size was small and has to be optimized in future studies.

5. CONCLUSION

Telehealth is a multibeneficial tool connecting children to various aspects of health care pro-
viders. This technology might include live video, interactive online sessions, and specialized
diagnostic tools. Additionally, it also allows caregivers and families to access healthcare facil-
ities during times of emergency and pandemic situations. Meanwhile, pediatric professionals
in developed cities can facilitate their service to children belonging to remote and small com-
munities. However, the paper recommends strong and careful optimization to overcome var-
ious barriers associated with telehealth in a pediatric domain, such as cost, diagnostic bias,
and understanding of the severity of the disease from acute to chronic conditions.
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SUMMARY

Introduction: Caffeine is the most commonly used psychoactive substance throughout the world. It is
found in coffee, tea, and chocolate, as it is produced naturally in the beans and leaves of the plants used
to manufacture these products. Caffeine is often used for its benefits, which include increased vigilance.
It does have side-effects, however, such as palpitations and withdrawal symptoms that include head-
ache. Objective: This study aimed to determine the frequency of caffeine consumption and its effect on
academic performance among students of the University of Kalamoon (UOK). Methodology: The study
was conducted 550 undergraduate students from first to final year. Results: About 51.6% were females,
84.2% of the students scored less than 3 Grade Point Average (GPA). Majority of the students (98.9%)
consume caffeine in any form such as an international Coffee’s trademark (72.9%), tea and coffee. About
64.4% of the students consume caffeine at morning. About 51.3% of the students reported sleeplessness
as a side effect and 32.9% of them reported headache as a withdrawal symptom. High proportions of
the students were found to be consuming caffeine due to the misconception that caffeine (75.5%) in-
crease their academic performance. Conclusions: This study found no significant association between
academic performance and caffeine consumption.

Keywords: Academic performance; caffeine; grade point average (GPA); University of Kalamoon
(UOK).

RESUMEN

Efecto del consumo de cafeina en el rendimiento académico de los estudiantes de la Universidad de
Kalamoon (UDK)

Introduccidn: La cafeina es la sustancia psicoactiva mds consumida en todo el mundo. Se encuentra en
el café, el té y el chocolate, ya que se produce de forma natural en los granos y hojas de las plantas
utilizadas para elaborar estos productos. La cafeina se utiliza a menudo por sus beneficios, que incluyen
una mayor lucidez mental. Sin embargo, presenta efectos secundarios, como palpitaciones y sintomas
de abstinencia, como dolor de cabeza. Objetivo: Este estudio tuvo como objetivo determinar la frecuen-
cia del consumo de cafeina y su efecto en el rendimiento académico de los estudiantes de la Universidad
de Kalamoon (UOK). Metodologia: El estudio se realizé con 550 estudiantes de pregrado, desde el pri-
mero hasta el ultimo afio. Resultados: El1 51,6 % eran mujeres y el 84,2 % de los estudiantes obtuvo un
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promedio de calificaciones (GPA) inferior a 3. La mayoria de los estudiantes (98,9 %) consume cafeina
en alguna forma, como alguna marca comercial internacional de café (72,9 %), té y café. Aproximada-
mente el 64,4 % de los estudiantes consumen cafeina por la mafana. El 51,3 % reporté insomnio como
efecto secundario y el 32,9 % dolor de cabeza como sintoma de abstinencia. Se observé que un alto
porcentaje de estudiantes consumia cafeina debido a la idea errénea de que esta aumenta su rendi-
miento académico (75,5 %). Conclusiones: Este estudio no encontrd una asociacion significativa entre
el rendimiento académico y el consumo de cafeina.

Palabras clave: Rendimiento académico; cafeina; promedio de calificaciones (GPA); Universidad de
Kalamoon (UDK).

RESUMO

Efeito do consumo de cafeina no desempenho académico entre alunos da Universidade de Kalamoon
(UDK)

Introdugio: A cafeina é a substancia psicoativa mais comumente usada em todo o mundo. E encontrada
no café, cha e chocolate, pois é produzida naturalmente nos graos e folhas das plantas usadas para
fabricar esses produtos. A cafeina é frequentemente usada por seus beneficios, que incluem maior vigi-
lancia. No entanto, ela tem efeitos colaterais, como palpitagdes e sintomas de abstinéncia, que incluem
dor de cabega. Objetivo: Este estudo teve como objetivo determinar a frequéncia do consumo de cafeina
e seu efeito no desempenho académico entre alunos da Universidade de Kalamoon (UOK). Metodolo-
gia: O estudo foi conduzido com 550 alunos de graduagao do primeiro ao tltimo ano. Resultados: Cerca
de 51,6% eram mulheres, 84,2% dos alunos pontuaram menos de 3 na média de notas (GPA). A maioria
dos alunos (98,9%) consome cafeina em qualquer forma, como alguma marca comercial internacional
de café (72,9%), cha e café. Cerca de 64,4% dos alunos consomem cafeina pela manha. Cerca de 51,3%
dos alunos relataram ins6nia como efeito colateral e 32,9% deles relataram dor de cabeca como sintoma
de abstinéncia. Altas propor¢des de alunos consumiam cafeina devido ao equivoco de que a cafeina
(75,5%) aumentava seu desempenho académico. Conclusoes: Este estudo nao encontrou associagao sig-
nificativa entre desempenho académico e consumo de cafeina.

Palavras-chave: Desempenho académico; cafeina; média de notas (GPA); Universidade de Kalamoon
(UDK).

1. INTRODUCTION

Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is a psychostimulant purine-like alkaloid, which is found
naturally in coffee, tea, cacao beans (source for chocolate and cocoa) guarana, mate, and kola
nuts, though it has been identified in more than 60 plant species [1, 2]. Nowadays, caffeine is
the most widely consumed psychostimulant in the world. It is estimated that caffeine is being
consumed by more than 80% [1, 3]. The caffeine quantity reported was (+ 137 mg/cup of caf-
feinated coffee and + 2 mg/cup of decaffeinated coffee; the volume of one cup is approximately
240 ml), tea (+ 47 mg/cup), caffeinated soft drinks (+ 46 mg/340 ml can or bottle of cola bever-
age), energy drinks (up to 80 mg/can) and caffeinated chocolates, non-beverage foodstuff,
medications (+ 7 mg/200 g) [4, 5].

The reason behind caffeine consumption reported was increased self-reported alertness,
improved performance, vigilance in performing tasks, concentration, improved long-term
memory and faster locomotors speed [6, 7].

While caffeine is generally thought to be safe in moderate amounts (i.e., <400 mg per day)
in healthy adults [8], it is clearly not an innocuous compound and can cause significant toxicity
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and even lethality (i.e.,, most commonly via myocardial infarction or arrhythmias) if sufficient
quantities are consumed [8, 9].

With regard to the effects of dosage, caffeine doses from 12.5 mg to 20 times this amount
affect performance in terms of vigilance and related tasks to a similar extent, indicating a very
flat dose-response relationship. Thus, increasing the dosage does not necessarily strengthen
the positive effects of caffeine [10]. Low to moderate doses of caffeine (20-200 mg) reportedly
produce increased well-being, happiness, energy, alertness, and sociability, whereas higher
doses are more likely to produce anxiety, irritability and gastric discomfort [11].

Excessive ingestion (1000-1500 mg per day) leads to a state of intoxication known as caf-
feinism, which is characterized by restlessness, agitation, excitement, incoherent and excited
thoughts and speech, and insomnia. Caffeinism is often overlooked by doctors during psychi-
atric assessments as these symptoms are similar to many psychiatric disorders [12]. Although
the modest acute effects may occur following initial use, tolerance to these effects appears to
develop in the context of habitual use of the substance, with the occurrence of withdrawal
symptoms after periods of abstinence [5].

Typically, the onset of withdrawal symptoms occurs 12 to 24 hours after abstinence, with
peak intensity at 20 to 51 hours. Withdrawal symptoms, including headaches, fatigue, de-
creased energy/physical activity, decreased alertness, drowsiness, decreased contentedness,
depressed mood, difficulty in concentrating, irritability and clouded mentality, have been re-
ported, and may last for two to nine days [11, 12].

The aim of the study was to determine (i) the use of caffeine for academic and other pur-
poses, (ii) which caffeinated products were mostly used, (iii) the frequency of caffeine use for
academic purposes, and (iv) knowledge of its benefits, side-effects and withdrawal symptoms
among students of University of Kalamoon (UOK). Knowledge of common facts and miscon-
ceptions regarding the effects of caffeine in the target population were also investigated.

1.1. The specific contribution of the research:

Since caffeine consumption is very widespread especially among university students; and it
causes toxicity if it is consumed in large quantities, and due to the misconception that caffeine
increases academic performance, in addition to the fact that the global studies on this subject
are limited and due to the lack of a prior study in Syria on this matter, therefore the aim of this
research is to find out if there is a significant association between caffeine consumption aca-
demic performance or not by performing a cross-sectional study on 550 students of UOK pop-
ulation and analyzing data by using SPSS program. This study found no significant association
between academic performance and caffeine consumption.

2. METHODOLOGY

A cross-sectional study was carried out on 550 students of UOK population that included all
first to final year students. After an introductory presentation informing students about the
rationale and implementation of the study, data were collected by means of a questionnaire
available in Arabic. Participants were given the opportunity to ask questions on matters un-
clear to them. In addition to demographic details, information regarding different types of
caffeinated products and frequency of consumption, the questionnaire included multiple-
choice questions on the benefits, side-effects and withdrawal symptoms of caffeine. All partic-
ipants received a consent form and information document with the questionnaire. Participa-
tion was voluntary. The signed consent forms and questionnaires were handed in separately.
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Academic performance was assessed through latest GPA (Grade Point Average) of the
study participants. GPA less than 3.0 was considered as below average academic performance
and GPA more than 3.0 was labelled as above average academic performance. The data were
entered and analyzed by using SPSS program. Frequency and percentages were calculated
and multivariate analysis was performed for determining the association of caffeine consump-

tion and academic performance.

3. RESULTS

About 51.6% of the students were females and 48.4% were males. About 15.8% of the students
scored less than 3 GPA and 84.2% scored more than 3 GPA. Majority (98.1%) of the students
consumed caffeine in any form and only 1.1% of the students did not consume caffeine in any

form (Table 1).

Table 1. Socio-demographic characteristics of the study participants N=550.

Characteristics Percentage (%)
Gender

Male 48.4
Female 51.6
GPA

0-1 2-4
1-2 14
2-3 67.8
3-4 15.8
Consume caffeine in any form

Yes 98.9
No 1.1

About 72.9% of the students consumed caffeine in form of international Coffee’s trademark,

59.9% tea, 57.9% coffee, 42.5% cola and 22.6% in energy drinks form (Table 2).

Table 2. Frequency distribution of consumption of caffeine containing items by the study participants.

Caffeine containing items Percentage (%)
Consume international Coffee’s trademark

Yes 72.9
No 27.1
Consume coffee

Yes 57.9
No 421
Consume tea

Yes 59.9
No 40.1
Consume cola

Yes 42.5
No 57.5
Consume energy drinks

Yes 22.6
No 77.4

About 64.4% of students consume caffeine at morning, 42.9% at the time of studying, 31.2% at
evening and 27.3% at middle of the day (Table 3).
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Table 3. Frequency distribution of caffeine consumption time by the study participants.

Time Percentage (%)
Morning

Yes 64.4
No 35.6
Middle of the day

Yes 27.3
No 72.7
Evening

Yes 31.2
No 68.8
Time of the studying

Yes 429
No 57.1

Regarding perception about caffeine consumption 75.5% reported that it increases academic
performance, 48.2% reported that caffeine containing drinks have a favorite flavor, 46% re-
ported that it increases alertness, 42.7% reported that in improves group work activity, 19.5%
reported that it increases study hours, 12.4% reported that it reduces headache and 11.7% re-
ported that it reduces fatigue (Table 4).

Table 4. Distribution of variables regarding perceptions of students about caffeine consumption.

Variables Percentage (%)
Caffeine consumption increases academic performance

Yes 75.5
No 24.5
Caffeine consumption increases alertness

Yes 46
No 54
Caffeine consumption increases study hours

Yes 19.5
No 80.5
Caffeine consumption reduces fatigue

Yes 11.7
No 88.3
Caffeine consumption reduces headache

Yes 124
No 87.6
Caffeine consumption improves group work activity

Yes 42.7
No 57.3
Caffeine containing beverages have a favorite flavor

Yes 48.2
No 51.8

Regarding side effects resulted from increasing consumption of caffeine 51.3% reported that it
causes sleeplessness, 26.5% reported that it causes tremors, 24.5% reported that it causes tach-
yarrhythmias, 21.1% reported that it induces peptic ulcers, 8.5% reported that it causes dizzi-
ness and 5.6% reported that it causes convulsions (Table 5).
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Table 5. Frequency distribution of side effects of caffeine consumption by the study participants.

Side effect Percentage (%)
Sleeplessness

Yes 51.3
No 48.7
Tachyarrhythmias

Yes 24.5
No 75.5
Tremors

Yes 26.5
No 73.5
Dizziness

Yes 8.5
No 91.5
Convulsions

Yes 5.6
No 49.4
Peptic Ulcer

Yes 21.1
No 78.9

Regarding withdrawal symptoms caused after periods of caffeine consumption abstinence
32.9% reported that it causes headache, 27.8% reported that it causes difficulty in concentrat-
ing, 21.6% reported that it decreases alertness, 19.5% reported that it causes anxiety and 14.9%

reported that it causes fatigue (Table 6).

Table 6. Frequency distribution of withdrawal symptoms of caffeine consumption abstinence by the

study participants.

Withdrawal symptom

Percentage (%)

Headache

Yes 329
No 67.1
Decreased alertness

Yes 21.6
No 78.6
Increased anxiety

Yes 19.5
No 80.5
Difficulty in concentrating

Yes 27.8
No 72.2
Fatigue

Yes 14.9
No 85.1

The data were analyzed by using SPSS program. According to Spearman’s rho test caffeine
consumption did not show any significant association with academic performance (GPA) (Ta-

ble 7).
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Table 7. Characteristics of socio-demographics, caffeine containing substances consumption and Grade
Point Average (GPA).

Correlations
GPA
Spearman’s rho Number of Coffee’s trade- Correlation Coefficient (r) -0.050
mark cups consumed per day | Sig. (2-tailed) (P-value) 0.240
N 550
Number of coffee cups con- Correlation Coefficient (r) 0.011
sumed per day Sig. (2-tailed) (P-value) 0.803
N 549
Number of tea cups con- Correlation Coefficient (r) 0.023
sumed per day Sig. (2-tailed) (P-value) 0.585
N 550
Number of cola boxes con- Correlation Coefficient (r) -0.105*
sumed per day Sig. (2-tailed) (P-value) 0.013
N 550
Number of energy drinks Correlation Coefficient (r) -0.135**
boxes consumed per day Sig. (2-tailed) (P-value) 0.002
N 549
GPA Correlation Coefficient (r) 1.000
Sig. (2-tailed) (P-value)
N 550
**Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed)
* Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed)

4. DISCUSSION

Caffeine is the most widely consumed psychoactive substance worldwide. Coffee, tea, Coffee’s
trademark and some soft drinks are popular nutritional sources of caffeine. This study was
carried out on 550 students of UOK population that included all first to final year students.

This study majority reported that the majority of the participants consume caffeine in dif-
ferent forms (coffee, Coffee’s trademark, tea, cola and energy drinks) especially in morning.
The most popular caffeinated beverage among students was Coffee’s trademark followed by
tea and coffee respectively. And the major side-effect of consuming caffeine was sleeplessness.

This study demonstrates that majority of the participating students self-perceive that caf-
feinated beverages improve the academic performance.

There found no significant relation between the number of Coffee’s trademark cups con-
sumed per day and the cumulative GPA of the students with (r=-0.050, N=550, P-value of 0.240)
where P-value is > 0.05. There found no significant relation between the number of coffee cups
consumed per day and the cumulative GPA of the students with (r=0.011, N=549, P-value of
0.803) where P-value is > 0.05. There found no significant relation between the number of tea
cups consumed per day and the cumulative GPA of the students with (r=0.023, N=550, P-value
of 0.585) where P-value is > 0.05. Although P-value is <0.05, there found no significant relation
between the number of cola boxes consumed per day and the cumulative GPA of the students
with (r=-0.105, N=550, P-value of 0.013) because correlation coefficient is negative. Although
P-value is <0.05, there found no significant relation between the number of energy drinks boxes
consumed per day and the cumulative GPA of the students with (r=-0.135, N=549, P-value of
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0.002) because correlation coefficient is negative. However, no association was found between
caffeine consumption and academic performance.

5. CONCLUSIONS

This study concluded that high proportions of the students were consuming caffeine due to
the misconception that caffeine increases academic performance. This study found no signifi-
cant association between academic performance and caffeine consumption. It is recommended
that students should adopt healthy life style and use caffeine in moderation. The false percep-
tion that caffeine improves academic performance should be corrected by frequent health
awareness sessions and seminars. Most of the participants were consuming caffeine without
having sufficient knowledge of its benefits, side-effects and withdrawal symptoms. It is rec-
ommended that awareness programs on the side-effects and symptoms of caffeine withdrawal
should be carried out.

The possible side effects that the study population might exposed to:

Sleeplessness was the main side effect that appeared on about the half of the study population,
while the frequency of occurrence of tachyarrhythmias, tremors and peptic ulcer were less,
whereas convulsions and dizziness were the lowest.
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RESUMEN

Introduccion: Conocer la microbiota bacteriana presente en la leche cruda bovina es importante para
determinar su inocuidad y los posibles usos en la produccion de derivados lacteos. Objetivo: Identificar
la biodiversidad de la microbiota bacteriana de la leche cruda bovina almacenada en un centro de acopio
en Ecuador. Métodos: Se utilizé la secuenciacion de préoxima generacion (NGS) Illumina MiSeq de la
region hipervariable V3 y V4 del gen 16S rRNA para identificar la composicion taxondmica bacteriana
de la leche analizada. El estudio se desarrollé durante los meses de invierno y de verano en la Provincia
de Tungurahua, Ecuador y las muestras se recolectaron en un centro de acopio. El andlisis comparativo
de las secuencias obtenidas se realizé mediante el programa ClustalW y BLAST, obteniéndose los filo-
tipos asignados a nivel de familia, género y especies. Resultados: Los datos obtenidos indican un pre-
dominio de bacterias Gram positivas (Terrabacterias) pertenecientes al grupo de las bacterias lacticas
(Firmicutes), destacando la presencia mayoritaria, tanto en invierno como en verano, de las especies
Lactococcus raffinolactis (42,3% y 22,81%) y Lactococcus lactis (37,4% y 52,25%). La biodiversidad y riqueza
de especies fue mayor en la época de invierno, aunque el niimero de bacterias fue mayor en la época
verano. También se identificaron microorganismos patdgenos, aunque en porcentajes bajos, de los gé-
neros Acinetobacter, Aeromonas, Klebsiella, Pseudomonas, Staphylococcus y Streptococcus. Conclusiones: Los
hallazgos de la investigacion pueden ayudar a formular estrategias para la elaboracion de derivados
lacteos de buena calidad y establecer denominaciones de origen que potencien su comercializacién.

Palabras clave: Microbiota; bacterias; leche; biodiversidad; Ecuador.
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SUMMARY
Bacterial microbiota of raw bovine milk stored in a collection center

Introduction: Knowing the bacterial microbiota present in raw bovine milk is important to determine
its safety and possible uses in the production of dairy products. Objective: Identify the biodiversity of
the bacterial microbiota of raw bovine milk stored in a collection center in Ecuador. Methods: Illumina
MiSeq next-generation sequencing (NGS) of the V3 and V4 hypervariable region of the 165 rRNA gene
was used to identify the bacterial taxonomic composition of the analyzed milk. The study was carried
out during the winter and summer months in the Province of Tungurahua, Ecuador and the samples
were collected in a collection center. The comparative analysis of the sequences obtained was carried
out using the ClustalW and BLAST programs, obtaining the phylotypes assigned at the family, genus,
and species level. Results: The data obtained indicate a predominance of Gram positive bacteria (Ter-
rabacteria) belonging to the group of lactic acid bacteria (Firmicutes), highlighting the majority pres-
ence, both in winter and summer, of the species Lactococcus raffinolactis (42.3% and 22 .81%) and Lacto-
coccus lactis (37.4% and 52.25%). Biodiversity and species richness were greater in the winter season,
although the number of bacteria was greater in the summer season. Pathogenic microorganisms were
also identified, although in low percentages, of the genera Acinetobacter, Aeromonas, Klebsiella, Pseudo-
monas, Staphylococcus and Streptococcus. Conclusions: The research findings can help formulate strate-
gies for the production of good quality dairy products and establish designations of origin that enhance
their commercialization.

Keywords: Microbiota; bacteria; milk; biodiversity; Ecuador.

RESUMO
Microbiota bacteriana do leite bovino cru armazenado em um centro de coleta

Introdugdo: Conhecer a microbiota bacteriana presente no leite bovino cru é importante para
determinar sua seguranga e possiveis utilizagdes na producao de produtos lacteos. Objetivo: Identificar
a biodiversidade da microbiota bacteriana do leite bovino cru armazenado em um centro de coleta no
Equador. Métodos: O sequenciamento de proxima geragdo (NGS) Illumina MiSeq da regido
hipervariavel V3 e V4 do gene 165 rRNA foi utilizado para identificar a composigdo taxondmica
bacteriana do leite analisado. O estudo foi realizado durante os meses de inverno e verao na provincia
de Tungurahua, Equador e as amostras foram coletadas em um centro de coleta. A analise comparativa
das sequéncias obtidas foi realizada através dos programas ClustalW e BLAST, obtendo-se os filotipos
atribuidos em nivel de familia, género e espécie. Resultados: Os dados obtidos indicam um predominio
de bactérias Gram positivas (Terrabacteria) pertencentes ao grupo das bactérias lacticas (Firmicutes),
destacando-se a presenca maioritaria, tanto no inverno como no verao, da espécie Lactococcus raffinolactis
(42,3% e 22,81 %) e Lactococcus lactis (37,4% e 52,25%). A biodiversidade e a riqueza de espécies foram
maiores no inverno, embora o nuimero de bactérias tenha sido maior no verao. Também foram
identificados microrganismos patogénicos, embora em percentuais baixos, dos géneros Acinetobacter,
Aeromonas, Klebsiella, Pseudomonas, Staphylococcus e Streptococcus. Conclusdes: Os resultados da
investigacao podem ajudar a formular estratégias para a producao de produtos lacteos de boa qualidade
e estabelecer denominagdes de origem que potenciem a sua comercializacao.

Palavras-chave: Microbiota; bactérias; leite; biodiversidade; Equador.
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1. INTRODUCCION

La microbiota bacteriana de la leche cruda ha sido estudiada durante varias décadas debido a
las relaciones entre su biodiversidad y las posibles enfermedades de origen alimentaria que
puede traer su consumo [1-3]. De igual forma, se ha establecido desde hace anos la influencia
que tiene la composicion de la poblacion de bacterias con la calidad de los productos lacteos
que de ella se pueden derivar [4, 5].

La microbiota bacteriana de la leche cruda de origen bovino puede contener bacterias pro-
cedentes del ambiente donde se encuentra el ganado, de los alimentos dispensados, de los
utensilios utilizados para el ordefo, asi como también de la ubre y piel de la vaca [6, 7]. La
diversidad en la composicion taxonémica de esta poblacion bacteriana se ha relacionado tam-
bién con los diferentes tipos de produccion de la leche empleados por los ganaderos [6, 8].

Numerosos estudios se han publicado sobre la microbiota bacteriana presente en la leche
cruda de origen bovino [6, 7, 9, 10], observandose la presencia de una gran diversidad de gé-
neros y especies, algunas patdgenas, causantes de diversos tipos de infecciones en el rebafio
vacuno y de infecciones alimentarias en los humanos [1, 3], asi como especies beneficiosas para
la salud de los consumidores, dado a su propiedades como probidticos [11, 12]. Por otra parte,
también se han detectado especies bacterianas con capacidades enzimaticas que le permiten
diversas aplicaciones a nivel de la industria de los derivados lacteos [13, 14, 15].

En Ecuador, los estudios sobre la microbiota bacteriana de la leche cruda bovina se han
relacionado con trabajos sobre los indicadores de calidad sanitaria, deteccion de bacterias pa-
tdgenas e investigaciones sobre regulaciones sanitarias y econdmicas [16-21].

El empleo de las técnicas metagendmicas en los estudios de identificacion de la biodiver-
sidad bacteriana busca ampliar el conocimiento sobre la biodiversidad de la microbiota de la
leche cruda bovina, lo cual, utilizando las técnicas microbioldgicas tradicionales de cultivo,
aislamiento, cuantificacion y caracterizacion, es limitado [6, 7, 10].

Con los estudios metagenomicos se puede determinar tanto los microorganismos cultiva-
bles como los viables no cultivables, recopilando nueva informacién sobre muchos taxones
microbianos, inclusive de aquellos no conocidos hasta ahora [22, 23].

Al estudiar la microbiota bacteriana presente en la leche cruda almacenadas en un centro
de acopio ubicado en la provincia de Tungurahua, se podra establecer tanto la calidad micro-
biana de la leche, como la poblacion bacteriana caracteristica y su biodiversidad, lo cual servird
para poder tener en un futuro, denominaciones de origen en los productos lacteos que se pro-
ducen en esa zona del pais, ademas de detectar cepas bacterianas con potencial biotecnoldgico
para su utilizacién en la agroindustria alimentaria y no alimentaria, asi como en la industria
farmacéutica, ayudando al desarrollo tecnoldgico y econdmico de la zona y de Ecuador.

Este estudio pionero representa un avance fundamental en la comprension de la compo-
sicion microbiana y genética de la leche, abriendo puertas a la exploracion detallada de la di-
versidad microbioldgica presente en este vital recurso.

115



A K. Albuja-Landi, P. Arguello-Hernandez, S. Escobar-Arrieta et al.

2. METODOLOGIA

2.1. Obtencion de muestras

Las muestras de leche cruda bovina analizadas en el estudio fueron recolectadas en el centro
de acopio ubicado en el Cantdn Mocha, perteneciente a la Provincia de Tungurahua, Ecuador
(latitud de 1°25'10.3"S y una longitud de 78°39'12.5"W), en donde se almacena diariamente
aproximadamente 2000 litros de leche, proveniente de 91 productores lecheros (Ver figura 1).
Se analizaron en total 4 muestras compuestas de leche cruda (500 mL) provenientes de las
rutas y los tanques de almacenamiento. Las muestras fueron recolectadas durante las épocas
de invierno y verano de acuerdo con los datos de pluviosidad de la zona (verano: agosto y
septiembre 2020; invierno: diciembre 2020 y enero 2021), siguiendo para ello los criterios indi-
cados por la norma ecuatoriana para la recoleccion de muestras de alimentos, entre ellos la
leche cruda, y manteniendo durante todo el proceso las medidas de higiene y asepsia adecua-
das [24].
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Figura 1. Mapa de ubicaciéon del Cantéon Mocha. Tungurahua. Ecuador.
Fuente: https://www.google.com/maps/place/Cantén+Mocha

2.2. Extraccion y cuantificacion del ADN gendmico

Para estudiar la diversidad bacteriana de la leche cruda almacenada en el centro de acopio, se
empleo el andlisis de perfil taxonémico de los genes del ARN 16S de bacterias, mediante se-
cuenciacién masiva Next Generation Sequencing (NGS), a través del sistema de secuenciacién
MiSeq de Illumina. Para ello, cada muestra fue centrifugada a 10000 revoluciones por minuto
(rpm) durante un tiempo de 10 minutos. Finalizado el tiempo de la centrifugacién se descartd
el sobrenadante y se recolecto el pellet en un tubo ependorf y el mismo fue utilizado para el
proceso de extracciéon de ADN gendmico total mediante disrupcion mecdnica, utilizando mor-
tero y pistilo, por un tiempo de 12 min. Seguidamente se realiz6 una lisis por método quimico,
utilizando el kit de extraccién Fast DNA™ SPIN Kit for Soil, siguiendo las instrucciones del
fabricante (MP Biomedicals, CA USA). El ADN gendmico total obtenido luego del proceso de
extraccion fue diluido en agua ultra pura libre de nucleasas, y cuantificado usando un espec-
trofotometro Nanodrop 2000 a una absorbancia a 260 y 280 nm (Thermo Fisher, USA).
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2.3. Amplificacion del gen bacteriano ARNr 16 S

La region amplificada fueron las regiones variables V3 y V4 de los genes del ARNr 16S bacte-
rianos y las regiones conservadas que se encuentran entre ellas [25, 26]. En una primera etapa
se realizd una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando una mezcla de reaccion
de 50 pL que contenia 0,3 mg/mL de albiimina de suero bovino, 250 uM de mezcla de dinu-
cledtidos (dTNPs), 0,5 uM de cada uno de los primer V3 y V4 con los adaptadores para los
indices Nextera Xt, 0,02 U de polimerasa de alta fidelidad (Phusion High-Fidelity DNA poly-
merase. Thermo Scientific), 5 uL. del ADN purificado y buffer HF 5X con 1,5 mM de MgCl2
[27].
Las secuencias de los primer utilizados fueron:

1. Bakt_341F: 5’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3' [28]

2. Bakt_805R: 5-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’ [29]
Las condiciones para esta primera PCR fueron las siguientes: Inicio a 98 °C durante 30 segun-
dos, seguidos de 25 ciclos a 98 °C durante 10 segundos, a 55 °C durante 15 segundos y a 72 °C
durante 20 segundos, concluyendo con un ciclo final a 72 °C durante 5 minutos [30].
Los productos del PCR fueron purificados mediante el kit QiaQuick para PCR (Qiagen, Hil-
den, Germany) y se cuantificaron usando un espectrofotémetro Nanodrop 2000 (Thermo Fis-
her, USA).

En una segunda etapa, se llevd a cabo otra PCR utilizando la misma mezcla de reaccién
que se empleo en la primera PCR [27]. No obstante, en esta ocasion se incorporaron secuencias
indices cohesivas P5 y P7 que se hibridaron con los adaptadores de la célula de flujo del sis-
tema de secuenciacion MiSeq de Illumina [30]. Los primer utilizados para el PCR fueron:

P5: 5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3;

P7: 5-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3

El programa para esta PCR fue el mismo que para el primer PCR, con la excepcion de que se
llevaron a cabo solamente 8 ciclos de amplificacion [30].

La finalidad de esta segunda PCR fue conseguir amplicones 165 que posean una combinacion
de indices tinica que la diferencia del resto.

A continuacion, se prepar6 un tubo con el ADN gendmico, el cual se mantuvo a -20 °C, y
posteriormente se remitio a la empresa Biosinbiociencias (Quito, Ecuador) para la secuencia-
cién con el sistema MiSeq de Ilumina.

2.4. Analisis bioinformatico

Para determinar la localizacidn filogenética de los metagenomas, se compararon las secuencias
obtenidas con secuencias de los genes 16S rRNA, disponibles tanto en la base de datos del
NCBI (National Center of Biotechnology Information) como del EMBL-Bank (EMBL Nucleo-
tide base de datos de secuencias). La asignacion de los grupos putativos se realizé con el pro-
grama RDP (de Ribosomal Data Project) con un porcentaje de confiabilidad igual o superior al
90%. El analisis comparativo de las secuencias se realiz6 mediante BLAST (Basic Local Align-
ment Tool). Las secuencias se alinearon con el programa ClustalW y posteriormente se realizé
la construccion de arboles filogenéticos, calculados mediante el algoritmo Neighbor Joining,
NJ [31], utilizando el programa Mega (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version 4.0.
Se realizé un andlisis de Boostrap (1000 réplicas) para evaluar posibles topologias y generar
arboles de consenso [32]. Las secuencias finales fueron identificadas por el sistema BLAST [26,
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33] con una tasa de identidad del 99 % para bacterias (base de datos RefSeq 16S) y los resulta-
dos se visualizaran con graficos Krona y tablas de clasificacion taxondmica de unidades ope-
rativa.

2.5. Determinacion de indices de biodiversidad

Para valorar la biodiversidad bacteriana presente en las muestras de leche se utilizaron los
indices de biodiversidad riqueza especifica de especies y el indice de Margalef. Para determi-
nar la riqueza especifica (S) se consideraron los datos del namero total de especies bacterianas
obtenidas en los estudios metagendmicos, tanto en la época de invierno, como en la época de
verano [34, 35].

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resultados del estudio metagendmico

Los métodos basados en enfoques independientes del cultivo microbiano fundamentado en
amplicones, pueden identificar con éxito los cambios en la microbiota asociados con el clima
estacional, la gestion de granjas, la transferencia de leche del camidn a las instalaciones de
procesamiento de leche y la salud del animal. Estas técnicas permiten un analisis en profundi-
dad de la microbiota de la leche y son capaces de detectar taxones que no se encuentran utili-
zando métodos de cultivo tradicionales [36, 37].

Para estudiar la diversidad bactriana de la leche cruda bovina en el presente trabajo se
utilizo la aproximacion que dan las técnicas metagendmicas, comparando el microbioma bac-
teriano en época de invierno con el microbioma en la época de verano.

Los resultados generales obtenidos del estudio metagendmico para la muestra de leche
cruda bovina procedentes del centro de acopio de Mocha en época de invierno y de verano se
detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados del analisis metagendmico de la leche cruda recolectada en época de verano e in-
vierno del centro de acopio de Mocha. Tungurahua. Ecuador.

]::poca Concentra- , Namero ; ,
.. Numero ; Numero | Numero
cion libre- Am- de Nuamero de
. ] de lec- | OTUs i de espe- | de bacte-
ria de ADN | plicones secuen- géneros . .
turas . cies rias
(ng/ul) cias
Invierno 31,33 609 254040 425 68539 48 99 68539
Verano 39.45 461 199110 427 72470 46 95 72470

Nota: (OTUs): Unidad taxondmica operativa; (ng/ul): nanogramo/microlitro

Observando los resultados de la tabla 1 se puede indicar que fue posible analizar 68539 se-
cuencias gendmicas en las muestras de leche cruda bovina en la época de invierno, estas co-
rrespondieron a 425 Unidades Taxondmicas Operativas (OTUS), 48 géneros y 99 especies bac-
terianas, y para la época de verano, los resultados sefialan 72470 secuencias correspondientes
a 427 OTUS, con la presencia de 46 géneros y 95 especies bacterianas (Ver tabla 1).

Los resultados obtenidos en el estudio metagendmico, con relacion al nimero de géneros
y especies detectados, tanto en la época de invierno, como en la época de verano, indican que
durante la época de verano el nimero de géneros y especies bacterianos se reducen ligera-
mente, al pasar de 50 géneros y 107 especies en la época de invierno, a 46 géneros y 95 especies
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en la época de verano. Sin embargo, a pesar de que el nimero de especies disminuye ligera-
mente durante la época de verano, el numero de individuos totales de la comunidad bacteriana
aumenta significativamente al pasar de 62936 individuos en la época de invierno a 72470 indi-
viduos totales en la época de verano (Ver tabla 1).

En la época de invierno hay una disminucion de la temperatura ambiental, lo cual reper-
cute disminuyendo las tasas de crecimiento bacteriano de la mayoria de las bacterias mesofilas
que forman parte de la microbiota de la leche, favoreciendo en este caso el crecimiento de
especies de bacterias psicrofilas que son mas variadas en su diversidad de especies, pero me-
nos abundantes en nimero de individuos que las bacterias aerobias mesdfilas, las cuales son
generalmente parte de la microbiota de la leche, pero que pueden estar desfavorecidas en épo-
cas cuando las temperaturas ambientales son mas bajas [38].

Se ha senalado que las especies bacterianas que aumentan su diversidad en la época de
invierno corresponden al grupo de las bacterias psicrofilas perteneciente al grupo de las
gamma proteobacterias entre las cuales destacan la especies del género Pseudomonas [10, 39].

De igual manera, se debe considerar que, durante la época de verano, al aumentar la tem-
peratura del ambiente, las bacterias heterétrofas presentes en el estiércol y en el ambiente se
multiplican a una tasa mas alta, este aumento del nimero de bacterias puede dar origen a una
mayor transferencia de bacterias desde el medio ambiente hacia la leche, aumentando en este
caso la poblacién bacteriana de la leche [10, 40].

Resultados similares, en cuanto al nimero de especies e individuos en la comunidad bac-
teriana en diferentes épocas climaticas, han sido sefialados por otros investigadores en dife-
rentes partes del mundo, incluyendo paises latinoamericanos [40-43].

En un estudio metagendmico realizado en Noruega por Skeie et al. en el afio 2019 [44],
donde se evalud la composicion bacteriana de la leche, los autores indican que la microbiota
bacteriana se ve influenciada por el mes de muestreo, ello tomando en consideracion si se trata
de meses de lluvia con bastantes precipitaciones o no, asi como la presencia de bajas o altas
temperaturas en los meses de muestreo, ya que estos parametros influyen en la tasa de repro-
duccidén bacteriana, y ademas, por la etapa de procesamiento en la que se obtienen las mues-
tras, ya que existen fases del procesamiento de la leche donde pueden ocurrir contaminaciones
cruzadas por parte del ambiente, uso de materiales y utensilios mal higienizados, o posibles
contaminaciones por parte del personal que labora en los procesos, hecho que coincide con lo
obtenido en la investigacion realizada, donde se pudo observar cambios en la abundancia re-
lativa del microbioma de la leche en invierno y verano, ello debido probablemente, al efecto
del agua de las lluvias que puede actuar como un factor diluyente, asi como las bajas y altas
temperaturas de los meses de invierno y verano respectivamente, y por posibles contamina-
ciones de utensilios y operarios.

Los resultados del estudio metagendmico de la leche cruda bovina almacenada en el cen-
tro de acopio se encuentran detallados en la tabla 2 y en los graficos Krona de las figuras 2, 3,
4y 5, mismos que revelan la abundancia relativa de bacterias organizadas segtin la estructura
filogenética de los grupos taxonémicos predominantes Terrabacterias y Proteobacterias.

En relacion con el tipo de especies de bacterias que prevalecen en la leche cruda bovina
que se recolectaron en el centro de acopio de Mocha, se puede indicar que existe un claro pre-
dominio de las bacterias Gram positivas (Terrabacterias), pertenecientes al grupo de las bacte-
rias lactica (Firmicutes), sobre las bacterias Gram negativas (Proteobacterias), tanto en la época
de invierno como la de verano (Ver tabla 2 y figuras 2 y 3).
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Tabla 2. Distribucion porcentual de biodiversidad bacteriana observada en los estudios metagenémicos
de laleche cruda recolectada en época de verano e invierno del centro de acopio de Mocha. Tungurahua.
Ecuador.

Epoca es- | Grupo filogen- Clase Géneros | Especies Cepas Porcentaje
tacional ético (Clade) (Numero) | (Numero) | (Nimero) | del total (%)
Invierno
FCB Bacteroidete 7 7 42 0,060
Proteobacterias | a-proteobacterias 3 3 18 0,600
Proteobacterias [-proteobacterias 1 1 2 0,070
Proteobacterias Y-proteobacterias 21 59 2941 4,000
Terrabacterias Actinobacterias 7 7 187 0,300
Terrabacterias Firmicutes 9 22 65349 95,000
Verano
FCB Bacteroidete 2 7 79 0,100
Proteobacterias | oa-proteobacterias 3 3 18 0,200
Proteobacterias [-proteobacterias 2 2 3 0,004
Proteobacterias | vy-proteobacterias 20 43 8138 11,000
Terrabacterias Actinobacterias 4 10 220 0,300
Terrabacterias Firmicutes 12 27 64010 88,00

En la época de invierno (Ver tabla 2 y figura 2), con base en los datos de abundancia relativa,
se observa que el género Lactococcus domind la microbiota bacteriana con un 90,55% desta-
cando entre ellas las especies L. lactis (53%), L. raffinolactis (23%), L. piscium (8%), L. chungan-
gensis (6 %)y L. garvieae (1%).

Con respecto a los resultados en la época de verano (Ver tabla 2 y figura 3), se puede
indicar, en base a los datos de abundancia relativa a nivel de género, que el 83,85 % de las
bacterias presentes en la muestra de leche cruda bovina pertenecen al género Lactococcus, des-
tacando entre ellas las especies L. raffinolactis (42%), L. lactis (38%), y L. garvieae (4%), muy si-
milar a lo observado en la época de invierno.

Investigadores en diferentes partes del mundo han sefialado que, en una leche de
buena calidad sanitaria, existe el predominio de la poblacion de bacterias lactica sobre los res-
tantes grupos. Resultado que se evidencia en la presente investigacion, donde los géneros pre-
dominantes fueron Lactococcus y Leuconostoc con porcentajes superiores al 70 % (Ver figuras 2
y 3) en las dos épocas climaticas evaluadas [11, 12, 15, 23, 36, 45-48].

Los resultados del presente trabajo difieren de los obtenidos por Skeie et al. en Noruega
durante el ano 2019 [44], quienes encuentran como los géneros bacterianos mas abundantes
Pseudomonas (26,6%), Lactococcus (12%), Bacillus (11 %) y Streptococcus (6,4%), mientras que en
el presente estudio el género predominante en ambos muestreos fue Lactococcus representando
el 84,04 y 92% en verano e invierno respectivamente (Ver figuras 2 y 3).
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Lactococws 'acus

Figura 2. Abundancia relativa de los principales grupos taxondmicos a nivel de género y especie, en
muestras de lecha cruda bovina del centro de acopio Mocha. Tungurahua. Ecuador para la época de
invierno.
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Figura 3. Abundancia relativa de los principales grupos taxonémicos a nivel de género y especie, en
muestras de lecha cruda bovina del centro de acopio Mocha. Tungurahua. Ecuador para la época de
verano.
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Figura 4. Abundancia relativa de los principales grupos taxondmicos dentro de la clase 'y Proteobacte-
rias, en muestras de lecha cruda bovina del centro de acopio Mocha. Tungurahua. Ecuador para la época
de invierno.
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Figura 5. Abundancia relativa de los principales grupos taxonémicos dentro de la clase y Proteobacte-

rias, en muestras de lecha cruda bovina del centro de acopio Mocha. Tungurahua. Ecuador parala época
de verano.

De igual forma, los datos obtenidos con los analisis metagendmico de la leche del centro de
acopio de Mocha evidencian una composicion de géneros y especies bacterianas muy diferen-
tes a los encontrados por otros investigadores en diferente partes del mundo, lo cual se puede
deber a los multiples factores que inciden en la composicion microbioldgica de la leche cruda
bovina, siendo practicamente imposible encontrar una leche con un microbiota de igual com-
posicion taxondmica de una region a otra [7, 39, 41, 42, 49].

Por otra parte, también se pudo observar en los resultados del analisis metagenomico la
presencia de diversos géneros y especies del grupo de las Proteobacterias, prevaleciendo
miembros de la clase y proteobacterias en la época de verano respecto a la época de invierno
(Ver tabla 2 y figuras 4 y 5).

Destaca dentro de la clase de las y proteobacterias la presencia de miembros de la familia
Enterobacteridcea y Pseudomonadales con una mayor diversidad en la época de invierno respecto
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a la de verano (Ver figuras 4 y 5). A nivel de especies, en este grupo bacteriano en las épocas
de inverno y verano prevalecieron las cepas de Acinetobacter johnsonii (18% vs 30%) y Kluyvera
intermedia (14% vs 42%).

Dicha presencia puede estar indicando problemas de contaminacion de la leche por fac-
tores ambientales o de higiene, asi como la influencia de situaciones como la variacion estacio-
nal (el aumento de temperatura incrementa la multiplicacion de proteobacterias psicotrofas,
entre ellas los miembros de la familia Pseudomonadales), las practicas de higiene, la contamina-
cién de los equipos de ordefo, entre otros factores [44, 50].

De igual forma, dentro de las y proteobacterias se observo la presencia de bacterias po-
tencialmente patogenas para los humanos, aunque en una baja proporcion si se considera que
se trata de una leche cruda que debe sufrir ulteriormente un proceso de pasteurizacion, por lo
que no representaria un riego alto para la salud de los consumidores. Entra las especies detec-
tadas resaltan miembros de los géneros Acinetobacter, Aeromonas y Klebsiella (Ver figuras 4 y 5)
La presencia de estas especies bacterianas, generalmente asociadas con la contaminacion del
agua y de la leche por contacto con la tierra, pueden incidir en la transmision de infecciones
alimentarias si la leche se consume cruda sin ningtin tipo de procedimiento térmico de pasteu-
rizacion, y ademads, pudieran ocasionar problemas de alteracion de las propiedades organo-
lépticas de la leche durante el almacenamiento de la leche, haciendo necesario que se advierta
alos productores y responsables del centro de acopio, lo impdrtate de implementar programas
de limpieza y saneamiento, asi como un control exhaustivo en la temperatura de refrigeracion
de la leche al momento de ser almacenada, ademas de realizar campanfas para que este tipo de
producto no sea dispensado a la poblacion sin la debida pasteurizacién [1, 4, 5, 8].

Otra de las especies bacterianas detectadas en el andlisis metagendmico de la leche cruda
de Mocha, fue la especie del grupo de las terrabacterias Streptococcus parauberis, que se han
relacionado con las infecciones como la mastitis en el ganado vacuno y que se observaron en
mayor cantidad durante la época de invierno (Ver figuras 2 y 3).

Diverso autores han resaltado la utilidad de los andlisis metagendmicos en la deteccion
temprana de infecciones mastiticas en el ganado lechero, cuando hay una preponderancia en
la microbiota bacteriana de la leche de bacterias de los géneros Staphylococcus, Streptococcus y
de las especies de la familia de las Enterobacteriaceae, se deben tomar medidas sanitarias, ya
que ademas de poner en riesgo la calidad de la leche, se afecta la salud del rebafio [3, 9, 51-54].

Hoque y colaboradores en un estudio realizado Bangladesh durante el afio 2019 [55], ana-
lizaron la asociacion entre la diversidad del microbioma y la mastitis bovina, comparando el
microbioma de la mastitis clinica y las muestras de leche sana a través de la secuenciacion del
metagenoma completo. Se identificé 363 y 146 cepas bacterianas en muestras de leche mastitica
y sana respectivamente y se detectd 356 y 251 géneros bacterianos respectivamente con preva-
lencia de las especies de Bacillus, Staphylococcus y Streptococcus, indicando que podria ser una
caracteristica de las leches mastiticas la pérdida de biodiversidad.

Asi mismo, en otro estudio realizado en Colombia en el afio 2019, se analizo la leche mas-
titica por metagendmica, los perfiles filogenéticos revelaron cuatro filos dominantes: Proteo-
bacteria, Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes, detectdndose alrededor de 394 géneros
con abundancia variable donde Pseudomonas y Acinetobacter fueron los géneros predominan-
tes, resultados totalmente diferentes a lo observado en la presente investigacion [56].

Si bien no se han encontrado estudios metagendmicos de la leche cruda bovina de Ecua-
dor, con los cuales se pueda hacer una comparacion de las abundancias bacterianas y de la
composicion taxonomica de la misma, las diferencias con respecto a las condiciones climaticas
y la altitud, la diferencia en las practicas agricolas, la alimentacion del ganado y las practicas
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de higiene, asi como las diversas fuentes de contaminacion que pueden estar presentes, po-
drian explicar las diferencias en la estructura de la microbiota de la leche cruda recolectada en
el centro de acopio de Mocha, con respecto a las indicadas por autores de otras partes del
mundo [39, 40, 42, 44, 47, 49, 51, 57, 58].

3.2. Analisis de los indices de biodiversidad bacteriana presente en la leche
cruda
A fin de cuantificar la biodiversidad bacteriana, se determinaron los indices de riqueza espe-

cifica y el indice de diversidad de Margalef. Los resultados de estas determinaciones se indican
en la tabla 3.

Tabla 3. Indices de biodiversidad de la leche cruda recolectada en época de verano e invierno del centro
de acopio de Mocha. Tungurahua. Ecuador.

Indice de biodiversidad Muestra en verano Muestra en invierno
Riqueza especifica 92 116
Indice de diversidad de Margalef 8,22 10,41
N° total de bacterias encontradas 72470 68539

Los indices de biodiversidad, evidencian que la época de invierno fue donde se encontré la
mayor riqueza y biodiversidad de especies bacterianas en comparacion con la época de verano,
aunque el niamero de bacterias es mayor en época verano respecto a la de invierno, lo que se
pueden explicar por el efecto de la temperatura en la velocidad del crecimiento de las bacterias,
asi como en el tipo de manejo que se le da al ganado en las épocas de lluvia y en las épocas de
verano.

Los indices de biodiversidad se han utilizado muy pocos en la cuantificacion de la biodi-
versidad bacteriana presente en muestras de leche cruda bovina en las diferentes estaciones
del afio. Se ha aplicado generalmente en estudios que comparan la biodiversidad de la leche
producidas en diferentes zonas de un pais [10].

Los valores en los indices de biodiversidad ratifican los resultados que se han obtenido en
el andlisis metagendmico desde el punto de vista estadistico y sefialan diferencias en cuanto a
la diversidad bacteriana en las épocas de invierno y verano evaluadas.

4. CONCLUSIONES

El estudio metagendmico revel6 una microbiota bacteriana caracteristica de la leche de la zona
de estudio con predominio del grupo de las Terrabacterias, seguida de las Proteobacterias.
Ademas de una gran abundancia de células bacterianas diferentes en ambas épocas, desta-
cando la presencia del género Lactococcus en el verano como en el invierno.

Los indices de biodiversidad sefialan diferencias entre la riqueza de especies en la época
de invierno y verano, siendo mayor la diversidad bacteriana en la época de invierno, aunque
el nimero de individuos de la poblacién sea menor.

La presencia mayoritaria de especies del grupo de las bacterias lacticas en la leche cruda
bovina de la zona estudiada es un indicativo de la buena calidad de la leche, y, ademas, abre
las posibilidades de hacer estudios para conocer las bondades biotecnoldgicas y tecnoldgicas
de estas cepas bacterianas en la produccion de derivados lacteos con denominaciones de ori-
gen.
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SUMMARY

Introduction: Solubility is one of the most important physicochemical properties in the pharmaceutical
sciences and is involved in processes ranging from drug development to environmental biotoxicity as-
sessment. Accurate prediction of solubility, especially aqueous solubility, has been a scientific challenge
due to the complexity of the dissolution process, which involves lattice energies, solvation, solute ioni-
zation, and solute-solvent interactions. While various approaches have been used to predict solubility,
such as semi-empirical models and group contribution methods, accurate prediction remains difficult.
Statistical and machine learning approaches often use numerous descriptors, making rational interpre-
tation and refinement of prediction models difficult. Purpose: This study proposes an approach based
on autonomous learning, specifically using a neural network model. Experimental and theoretical de-
scriptors are carefully selected according to their relevance to physicochemical aspects of the dissolution
process. Methodology: A solubility data set of four structurally related sulfonamides (sulfadiazine, sul-
famerazine, sulfamethazine, sulfamethazine, and sulfacetamide) in different solvents under different
temperature conditions and cosolvent composition is used to develop an artificial neural network model
using less than 37 descriptors. Results: The developed Al algorithm shows acceptable correlation with
experimental data, suggesting its potential as an approximation tool for optimizing solubility-related
processes in the pharmaceutical industry.

Key words: solubility; drugs; pharmacy; artificial intelligence; neural network.

RESUMEN

Prediccion de la solubilidad de farmacos en sistemas cosolventes mediante algoritmos de inteligen-
cia artificial
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Introduccion: La solubilidad es una de las propiedades fisicoquimicas mas importantes en las ciencias
farmacéuticas, esta propiedad esta involucrada en diversos procesos, desde el desarrollo de farmacos
hasta la evaluacion de la biotoxicidad en el campo ambiental. La predicciéon precisa de la solubilidad,
particularmente la solubilidad acuosa, ha sido un desafio cientifico debido a la complejidad del proceso
de disolucién, que involucra energias de red, solvatacion, ionizacion del soluto e interacciones soluto-
solvente. Si bien se han utilizado diversos enfoques para predecir la solubilidad, como modelos semi-
empiricos y métodos de contribucion de grupos, la prediccidn precisa sigue siendo dificil. Los enfoques
estadisticos y de aprendizaje automatico a menudo emplean numerosos descriptores, lo que dificulta la
interpretacion racional y el perfeccionamiento de los modelos de prediccion. Objetivo: Este estudio se
propone un enfoque basado en el aprendizaje autdonomo, especificamente mediante un modelo de red
neuronal. Se seleccionan cuidadosamente descriptores experimentales y tedricos de acuerdo con su re-
levancia para los aspectos fisicoquimicos del proceso de disolucién. Metodologia: Se utiliza un conjunto
de datos de solubilidad de cuatro sulfonamidas estructuralmente relacionadas (sulfadiazina, sulfame-
razina, sulfametazina y sulfacetamida) en varios solventes bajo diferentes condiciones de temperatura
y composicién de cosolvente, desarrollando un modelo de redes neuronales artificiales utilizando bajo
37 descriptores. Resultados: El algoritmo de IA desarrollado muestra una correlacion aceptable con los
datos experimentales, lo que sugiere su potencial como herramienta de aproximacion para optimizar
los procesos relacionados con la solubilidad en la industria farmacéutica.

Palabras clave: Solubilidad; farmacos; farmacia; inteligencia artificial; red neuronal.

RESUMO

Predicdao da solubilidade de farmacos em sistemas cosolventes usando algoritmos de inteligéncia
artificial

Introducao: Solubilidade é uma das propriedades fisico-quimicas mais importantes nas ciéncias farma-
céuticas. Esta propriedade esta envolvida em vdrios processos, desde o desenvolvimento de farmacos
até a avaliagdo da biotoxicidade no campo ambiental. A previsdo precisa da solubilidade, particular-
mente da solubilidade aquosa, tem sido um desafio cientifico devido a complexidade do processo de
dissolugao, que envolve energias de rede, solvatacao, ionizagao do soluto e interagdes soluto-solvente.
Embora varias abordagens tenham sido usadas para prever a solubilidade, como modelos semi-empi-
ricos e métodos de contribuicao de grupo, a previsao precisa continua dificil. Abordagens estatisticas e
de aprendizado de maquina geralmente empregam varios descritores, dificultando a interpretacao ra-
cional e o refinamento dos modelos de previsao. Objetivo: Este estudo propoe uma abordagem baseada
na aprendizagem autdénoma, especificamente utilizando um modelo de rede neural. Descritores expe-
rimentais e tedricos sao cuidadosamente selecionados de acordo com sua relevancia para os aspectos
fisico-quimicos do processo de dissolugao. Metodologia: Um conjunto de dados de solubilidade de
quatro sulfonamidas estruturalmente relacionadas (sulfadiazina, sulfamerazina, sulfametazina e sulfa-
cetamida) em varios solventes sob diferentes condi¢des de temperatura e composicao de cosolvente é
usado, desenvolvendo um modelo de rede neural artificial usando menos de 37 descritores. Conclusao:
O algoritmo de IA desenvolvido mostra correlacao aceitdvel com dados experimentais, sugerindo seu
potencial como uma ferramenta de aproximacdo para otimizar processos relacionados a solubilidade
na indastria farmacéutica.

Palavras-chave: Solubilidade; drogas; farmacia; inteligéncia artificial; rede neural.

132



Predicting drug solubility in cosolvent systems using artificial intelligence algorithms

1. INTRODUCTION

Drug solubility is a critical property in many processes ranging from drug development (pre-
diction of synthetic routes, extraction and crystallization [1], purification, recrystallization,
quantification, preformulation, formulation, quality analysis among others (design of chemi-
cal processes), it is also a determining factor in the therapeutic performance of the drug (avail-
ability, distribution, metabolism, excretion and toxicity). In the environmental field, solubility
also plays an important role in bioremediation processes and biotoxicity [2] assessment [3, 4].

In this context, the prediction of aqueous solubility has been the subject of intensive re-
search [5], using various approaches such as semi-empirical models, such as the general solu-
bility equation [6, 7], group contribution methods (UNIFAC, UNIQUAC.) [8, 9], van't Hoff
[10], extended Hildebrand solubility approach [11-13], two-parameter Weibull function model
[14, 15], Buchowski-Ksiazczak [16], van't Hoff-Yaws [17], Apelblat [18, 19], Wilson [20], NRTL
[20], modified Wilson [21, 22]. More recent developments have focused on quantitative struc-
ture-activity relationship (QSAR/QSPR) [23, 24], through statistical analysis and autonomous
learning techniques [25]. Despite these advances, accurate solubility prediction remains a ma-
jor scientific challenge, as exemplified by the two solubility challenges presented to the re-
search community in 2008 and 2019 [26, 27]. This is due to the complex nature of the dissolu-
tion process, which involves lattice/sublimation energy, solvation energy, solute ionization
and phase interactions [28-30]. Each of these properties is difficult to predict and can be com-
putationally expensive [31]. Statistical and automatic learning approaches often use many de-
scriptors (>100) [32], which has led to difficulties in rational interpretation and improvement
of prediction models [33]. Finally, prediction is hampered by the poor quality of experimental
solubility data, which is affected by measurement techniques and the purity of the solute and
solvents [34-36].

In this paper we report on an approach to predict drug solubility in cosolvent mixtures at
different temperatures by means of autonomous learning, specifically by means of a neural
network model, where experimental and theoretical descriptors have been selected according
to their relevance to the physicochemical aspects of the dissolution process (Figure. 1).

Input Hidden Output
layer layer layer

Wy ————>
Groups ——

(sl+2 —_— L

Molar mass ——

TE.rp
Figure 1. Artificial neural network schematic of the Al-Solubility algorithm.
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2. METHODOLOGY

This work presents the development of an artificial neural network to predict drug solubility
using 38 descriptors (Table 1).

The model development was carried out in the Google Colaboratory environment, using
the NumPy (version 1.25.2), Pandas (version 2.0.3) and Matplotlib (version 3.7.1) libraries for
data processing and plotting. The 4615 available data were split into 80% training data and
20% test data using the train_test_split function of the scikit-learn library with a random seed
of random_state=0. The data were then normalized.

The data was then normalised using the StandardScaler method. A neural network was
implemented with an input layer of 38 neurons, a hidden layer of 128 neurons and a ReLu
activation function, and an output layer of one neuron and a ReLu activation function to pre-
dict solubility.

The neural network was trained using the Adam optimizer with a learning rate (learn-
ing_rate=0.001) of 35 epochs using the Keras library of TensorFlow. To avoid overfitting, Drop-
out, with a dropout rate of 20%, was used as a regularization technique by deactivating neu-
rons during training to avoid overfitting. The different accuracy metrics were evaluated to
analyze the model performance.

Table 1. Descriptors used in Al algorithm development.

N | Descriptors Unit/symbol/name N | Descriptors Unit/symbol/name
1 | Study temperature K 20 | Group 14 Phenyl (trisubstituted)
2 | Molar mass g/mol 21 | Group 15 Pheny] (tetrasubsti-
tuted)
3 | Melting temperature K 22 | Group 16 Ring closure, 5 or
more atoms
4 | Melting enthalpy kJ/mol 23 | Group 17 Ring closure, 3 or 4 at-
oms
5 | Hildebrand solubility pa- | MPa'” 24 | Group 18 Conjugation in ring,
rameter of the drug (03) for each double bond
6 | Group1 -CHs 25 | Solvent 1 Water
7 | Group 2 -CH>- 26 | Solvent 3 N-Methyl-2-pyrroli-
done
8 | Group 3 >CH- 27 | Solvent 4 Carbitol
9 | Group4 >C< 28 | Solvent 5 tert-butyl
10 | Group 5 -NH: 29 | Solvent 5 N,N-dimetilformamida
11 | Group 6 -NH- 30 | Solvent 7 Dimethyl sulfoxide
12 | Group 7 >N- 31 | Solvent 8 Methanol
13 | Group 7 -CO- 32 | Solvent 9 Ethanol
14 | Group 8 -COOH 33 | Solvent 10 1-Propanol
15 | Group 9 -502 34 | Solvent 11 Acetonitrile
16 | Group 10 -O- 35 | Solvent 12 Ethylene glycol
17 | Group 11 -F 36 | Solvent 13 Propylene glycol
18 | Group 12 Phenyl 37 | Solvent 13 1,4-dioxane
19 | Group 13 Phenyl (o, m p) 38 | Hildebrand solubil-
ity parameter of
solvents and cosol-
vent mixtures (01:2) | MPal”?2
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3. RESULTS AND DISCUSSION

For the development of the AI algorithm, solubility data reported in the literature were used
for 4 structurally related drugs (sulfonamides), sulfadiazine (SD) [37-47], sulfamerazine (SMR)
[3, 37, 42, 47-53], sulfamethazine (SMT) [37, 42, 46, 49, 54-59], sulfacetamide (SCT) [60] in the
solvents listed in Table 1. Thus, 4615 solubility data were obtained under different temperature
and cosolvent composition conditions.

The first one is the study temperature, the influence of this descriptor is described in most
of the solubility studies, presenting a positive effect, since as the temperature increases the
studies show that the solubility also increases, this is because higher temperatures provide
more kinetic energy to the molecules helping them to break free from the crystal lattice and
dissolve in solvent; in general, energy is required to break the bonds holding the molecules in
the solid together; the second descriptor is the molar mass of the drug, Sverre describes how
in most of the cases the solubility shows a relationship with the molar mass of the drug [61].
Theoretically, as the molar mass of the drug increases, so does its molar volume, so theoreti-
cally, as the molar mass of the drug increases, its solubility would decrease because it becomes
more difficult for the solvent molecules to retain the solute particles [62]. However, the studies
reported by Delgado et al. show an inverse relationship to those reported by Toll et al. and
Johnsen et al. [38, 49, 63], showing that as the molar volume decreases, the solubility decreases;
a clear example is the solubility of SD, SMR and SMT, as the molar volume decreases (SD
(150.0 cm®/mol)<SMR (164.5 cm?/mol)<SMT (179.0 cm?/mol)), so does the solubility (solubility
in water at 298. 15 K SD (x3=0.4809+0.0023-10%) < SMR (0.1712+0.0027-10¢) < (0.2814+0.014-10%).
In addition to demonstrating the direct relationship between solubility and molar volume, the
results of the work of Delgado et al. showed a clear relationship between solubility and the
temperature and enthalpy of fusion of the drug, being more soluble the drugs with lower tem-
peratures and enthalpies of fusion (SD (T=532. 65 K; AtH=44.3+0.4 kJ-mol"'); SMR (T=508.15 K;
AtH =41.3+1.0 kJ-mol"); SMT (T=468.15 K; AtH =39.2+0.7 k]-mol?)) (descriptors 3 and 4). In gen-
eral, the relationship between descriptors 1, 3 and 4 is well described in the theory of regular
solutions and ideal solubility [64-68]. The fifth descriptor is the solubility parameter of the
drug, several studies have shown a relationship between the solubility and the solubility pa-
rameter of the drug, showing that the maximum solubility is obtained in solvents or cosolvent
mixtures with solubility parameters similar to those of the drug [4, 69-72], however, other
studies by Cardenas et al, Delgado et al and Ortiz el al. show an opposite behavior [3, 51, 59,
73].

Descriptors 6-24 focus on the Group Contribution Method, which decomposes each chem-
ical compound into first-, second-, and third-order functional groups based on its molecular
structure. The number of each different functional group present in a compound is used as a
predictor in a multiple linear regression model without attempting to reduce the number of
parameters in the model, as the method attempts to characterize the contributions of each dif-
ferent group. Thus, molecular properties are the result of aggregate contributions from indi-
vidual atoms or groups [74-82]. The equilibrium solubility of a solute depends on the relative
affinity between the solvent molecules and the solute molecules. Therefore, the forces of mo-
lecular interactions such as ionic, van der Waals, dispersion and hydrogen bonding interac-
tions affect solubility. In this context, descriptors 25-37 correspond to the cosolvent composi-
tion expressed as the mass fraction (w1) of each of the solvents [83-88]. Finally, parameter 38 is
the solubility parameter of the solvent or cosolvent mixture; a large number of works have
demonstrated the relationship between this descriptor and solubility [85, 89-92].
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When evaluating the individual relationship of each of the descriptors with the solubility
data, the coefficients of determination (r?) do not exceed 0.2, showing F between 5-424.6, which
is extremely small for an N of 3615 data, demonstrating the low correlation between each of
the descriptors and solubility.

The database can be queried or downloaded from the Mendeley repository [93], and all
development code can also be downloaded from the Mendeley repository [94].

The function train_test_split(X, y, ...) first splits the data into a training set and a test set,
then the parameter test_size specifies the percentage of the data to be used for the test set. In
this case, the value is 0.2, which means that 20% of the data is used to test the model, and the
remaining 80% is used to train the model. That is, 80% of the total data set was used to train
the model, and the remaining 20% was used to evaluate the model's performance. To ensure
that we were working with the same split each time we ran the code, we set the parameter and
set a seed for randomization with random_state=0.

For the model to be meaningful, it is important that the data be scaled uniformly. Other-
wise, some features with large values may dominate the model, while others with small values
may be ignored. Therefore, an object of the StandardScaler class of the sklearn.preprocessing
library is created to standardize or scale the data features.

Once the data partitioning and scaling parameters are set, the neural network model is
defined and compiled in Keras for training, using keras.Sequential() to create a sequential
model. In this type of model, the layers are stacked in a linear fashion, i.e. the output of one
layer is the input of the next; then a dense layer is added with layers.Dense(128, ...), which is
a fully connected layer. This layer will have 128 neurons. The size of the network input is
specified, in this case the inputs have 66 features (which could refer to a dataset with 37 col-
umns, for example).

A Dropout layer (regularization) is set using Layers.Dropout(0.2), so that at each training
step, this layer randomly deactivates a percentage of the neurons in the previous layer, in this
case 20% (0.2). Dropout is a technique to prevent overfitting, helping the model not to become
too dependent on certain neurons, and therefore to generalize better to unseen data. Add an-
other dense layer with 64 neurons (model.add(layers.Dense(64, activation="relu')), using
ReLU as the activation function. This layer also follows the same structure as the previous
ones, and its size and activation are chosen to learn more complex features, finally an output
layer (model.add(layers.Dense(1))) of 1 neuron is generated.

The Keras model is set up for training with the Adam optimizer, using a learning rate of
0.001. In addition, the loss function is specified, which was the mean square error, and the
predictions were evaluated using the mean absolute error, which is commonly used for re-
gression problems. It measures the difference between the values predicted by the model and
the actual values, penalizing larger errors due to squaring.

The code trains the model for 35 epochs (Figure 1), using the scaled training data
X_train_scaled and its corresponding y_train labels. During training, the model also evalu-
ated its performance on the validation data X_test_scaled and y_test to measure its generali-
zation ability. The training history (such as loss and metrics) was stored in the history variable
for further analysis (see archive in the Mendeley repository). To avoid overfitting, which oc-
curs when a model learns the noise in the training data instead of the actual pattern, dropout
was used. Thus, the summary of the model is shown in Table 2.
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Table 2. Summary of the model structure.

Layer (type) Output Shape Param #
dense (Dense) (None, 128) 8576
dense_1 (Dense) (None, 128) 16512
dropout (Dropout) (None, 128) 0
dense_2 (Dense) (None, 64) 8256
dense_3 (Dense) (None, 1) 65

Total params: 100,229 (391.52 KB), Trainable params: 33,409 (130.50 KB), Non-trainable params: 0 (0.00
B), Optimizer params: 66,820 (261.02 KB).

One of the most important parameters in evaluating an Al algorithm is the loss function, also
called the error function because it quantifies the difference between the predicted results of
an Al algorithm and the actual target values. Thus, in the regression problem of predicting
solubility data from reported data, the loss function evaluates the prediction of the neural net-
work from the training sample of the training data set. Thus, the loss function quantifies the
difference or error between the network's predicted solubility and the reported solubility data.
When evaluating the loss of the model using the code line print(f'Loss: {results[0]}') the value
returned is very small 5.0740-10. This indicates that the model has done a good job since the
loss is close to zero, as for the mean absolute error, a value of 0.0013 was obtained, which is
the average of the error in the model predictions, reflecting that the model makes a very small
error in its predictions.

Figure 2 shows the correlation between the experimental data and those computed by the
Al algorithm; the computed data shows an acceptable correlation (r?=0.86), although the mean
absolute error is very low; therefore, it is possible that compensation processes are occurring
that lead to low absolute errors.

A disadvantage discussed by many authors is the inability to correlate the results with
specific physicochemical properties, since the Al algorithms relate the variables to each other
and use statistics to measure the correlation between the different characteristics of the data.
Therefore, it doesn't allow to show clearly the energy relations that would allow to rationalize
the results from a physicochemical point of view, as it is the case when using mathematical
models such as van't Hoff, Yalkowsky-Roseman-van't Hoff, Apelblat, Buchowski-Ksiazczak
Ah, Yaws, NRTL, Wilson and modified Wilson [11, 95-100]. However, despite these draw-
backs, the results show that the IA algorithm can be a good approximation tool for optimizing
solubility-related processes in the pharmaceutical industry.
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Figure 2. Experimental solubility data versus predicted solubility.
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SUMMARY

Objectives: Generally, anew analytical method for publication in a scientific journal should report some
parameters to claim that the technique has acceptable validity and sensitivity in contrast to other meth-
ods. The most commonly reported parameters are limit of detection (LOD), limit of quantification
(LOQ), and lower limit of quantification (LLOQ). Recently, LLOQ was selected by researchers to show
the lowest concentration level that can be determined. Based on the FDA’s guidelines, some criteria
should be considered in reporting LLOQ. Methods: In this study, previously reported analytical meth-
ods were investigated to check if they considered FDA'’s criteria (relative standard deviation of LLOQ,
signal-to-noise, and back-calculated error for LLOQ). Besides the FDA guideline’s criteria, the estab-
lished criteria based on the calibration curve equation and the linear range were calculated to confirm
the validity of the reported LLOQ. Results: Analysis of data indicates that the most LLOQ values are
not defined based on FDA guidelines, and they do not show the correct sensitivity value of the reported
analytical method. Conclusions: Considering the all of the recommended criteria for LLOQ are neces-
sary to correct determination of sensitivity and linear range of analytical methods.

Keywords: Analytical method; FDA; LLOQ; LOD; LOQ

RESUMEN
Determinacion incorrecta del limite inferior de cuantificacion (LIDC) de los métodos analiticos

Objetivos: Generalmente, un nuevo método analitico para publicacion en una revista cientifica debe
reportar algunos parametros para afirmar que la técnica tiene una validez y sensibilidad aceptables en
contraste con otros métodos. Los parametros informados con mayor frecuencia son el limite de detec-
cién (LDD), el limite de cuantificacion (LDC) y el limite inferior de cuantificacién (LIDC). Reciente-
mente, los investigadores seleccionaron LIDC para mostrar el nivel de concentracién mas bajo que se
puede determinar. Segun las pautas de la FDA, se deben tener en cuenta algunos criterios al informar
el LIDC. Métodos: En este estudio, se investigaron los métodos analiticos informados previamente para
verificar si consideraban los criterios de la FDA (desviacién estandar relativa del LIDC, relacidn sefial-
ruido y error retrocalculado para el LIDC). Ademas de los criterios de las directrices de la FDA, se cal-
cularon los criterios establecidos basados en la ecuacion de la curva de calibracién y el rango lineal para
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confirmar la validez del LIDC informado. Resultados: El andlisis de datos indica que la mayoria de los
valores LIDC no estan definidos segtn las pautas de la FDA y no muestran el valor de sensibilidad
correcto del método analitico informado. Conclusiones: Considerando que todos los criterios recomen-
dados para LIDC son necesarios para la correcta determinacion de la sensibilidad y rango lineal de los
métodos analiticos.

Palabras clave: Método analitico; Administracion de Alimentos y Medicamentos; LIDC; LDD; LDC

RESUMO
Determinagio incorreta do limite inferior de quantificagio (LIDQ) dos métodos analiticos

Objetivos: Geralmente, um novo método analitico para publicagdo em um periddico cientifico deve
relatar alguns parametros para afirmar que a técnica tem validade e sensibilidade aceitdvel em contraste
com outros métodos. Os parametros mais comumente relatados sdo limite de detecgao (LDD), limite de
quantificagao (LDQ) e limite inferior de quantificacao (LIDQ). Recentemente, o LIDQ foi selecionado
por pesquisadores para mostrar o menor nivel de concentragdo que pode ser determinado. Com base
nas diretrizes do FDA, alguns critérios devem ser considerados ao relatar o LIDQ. Métodos: Neste es-
tudo, métodos analiticos relatados anteriormente foram investigados para verificar se eles considera-
vam os critérios do FDA (desvio padréao relativo do LIDQ), relagao sinal-ruido e erro retrocalculado para
LIDQ). Além dos critérios da diretriz da FDA, os critérios estabelecidos com base na equagao da curva
de calibragao e na faixa linear foram calculados para confirmar a validade do LIDQ relatado. Resulta-
dos: A analise dos dados indica que a maioria dos valores de LIDQ nao sao definidos com base nas
diretrizes do FDA e ndo mostram o valor de sensibilidade correto do método analitico relatado. Con-
clusdes: Considerando todos os critérios recomendados para LIDQ, € necessario determinar correta-
mente a sensibilidade e a faixa linear dos métodos analiticos.

Palavras-chave: Método analitico; FDA; LIDQ; LDD; LDQ

1. INTRODUCTION

The lowest concentration level that can be reliably quantified is the most common parameter
of an analytical method for. In the most of published articles, this value was compared with
previous analytical techniques to confirm better sensitivity. Limit of detection (LOD), limit of
quantification (LOQ) [1] and lower limit of quantification (LLOQ) [2, 3] are currently used in
determining the sensitivity of the analytical method and calculated based on the calibration
curve.

LOD and LOQ are classic parameters to determine the minimum concentration of an an-
alyte that can be detected and quantified, respectively. Generally, three and ten folds of stand-
ard deviation divided by slope were used for the determination of LOD and LOQ, respec-
tively. However, various methods were proposed for the calculation of standard deviation of
an analytical method i.e. standard deviations of the blank, calibration curve and intercept.
Therefore, significantly different numerical values of LOD and LOQ are obtained for the same
analytical method [4, 5].

FDA proposed an alternative parameter for LOD and LOQ which is named LLOQ. LLOQ
looks like is simple parameter and it is the lower limit of a calibration curve. Especially in the
established method based on spectroscopy techniques and complex matrix e.g. biological sam-
ples, LLOQ was proposed as an alternative parameter [4]. However, the correct determination
of LLOQ is a challenging issue. It is suggested by the FDA and the method for its determina-
tion has some criteria which are described in the method section.
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Based on previous studies, some of the reported calibration ranges were not determined
correctly by researchers and a new parameter which named “ratio” for validity evaluation of
analytical was proposed by our group. Incorrect determination of calibration curve gives false
LLOQ value and application of established analytical method for quantification of an analyte
is not correct [6].

In this study, published articles which “LLOQ” was available in the abstract of the articles
were chosen from the Scopus database. The articles which have no appropriate information
were excluded. Then, the selected article was investigated from the viewpoint of considering
LLOQ criteria and the results have been discussed. In addition, “ratio” as a main parameter to
check the validity of the analytical method was reported.

2. METHODS

The Scopus database was used for collecting articles. LLOQ in the abstract of published articles
in 2021 was selected as a keyword. In the first step, reported LLOQ, linear range, and linear
regression equation data of reported analytical methods were collected and listed in Table 1.
From selected articles, 185 analytical methods from 66 articles that reported all of the data were
recorded. In the next step, we checked if the LLOQs had been reported under the required
condition or not. Determination criteria for LLOQ were evaluated based on FDA’s guidelines
as follows [7]:

1. Signal/noise=5

2. The relative standard deviation (RSD) of LLOQ should be less than 20%.

3. The back-calculated error for LLOQ should be less than 20%.
In addition, the reported parameter for evaluation accuracy of linear range based on the upper
limit of the calibration curve (ULOQ) and LLOQ which was reported in previous work, was
calculated as follows:

(calculated response for ULOQ/calculated response for LLOQ)
(ULLOQ/LLOQ)

Ratio =

In an ideal situation, the ratio should be 1; the ratio between 0.5 and 1.5 was considered correct
and valid LLOQ and linear range [6].

3. RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 lists details of studied analytical methods for evaluating the applied technique for the
determination of LLOQ. Generally, the lower limit of the calibration curve in all articles was
declared as LLOQ without the details of the FDA'’s criteria. Signal/noise=5 and RSD value for
LLOQ < 20% are the main criteria which did not mention in the determination of LLOQ. The
calculated “ratio” of each method indicates that only 54% of methods have a numerical value
between 0.5-1.5. This issue confirms the importance of all criteria for LLOQ determination in
developing analytical methods and this issue should be considered by editors and reviewers
of journals. A considerable issue is observed in the obtained ratios for the developed methods
for the analysis of dexamethasone in various matrices (2, 1.27 and 1.63 in plasma, retina, and
vitreous, respectively). It confirms the importance of the matrix effect in developing an ana-
lytical method.

In some reported cases in international journals, lower limit of calibration curve based R?
value was determined as LLOQ while the intercept value of calibration curve is high [4] and
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give negative values for back-calculated concentration (Figure 1). In addition, a bar chart in-
stead of a scatter plot was applied for plotting a calibration curve while in a bar chart contin-
uous values were inserted in the X-axis [8]. In some cases, the logarithm of concentration was
used for plotting a calibration curve without considering back-calculated concentration based
on the regression equation of calibration [9]. These errors in developing an analytical method
and determination of linear range show the importance of reporting data of calibration curve
and considering FDA criteria in reporting an analytical method. Various methods were ap-
plied for sensitivity determination of an analytical method, and as we highlighted in this arti-
cle, the principal criteria were not considered in reporting LLOQ. In some studies, only one
criterion i.e., 5-fold signal-to-noise ratio was applied to the calculation of LLOQ. In these arti-
cles, LLOQ values are exactly half of LOQ [10]. Surprisingly, in most articles, the analytical
methods are compared together without considering these issues. Defined “ratio” in previous
work which applied in this study is a valuable technique for evaluating the accuracy of re-
ported linear range. In addition, alternative statistical methods such as double logarithm of
concentration and response which were proposed by Zhu [11] could be applied by researchers
for extending linear range of an analytical method.

Table 1. Details of collected analytical methods, including linear ranges (ULOQ and LLOQ), calibra-
tion curve equations, and numerical values of the defined ratio.

Code | Analyte LLOQ ULOQ unit Slope Intercept Ref. | Ratio
1 10-O-vanilloylaucubin 2.5 250 ng/mL 0.00126 0.00521 [12] 0.38
2 11-deoxycortisol 1.3 250 ng/mL 0.15 -0.49 [13] -0.65
3 11-hydroxy-Delta(9)-tetra- 0.2 100 ng/mL 0.0293 0.0001 [14] 0.98
hydrocannabinol
4 11-keto-pB-boswellic acid 7.50 1500.00 ng/mL 0.0284 -0.3621 [15] -1.42
5 17-hydroxyprogesterone 1.2 250 ng/mL 0.10 -0.33 [13] -0.56
6 21-deoxycortisol 0.19 250 ng/mL 0.15 -0.46 [13] -0.07
7 3-acetyl-11-keto-{3 -boswel- 7.50 1500.00 ng/mL 0.1104 0.0967 [15] 0.90
lic acid
8 6-Hydroxydexamethasone 0.1 100 ng/mL 0.512 -0.00307 [16] 1.06
Acetaminophen 10 500 ng/mL 0.00212 0.00521 [17] 0.81
10 Aconine 0.10 40.00 ng/mL 0.00322 0.00119 [15] 0.21
11 Adenosine diphosphate 0.1 20 pg/mL 14.041 3.0471 [18] 0.32
12 Adenosine monophos- 0.1 20 pg/mL 28.864 7.0041 [18] 0.30
phate
13 Adenosine triphosphate 0.1 20 pg/mL 8.9019 1.6839 [18] 0.35
14 Agnuside 1 500 ng/mL 0.025 0.00614 [12] 0.80
15 Alanine 0.50 4120 ng/mL 140.2096 746.8086 [19] 0.09
16 Aldosterone 15 5000 pg/ml 1.088 -0.114 [20] 1.01
17 Aloperine 5 2000 ng/mL 0.46 0.0029 [21] 1.00
18 Ampicillin 0.25 200 ug/mL 2.103 5.2332 [22] 0.09
19 Androstenedione 0.18 250 ng/mL 0.10 -0.29 [13] -0.07
20 Angiotensin II 15 5000 pg/ml 0.896 -1.005 [20] 1.08
21 Arginine 1.94 3969 ng/mL 33.1698 293.494 [19] 0.18
22 Aristolochic acids I, mouse 5.24 400 ng/mL 0.031 -0.065 [23] 1.66
kidney
23 Aristolochic acids I, mouse 4.62 400 ng/mL 0.028 -0.065 [23] 2.00
liver
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24 Aristolochic acids I, mouse 4.82 500 ng/mL 0.026 0.015 [23] 0.89
serum
25 AS-358 1.02 500 ng/mL 0.00313 -0.0000453 [24] 1.01
26 Asenapine Maleate 0.1 14 pg/mL 36384 -656.84 [25] 1.22
27 Asparagine 2.46 5040 ng/mL 14.1428 27.9812 [19] 0.55
28 Aspartic acid 42.19 5400 ng/mL 49136 30.8616 [19] 0.87
29 Atractylenolide I 0.44 400.5 ng/mL 0.00290 -0.00119 [26] 14.82
30 Atractylenolide III 0.54 490.5 ng/mL 0.00439 0.22385 [26] 0.01
31 Atrovastatin 0.011 50.000 ng/patch 78710 6966 [27] 0.11
32 Avapritinib 2 4000 ng/mL 0.332162 0.132643 [28] 0.83
33 AYPTPLR-1 25 5000 mIU/mL 2822.08864 22166.46211 [29] 0.76
34 AYPTPLR-2 25 5000 mlU/mL 2326.43121 18774.36376 [29] 0.76
35 AYPTPLR-3 25 5000 mlIU/mL 505.05598 6483.40981 [29] 0.66
36 Bezafibrate 0.022 50.000 ng/patch 120600 1737 [27] 0.60
37 Borneol 2 5000 ng/mL 0.0003 0.0005 [30] 0.55
38 Bornyl acetate 2 1000 ng/mL 0.0002 0.0024 [30] 0.14
39 Budesonide 0.05 10.00 pg/ ml 162376 -943.55 [31] 1.13
40 Budesonide 0.05 5.00 pg/ ml 165522 89.816 [31] 0.99
41 Buprenorphine 5 100 pg/uL 0.1249 -0.0517 [32] 1.09
42 Calycanthine 1.0 200 ng/mL 0.001748 -0.00763 [33] -0.29
43 Camphor 2 10000 ng/mL 0.0005 0.0118 [30] 0.08
44 Cannabidiol 0.2 100 ng/mL 0.0420 -0.0018 [14] 1.27
45 Cannabinol 0.2 100 ng/mL 0.0973 -0.0016 [14] 1.09
46 Caryophyllene Oxide 2 5000 ng/mL 0.0001 0.0067 [30] 0.03
47 Casticin 0.5 50 ng/mL 0.00168 -0.000216 [12] 1.34
48 Cedazuridine 1 500 ng/mL 0.0061 0.1313 [34] 0.05
49 Chlorambucil 0.075 15.0 pg/mL 0.15501 0.00244 [35] 0.83
50 Ciprofibrate 0.032 50.000 ng/patch 29660 281.6 [27] 0.77
51 cis-4-GG-crocin 10.00 3200.00 ng/mL 0.000247568 0.000353532 [36] 0.88
52 Clofibrate 0.050 50.000 ng/patch 14830 2477 [27] 0.23
53 Codein 5 100 pg/uL 0.1316 -0.0790 [32] 1.13
54 Cortisol 0.49 250 ng/mL 0.12 -0.11 [13] -1.14
55 Cortisol-D4 71.7 44017.8 pg/ml 0.00309 -0.1088 [37] 1.96
56 Cortisone-13C3 61.9 75555.2 pg/ml 0.00274 0.00552 [37] 0.97
57 Cotinine 6.00 336 ng/mL 0.00335 0.00283 [38] 0.88
58 Curzerene 10.16 325.0 ng/mL 0.0747 -0.0064 [39] 1.01
59 Cyanide, aqueous solution 0.05 5 pg/mL 1.6393 -0.231 [40] -0.53
60 Cyanide, blood solution 0.1 5 pg/mL 0.698 -0.0331 [40] 1.88
61 Cysteine 2.21 4519 ng/mL 13.0453 -14.8464 [19] 2.06
62 D4-cystine 5 5000 ng/mL 0.000974 0.00364 [41] 0.57
63 DA-7010 (novel antibacte- 10 10000 ng/mL 1.5989 0.0002938 [42] 1.00
rial candidate )
64 Decitabine 1 500 ng/mL 0.0053 0.0915 [34] 0.06
65 Dehydro Amlodipine 0.24 24.58 nM 0.11176 0.03085 [43] 0.47
66 Dehydro Amlodipine 0.24 24.58 nM 0.1528 0.3293 [43] 0.11
67 Dehydroepiandrosterone 4.6 250 ng/mL 0.02 0.00 [13] 1.00
68 Dexametasone 1.5 150 ng/mL 0.0044 0.0015 [44] 0.82
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69 Dexamethasone, plasma 0.1 100 ng/mL 0.414 -0.0207 [16] 2.00
70 Dexamethasone, retina 0.1 100 ng/mL 0.474 -0.00997 [16] 1.27
71 Dexamethasone, vitreous 0.1 100 ng/mL 0.560 -0.0216 [16] 1.63
72 Diazepam 5 100 pg/uL 0.1539 -0.0716 [32] 1.10
73 Dimethyltryptamine 3 1109 pg/mL 281.50213 0.00231 [45] 1.00
74 Diosgenin 0.50 447.00 ng/mL 0.0002563 0.00142 [26] 0.08
75 Diquat 0.05 20 ug/mL 316000.00 28200.00 [46] 0.36
76 Doxorubicin 0.017 8.6 uM 0.0365 0.533 [47] 0.00
77 ELVYETVR-2 25 5000 mIU/mL 2316.50438 18612.30584 [29] 0.76
78 Erdafitinib 0.05 2.00 pg/mL 0.9597 -0.0013 [48] 1.03
79 Eucalyptol 1 10000 ng/mL 0.0003 0.0022 [30] 0.12
80 Eugenol 1 1000 ng/mL 6.00E-05 -0.0009 [30] -0.07
81 Ezetimibe 0.050 50.000 ng/patch 33540 537.1 [27] 0.76
82 Favipiravir 3 60.0 pg/mL 0.00003381 0.004900433 [49] 0.07
83 Fenofibrate 0.003 50.000 ng/patch 444900 341000 [27] 0.00
84 Fentanyl 1 100 pg/uL 0.0944 -0.0418 [32] 1.79
85 Fludrocortisone 10 1000 pg/ml 0.00191951 0.222242 [50] 0.09
86 Flurbiprofen 5 5000 ng/mL 0.0000082061 -0.000017079 [51] 1.71
87 Fluvastatin 0.018 50.000 ng/patch 42820 131.3 [27] 0.85
88 Galgravin 1.0 500 ng/mL 0.020756 0.005814 [52] 0.78
89 Gemfibrozil 0.017 50.000 ng/patch 10650 344.5 [27] 0.34
90 Ginsenoside Rb1 5 10000 ng/mL 0.0001 0.0005 [27] 0.50
91 Ginsenoside Re 5 10000 ng/mL 0.0002 0.0010 [27] 0.50
92 Ginsenoside Rd 5 10000 ng/mL 0.0005 0.0028 [27] 0.47
93 Ginsenoside Rgl 0.63 389 ng/mL 0.00002525 0.00009435 [26] 0.15
94 Ginsenoside Rh1 5 10000 ng/mL 0.0006 0.0015 [53] 0.67
95 Globotriaosylsphingosine 0.25 100 ng/mL 0.42302 0.14881 [54] 0.42
96 Glutamic acid 2.79 5720 ng/mL 21.7154 57.0464 [19] 0.52
97 Glutamine 4.96 5080 ng/mL 25.9211 4.1991 [19] 0.97
98 Glycine 16.25 4160 ng/mL 6.5835 17.8001 [19] 0.86
99 HER-2 protein 0.000001 1 nM -45.233 36.633 [55] 0.00
100 Histamin 0.01 20 ng/mL 0.97 0.031 [56] 0.24
101 Histamin 0.1 32 pg/mL 1.11 -0.029 [56] 1.35
102 Histidine 4.25 4352 ng/mL 39.1237 302.7673 [19] 0.36
103 Hydrocortisone Phosphate 5 1000 ng/mL 0.043 0.054 [57] 0.80
104 Hydroxycotinine 6.00 336 ng/mL 0.01801 0.01541 [38] 0.88
105 Hydroxyproline 8.05 4120 ng/mL 33.6225 9.4106 [19] 0.97
106 Isoleucine 0.61 5000 ng/mL 71.1636 111.2613 [19] 0.28
107 Isoliquiritigenin 0.39 356.10 ng/mL 0.00220 -0.0002625 [26] 1.44
108 Letrozole 0.01 1 pg/ ml 3583.7 734.63 [58] 0.06
109 Leucine 1.00 4080 ng/mL 81.4774 135.3090 [19] 0.38
110 Linezolid 3.0 25 mg/mL 0.0008 -0.0012 [59] 1.88
111 Lipoprotein lipase peptide 12.5 2500 pM 0.000928 0.0114 [60] 0.51
1
112 Lorazepam 5 100 pg/uL 0.0172 0.0285 [32] 0.76
113 Lovastatin 0.015 50.000 ng/patch 61880 2088 [27] 0.31
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114 luteolin 0.2 50 ng/mL 0.00448 0.000939 [12] 0.49
115 Lysine 3.44 3521 ng/mL 32.6282 198.7964 [19] 0.36
116 Lysosomal acid lipase 25 2500 pM 0.00158 -0.0163 [60] 1.70
117 Malondialdehyde 0.2 20 uglg 21.749 -8928.3 [61] 0.01
118 Melatonin 1 1000 pg/ml 0.00774 -0.00079 [62] 1.11
119 Methionine 1.11 4560 ng/mL 55.3991 -26.8628 [19] 1.78
120 Methotrexate 10 500 ng/mL 0.000224 0.000654 [17] 0.78
121 Methoxyfuranodiene 7.88 252.0 ng/mL 0.0363 -0.0127 [39] 1.05
122 Methylprednisolone 10 500 ng/mL 0.0296 0.4 [17] 0.44
123 Myrislignan 1 1000 ng/mL 0.00202 -0.00104 [63] 2.06
124 Neferine 0.31 279.00 ng/mL 0.00133 0.00776 [26] 0.05
125 Neoline 0.50 200.00 ng/mL 0.0202 0.0118 [15] 0.46
126 Nicotine 0.50 28.0 ng/mL 0.15171 0.03676 [38] 0.68
127 Nicotinic Acid 0.012 50.000 ng/patch 63740 116500 [27] 0.01
128 Nordiazepam 1 100 pg/uL 0.2284 -0.2942 [32] -3.43
129 Nuciferine 0.41 367.50 ng/mL 0.02406 -0.00469 [26] 1.91
130 Omeprazole 1 500 ng/mL 0.00725 0.00028 [17] 0.96
131 Oxazepam 10 100 pg/uL 0.1000 -0.0004 [32] 1.00
132 Pachymic acid 0.38 355.50 ng/mL 0.000076916 0.00537 [26] 0.01
133 Palmatine 1 500 ng/mL 0.015 -0.021 [64] -2.49
134 Panaxadiol 0.44 397.50 ng/mL 0.00102 0.00061385 [26] 0.42
135 Paraquat 0.05 20 pg/mL 376000.00 133.00 [46] 0.99
136 p-Coumaric Acid 0.2 20 ng/mL 6819.89 1013.91 [65] 0.58
137 p-Cresol 0.5 30 ug/mL 8.9645 1.89 [66] 0.71
138 Phenylalanine 1.21 4960 ng/mL 293.9884 260.6369 [19] 0.58
139 Picrocrocin 10.00 3200.00 ng/mL 0.002674921 0.00435742 [36] 0.86
140 Platycodin D 0.42 382.50 ng/mL 0.000035807 0.0000274 [26] 0.36
141 Pravastatin 0.046 50.000 ng/patch 47100 5685 [27] 0.28
142 Pregnenolone 6.4 250 ng/mL 0.002 0.02 [13] 0.41
143 Proline 2.05 4200 ng/mL 246.6109 2569.574 [19] 0.16
144 Propofol glucuronide 0.5 500 pg/mL 0.4545 3.1022 [67] 0.07
145 Propranolol 5 100 pg/uL 0.1148 -0.0418 [32] 1.07
146 Putative phospholipase B- 6.25 2500 pM 0.0017 -0.0053 [60] 1.99
like 2 peptide 7
147 R-(+)-Verapamil 0.5 500 ng/mL 0.0025 0.0389 [68] 0.03
148 R-Dioxopromethazine 1.00 80.00 ng/mL 0.079 0.034 [69] 0.70
149 Remogliflozin etabonate 5 300 ng/mL 0.0144 0.0307 [70] 0.71
150 Renin 0.1 33 pg/ml 0.856 0.00129 [20] 0.99
151 Rosuvastatin 0.013 50.000 ng/patch 45620 739.8 [27] 0.45
152 S-(-)-Verapamil 0.5 500 ng/mL 0.0023 0.0434 [68] 0.03
153 Safranal 10.00 3200.00 ng/mL 0.007429112 0.02994744 [36] 0.71
154 Sarecycline 1 1000 ng/mL 0.00197147 -0.0015151 [71] 4.32
155 S-Dioxopromethazine 1.00 80.00 ng/mL 0.079 0.037 [69] 0.69
156 Serine 4.49 4600 ng/mL 36.0282 135.8935 [19] 0.54
157 Simvastatin 0.007 50.000 ng/patch 133500 41680 [27] 0.02
158 SKBR-3 cells 20 2000 cell/mL -0.3575 1021 [72] 0.00
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159 Songorine 0.20 80.00 ng/mL 0.0146 0.00709 [15] 0.29
160 Sophoridine 2 2000 ng/mL 0.009214 0.007572 [73] 0.71
161 Sulbactam 0.25 200 pg/mL 0.0588 0.0008 [22] 0.95
162 THC 0.2 100 ng/mL 0.0484 -0.0011 [14] 1.13
163 THC-COOH 0.2 100 ng/mL 0.0616 -0.0016 [14] 1.15
164 Theophylline 10 500 ng/mL 0.000211 0.000867 [17] 0.71
165 Threonine 2.46 5040 ng/mL 29.4302 140.763 [19] 0.34
166 Trans crocetin 10.00 3200.00 ng/mL 0.002001102 0.002474666 [36] 0.89
167 Trans-2-gg-crocin 10.00 3200.00 ng/mL 0.002490268 -0.000108653 [36] 1.00
168 Trans-3-Gg-crocin 10.00 3200.00 ng/mL 0.002373485 | -0.000003492705 | [36] 1.00
169 Trans-4-GG-crocin 10.00 3200.00 ng/mL 0.001106907 0.000787308 [36] 0.93
170 Trelagliptin 4 1000 nM 0.0036 0.0099 [74] 0.59
171 Trifluralin 0.00001 1 mM 4.09 0.35 [75] 0.00
172 Tryptophan 1.19 4880 ng/mL 168.0951 -8.2806 [19] 1.04
173 Tyrosine 1.31 5360 ng/mL 65.7911 47.0506 [19] 0.65
174 Upadacitinib 1.0 200 ng/mL 0.0754 0.1276 [76] 0.37
175 Valine 1.22 5000 ng/mL 410.7137 920.6263 [19] 0.35
176 Valproic Acid 0.075 15.0 pg/mL 0.32003 -0.02029 [35] 6.44
177 Vildagliptin 5 300 ng/mL 0.0118 -0.0014 [70] 1.02
178 VIVMGGFK-1 25 5000 mlIU/mL 1351.99987 12817.41859 [29] 0.73
179 VITVMGGFK-3 25 5000 mIU/mL 458.53518 6670.91221 [29] 0.63
180 a-Pinene 3.97 127.0 ng/mL 0.0502 -0.011 [39] 1.06
181 a-Thujone 2 5000 ng/mL 0.0006 -0.0051 [30] -0.31
182 B-Caryophyllene 2 10000 ng/mL 0.0003 0.0068 [30] 0.08
183 B-D-N4-hydroxycytidine 1 5000 pmol/sam- 0.0153 -0.00124 [77] 1.09
ple
184 [B-D-N4-hydroxycytidine- 1.00 1500 pmol/sam- 0.0153 -0.00124 [77] 1.09
triphosphate ple
185 [-Elemene 21.38 684.0 ng/mL 0.2011 -0.1613 [39] 1.04
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Figure 1. Peak area vs. concentration of an analytical method. Blue points are the concentrations of
standard solution and red points are back-calculated concentrations. The R? value is higher than 0.99
while there is a significant difference between the concentrations of standard solution and back-calcu-
lated concentrations and the back-calculated LLOQ value is negative.

4. CONCLUSION

Developing an accurate method for quantification of an analyte is crucial. The most of deci-
sions and guidelines in chemistry and medical sciences is performed based on the obtained
concentration of an analyte. In medical sciences, decision about the efficacy of a therapeutic
protocol is performed based on the concentration of drugs and biomarkers in biological sam-
ples. Therefore, this issue shows the importance of developing an accurate analytical method.
LOD and LOQ which are the classic parameters for determination of the sensitivity of a
method have some weaknesses discussed in previous works. LLOQ is recommended by FDA
and, recently applied by researchers for evaluating the sensitivity of a method, thoroughly
analyzed in this work. Some criteria were proposed for the determination of LLOQ and anal-
ysis of published articles indicates that the most of articles did not consider these parameters
in reporting LLOQ. This issue confirms the importance of more attention by editors and jour-
nals in assessing manuscripts related to developing analytical methods.

ACKNOWLEDGMENTS

The research reported in this publication was supported by the Tabriz University of Medical
Sciences (code: 74922).

CONEFLICTS OF INTEREST

Authors have no conflict of interest.

153


https://pazhoohan.tbzmed.ac.ir/general/cartable.action

Ali Shayanfar & Saba Rastgoo

REFERENCES

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

J. Uhrov¢ik. Strategy for determination of LOD and LOQ values - Some basic aspects. Talanta, 119,
178-180 (2014). Doi: https://doi.org/10.1016/j.talanta.2013.10.061

S. Bansal & A. DeStefano. Key elements of bioanalytical method validation for small molecules.
AAPS |, 9(1), 11 (2007). Doi: https://doi.org/10.1208/aapsj0901011

M. Kaza, M. Karazniewicz-L.ada, K. Kosicka, A. Siemigtkowska & P.J. Rudzki. Bioanalytical
method validation: new FDA guidance vs. EMA guideline. Better or worse? . Pharm. Biomed. Anal.,
165, 381-385 (2019). Doi: https://doi.org/10.1016/j.jpba.2018.12.030

S. Ershadi & A. Shayanfar. Are LOD and LOQ reliable parameters for sensitivity evaluation of
spectroscopic methods? J. AOAC Int., 101(4), 1212-1213 (2018). Doi:
https://doi.org/10.5740/jaoacint.17-0363

R. Kaviani. Comparison of different approaches for calculating LOD and LOQ in an HPLC-based
analysis method. Pharm Sci., 31(1), 106-109 (2025). Doi: https://doi.org/10.34172/ps.024.40452

A. Shayanfar & S. Ershadi. Developing new criteria for validity evaluation of analytical methods.
J. AOAC Int., 102(6), 1908-1916 (2019). doi: https://doi.org/10.5740/jaoacint.19-0007

U.S. Department of Health and Human Services, Food and Drug Administration, Center for Drug
Evaluation and Research (CDER), Center for Veterinary Medicine (CVM). Bioanalytical Method Val-
idation: Guidance for Industry, 2018. URL: https://www.fda.gov/files/drugs/published/Bioanalytical-
Method-Validation-Guidance-for-Industry.pdf

A. Shayanfar. Beware of bar charts for plotting calibration curves for analytical method develop-
ment. ]. AOAC Int., 103(5), 1424-1425 (2020). Doi: https://doi.org/10.1093/jaoacint/qsaa023

A. Shayanfar. A critical issue in calibration curve with logarithmic scale. ImmunoAnalysis, 1(1), 9
(2021). Doi: https://doi.org/10.34172/ia.2021.09

A. Jouyban, M.A. Farajzadeh, M. Khoubnasabjafari, V. Jouyban-Gharamaleki & M.R. Afshar-
Mogaddam. Derivatization and deep eutectic solvent-based air-assisted liquid-liquid microextrac-
tion of salbutamol in exhaled breath condensate samples followed by gas chromatography-mass
spectrometry. I Pharm. Biomed. Anal., 191, 113572 (2020). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2020.113572

X. Zhu. A linear validation method of analytical procedures based on the double logarithm func-
tion linear fitting. Anal. Chim. Acta, 1310, 342695 (2024). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.aca.2024.342695

X. Chen, X. Wang, L. Ma, S. Fang, J. Li, E.O. Boadi, et al. The network pharmacology integrated
with pharmacokinetics to clarify the pharmacological mechanism of absorbed components from
Viticis fructus extract. J. Ethnopharmacol., 278, 114336 (2021). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.jep.2021.114336

D.O. Qasrawi, ].M. Boyd, S.M.H. Sadrzadeh. Measuring steroids from dried blood spots using tan-
dem mass spectrometry to diagnose congenital adrenal hyperplasia. Clin. Chim. Acta, 520, 202-207
(2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.cca.2021.06.005

M.K. Mohamed, J. Takyi-Williams, B. Baudot & A. Grobler. Development and validation of a LC-
HRMS method for the quantification of cannabinoids and their metabolites in human plasma. Eur.
J. Pharm. Sci., 159, 105705 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.ejps.2021.105705

X. Wang, H. Lei, X. Qi, X. Guo, X. Xu, X. Zu, et al. Simultaneous determination of five bioactive
components of XiaoJin Capsule in normal and mammary gland hyperplasia rat plasma using LC—
MS/MS and its application to a pharmacokinetic study. Biomed. Chromatogr., 35(3), e5000 (2021).
Doi: https://doi.org/10.1002/bmc.5000

J. Gu, J. Wang, A. Krishna, L. Xu, S. Stewart, Y. Wang, et al. Simultaneous quantification of dexa-
methasone and 63-hydroxydexamethasone in rabbit plasma, aqueous and vitreous humor, and
retina by UHPLC-MS/MS. Bioanalysis, 13(13), 1051-1062 (2021). Doi: https://doi.org/10.4155/bio-
2021-0088

154


https://doi.org/10.1016/j.talanta.2013.10.061
https://doi.org/10.1208/aapsj0901011
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2018.12.030
https://doi.org/10.5740/jaoacint.17-0363
https://doi.org/10.34172/ps.024.40452
https://doi.org/10.5740/jaoacint.19-0007
https://www.fda.gov/files/drugs/published/Bioanalytical-Method-Validation-Guidance-for-Industry.pdf
https://www.fda.gov/files/drugs/published/Bioanalytical-Method-Validation-Guidance-for-Industry.pdf
https://doi.org/10.1093/jaoacint/qsaa023
https://doi.org/10.34172/ia.2021.09
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2020.113572
https://doi.org/10.1016/j.aca.2024.342695
https://doi.org/10.1016/j.jep.2021.114336
https://doi.org/10.1016/j.cca.2021.06.005
https://doi.org/10.1016/j.ejps.2021.105705
https://doi.org/10.1002/bmc.5000
https://doi.org/10.4155/bio-2021-0088
https://doi.org/10.4155/bio-2021-0088

Incorrect determination of lower limit of quantification (LLOQ) of analytical methods

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

A. Husain, M. Riyazuddin, R. Katekar, S. Verma, A.A. Syed, P. Singh, ef al. Herb-drug interaction
studies of ethanolic extract of Cassia occidentalis L. coadministered with acetaminophen, theophyl-
line, omeprazole, methotrexate and methylprednisolone. Phytomed. Plus, 1(1), 100008 (2021). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.phyplu.2020.100008

R.L. Jayaraj, H. Narchi, R. Subramanian & P. Yuvaraju. Development and validation of LC-MS/MS
method for quantification of ATP, ADP and AMP in dried blood spot, liver and brain of neonate
mice pups. Results Chem., 3, 100172 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.rechem.2021.100172

B. Yuan, W. Lyu, F.F. Dinssa, J.E. Simon & Q. Wu. Free amino acids in African indigenous vegeta-
bles: Analysis with improved hydrophilic interaction ultra-high performance liquid chromatog-
raphy tandem mass spectrometry and interactive machine learning. J. Chromatogr. A, 1637, 461733
(2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.chroma.2020.461733

E. Chen, Z. Cheng, Y. Peng, Z. Wang, C. Huang, D. Liu, et al. A liquid chromatography-tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS)-based assay for simultaneous quantification of aldosterone, renin
activity, and angiotensin II in human plasma. J. Chromatogr. B, Anal. Technol. Biomed. Life Sci., 1179,
122740 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122740

S. Huang, Y. Zhang, Y. Zhang, ]. Liu, Z. Liu & X. Wang. Establishment of LC-MS/MS method for
determination of aloperine in rat plasma and its application in pre-clinical pharmacokinetics. J.
Chromatogr. B,  Anal.  Technol.  Biomed. Life Sci, 1173, 122671 (2021). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122671

D. Nalbant, J.A. Reeder, P. Li, C.T. O’Sullivan, W.K. Rogers & G. An. Development and validation
of a simple and sensitive LC-MS/MS method for quantification of ampicillin and sulbactam in hu-
man plasma and its application to a clinical pharmacokinetic study. |. Pharm. Biomed. Anal., 196,
113899 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.jpba.2021.113899

W. Guo, Z. Shi, ]. Zhang, T. Zeng, Y. He & Z. Cai. Analysis of aristolochic acid I in mouse serum
and tissues by using magnetic solid-phase extraction and UHPLC-MS/MS. Talanta, 235, 122774
(2021). Doi: http://doi.org/10.1016/j.talanta.2021.122774

A.D. Rogachev, V.P. Putilova, A.V. Zaykovskaya, O.I. Yarovaya, A.S. Sokolova, V.V. Fomenko, et
al. Biostability study, quantitation method and preliminary pharmacokinetics of a new antifilovirus
agent based on borneol and 3-(piperidin-1-yl)propanoic acid. J. Pharm. Biomed. Anal., 199, 114062
(2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.jpba.2021.114062

S.S. Al-nimry & M.S. Khanfar. Validation of an RP-HPLC method for the determination of asenap-
ine maleate in dissolution media and application to study in vitro release from co-crystals. Sci.
Pharm., 89(1), 14 (2021). Doi: https://doi.org/10.3390/scipharm89010014

X. Xu, W. Wang, Y. Chen, Q. Zhang, B. Li, Y. Zhong, et al. Simultaneous determination of ten bio-
active components from Shenling Baizhu San in rat plasma by UHPLC-MS/MS: Application to a
comparative pharmacokinetic study in normal and two models of ulcerative colitis rats. Evid.-Based
Complement. Altern. Med., 2021, 518241 (2021). Doi: https://doi.org/10.1155/2021/3518241

Q. Du, Y. Zhang, ]. Wang & B. Liu. Simultaneous determination and quantitation of hypolipidemic
drugs in fingerprints by UPLC-Q-TRAP/MS. J. Chromatogr. B, Anal. Technol. Biomed. Life Sci., 1175,
122496 (2021). doi: https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2020.122496

X. Xu, S. Luo, Q. Yang, Y. Wang, W. Li, G. Lin, et al. Development and validation of the quantitative
determination of avapritinib in rat plasma by a bioanalytical method of UPLC-MS/MS. Arab. |.
Chem., 14(6), 103152 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2021.103152

F. Rashid, R. Baghla, P. Kale, M. Shah, D. Malakar & M. Pillai. Absolute quantification of follicle
stimulating hormone (FSH) using its signature peptides and enzymatic digestion in human serum
by UPLC/LC-MS/MS. Chromatographia, 84(8), 793-802 (2021). Doi: https://doi.org/10.1007/s10337-
021-04057-4

M.Z. Hou, L.L. Chen, C. Chang, ].F. Zan & S.M. Du. Pharmacokinetic and tissue distribution study
of eight volatile constituents in rats orally administrated with the essential oil of Artemisiae argyi
folium by GC-MS/MS. |. Chromatogr. B, Anal. Technol. Biomed. Life Sci., 1181, 122904 (2021). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122904

155


https://doi.org/10.1016/j.phyplu.2020.100008
https://doi.org/10.1016/j.rechem.2021.100172
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2020.461733
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122740
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122671
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2021.113899
http://doi.org/10.1016/j.talanta.2021.122774
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2021.114062
https://doi.org/10.3390/scipharm89010014
https://doi.org/10.1155/2021/3518241
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2020.122496
https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2021.103152
https://doi.org/10.1007/s10337-021-04057-4
https://doi.org/10.1007/s10337-021-04057-4
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122904

Ali Shayanfar & Saba Rastgoo

31. A.Demurtas, S. Pescina, S. Nicoli, P. Santi, D. Ribeiro de Araujo & C. Padula. Validation of a HPLC-
UV method for the quantification of budesonide in skin layers. J. Chromatogr. B, Anal. Technol. Bio-
med. Life Sci., 1164, 122512 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2020.122512

32. M. Thirukumaran, V. Singh, Y. Arao, Y. Fujito, M. Nishimura, T. Ogura, et al. Solid-phase microex-
traction- probe electrospray ionization devices for screening and quantitating drugs of abuse in
small amounts of biofluids. Talanta, 231, 122317 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/.ta-
lanta.2021.122317

33. M. Lu, X. Lu, Z. Yu & C. Wen. Determination and pharmacokinetics of calycanthine in rat plasma
by UPLC-MS/MS. Acta Chromatogr., 33(1), 91-95 (2021). Doi: https://doi.org/10.1556/1326.2020.00772

34. P.N. Sai, B.S. Venkateswarlu, M.V. Kumudhavalli & V. Muruganantham. Bio-analytical method
development and validation for the simultaneous estimation of decitabine and cedazuridine in hu-
man plasma wusing LC-MS/MS. Int. ]. Appl. Pharm., 13(5), 257-262 (2021). Doi:
https://doi.org/10.22159/ijap.2021v13i5.41744

35. K. Lipska, A. Gumieniczek, R. Pietra & A.A. Filip HPLC-UV and GC-MS methods for determina-
tion of chlorambucil and valproic acid in plasma for further exploring a new combined therapy of
chronic lymphocytic leukemia. Molecules, 26(10), 2903 (2021). Doi: https://doi.org/10.3390/mole-
cules26102903

36. A. Girme, S. Pawar, C. Ghule, S. Shengule, G. Saste, A.K. Balasubramaniam, et al. Bioanalytical
method development and validation study of neuroprotective extract of Kashmiri saffron using
ultra-fast liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UFLC-MS/MS): In vivo pharmacoki-
netics of apocarotenoids and carotenoids. Molecules, 26(6), 1815 (2021). Doi:
https://doi.org/10.3390/molecules26061815

37. E. Aydin, B. Drotleff, H. Noack, B. Derntl & M. Lammerhofer. Fast accurate quantification of sali-
vary cortisol and cortisone in a large-scale clinical stress study by micro-UHPLC-ESI-MS/MS using
a surrogate calibrant approach. J. Chromatogr. B, Anal. Technol. Biomed. Life Sci., 1182, 122939 (2021).
Doi: https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122939

38. N. Mallock, A. Rabenstein, P. Laux, T. Riither, C. Hutzler, M.K. Parr, et al. Rapid, sensitive, and
reliable quantitation of nicotine and its main metabolites cotinine and trans-3"-hydroxycotinine by
LC-MS/MS: Method development and validation for human plasma. J. Chromatogr. B, Anal. Technol.
Biomed. Life Sci., 1179, 122736 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122736

39. A.S. Algahtani, R.N. Herqash, F. Algahtani, S.R. Ahamad, F.A. Nasr & O.M. Noman. GC-MS
method for quantification and pharmacokinetic study of four volatile compounds in rat plasma
after oral administration of Commiphora myrrh (Nees) Engl. resin and in vitro cytotoxic evaluation.
Separations, 8(12), 239 (2021). Doi: https://doi.org/10.3390/separations8120239

40. A. Yamaguchi & H. Miyaguchi. A screening method for cyanide in blood by dimethoxytriazinyl
derivatization-GC/MS. |. Chromatogr. Sci., 59(1), 1-6 (2021). Doi: https://doi.org/10.1093/chrom-
sci/bmaa081

41. S.Li, Z. Ly, L. Jiao, R. Zhang, Y. Hong, T. Aa, ef al. Quantitative determination of D4-cystine in
mice using LC-MS/MS and its application to the assessment of pharmacokinetics and bioavailabil-
ity. | Pharm. Anal., 11(5), 580-587 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.jpha.2020.08.010

42. M.H. Kwon, D.Y. Lee & H.E. Kang. Development and validation of an LC-MS/MS method for
quantification of the novel antibacterial candidate DA-7010 in plasma and application to a preclin-
ical pharmacokinetic study. Pharmaceuticals, 14(2), 163 (2021). doi:
https://doi.org/10.3390/ph14020163

43. Z.J. Zhong, Z.P. Yao, Z.Q. Shi, Y.D. Liu, L.F. Liu & G.Z. Xin. Measurement of intracellular nitric
oxide with a quantitative mass spectrometry probe approach. Anal. Chem., 93(24), 8536-8543 (2021).
Doi: https://doi.org/10.1021/acs.analchem.1c01259

44. T.Meng, L. Kosmider, G. Chai, A.A. Moothedathu-Raynold, A.C. Pearcy, B. Qin, ef al. LC-MS/MS
method for simultaneous quantification of dexamethasone and tobramycin in rabbit ocular bioflu-
ids. J. Chromatogr. B, Anal. Technol. Biomed. Life Sci, 1170, 122610 (2021). doi:
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122610

156


https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2020.122512
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2021.122317
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2021.122317
https://doi.org/10.1556/1326.2020.00772
https://doi.org/10.22159/ijap.2021v13i5.41744
https://doi.org/10.3390/molecules26102903
https://doi.org/10.3390/molecules26102903
https://doi.org/10.3390/molecules26061815
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122939
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122736
https://doi.org/10.3390/separations8120239
https://doi.org/10.1093/chromsci/bmaa081
https://doi.org/10.1093/chromsci/bmaa081
https://doi.org/10.1016/j.jpha.2020.08.010
https://doi.org/10.3390/ph14020163
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.1c01259
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122610

Incorrect determination of lower limit of quantification (LLOQ) of analytical methods

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

M. Liu, H. Yang, J. Hu, B. Shen, P. Xiang, H. Qiang, et al. Analysis of 28 hair samples from users of
the hallucinogenic beverage ayahuasca. Forensic Sci. Int., 323, 110790 (2021). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2021.110790

G. Yuan, R. Li, Q. Zhao, X. Kong, Y. Wang, X. Wang, et al. Simultaneous determination of paraquat
and diquat in human plasma by HPLC-DAD: Its application in acute poisoning patients induced
by these two herbicides. J. Clin. Lab. Anal, 35(@3), 23669 (2021). Doi:
https://doi.org/10.1002/jcla.23669

M. Ehsani, J. Soleymani, M. Hasanzadeh, Y. Vaez-Gharamaleki, M. Khoubnasabjafari & A. Jouy-
ban. Sensitive monitoring of doxorubicin in plasma of patients, MDA-MB-231 and 4T1 cell lysates
using electroanalysis method. |. Pharm. Biomed. Anal, 192, 113701 (2021). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2020.113701

T. Elawady, A. Khedr, N. El-Enany & F. Belal. HPLC-UV determination of erdafitinib in mouse
plasma and its application to pharmacokinetic studies. |. Chromatogr. B, Anal. Technol. Biomed. Life
Sci., 1171, 122629 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122629

M. Hailat, I. Al-Ani, M. Hamad, Z. Zakareia & W. Abu Dayyih. Development and validation of a
method for quantification of favipiravir as covid-19 management in spiked human plasma. Mole-
cules, 26(13), 3789 (2021). Doi: https://doi.org/10.3390/molecules26133789

N.V.Baymeeva, A.IL Platova, L.I. Miroshnichenko, A.Y. Belovolov, V.D.Gladkikh & A.M. Tatarinov.
High Performance Liquid Chromatography/Mass Spectrometry method for quantitative determi-
nation of fludrocortisone in human blood plasma. Pharm. Chem. ]., 55(5), 510-415 (2021). Doi:
https://doi.org/10.1007/s11094-021-02453-6

M.E. Yaman, A. Atila, T.C. Akman, M. Albayrak, Y. Kadioglu & Z. Halici. A sensitive UPLC-MS/MS
method for the determination of flurbiprofen in rat plasma: Application to real sample. J. Chroma-
togr. Sci., 59(6), 502-509 (2021). Doi: https://doi.org/10.1093/chromsci/bmab047

L. Zhao, S. Wang, X. Huang, Y. Fan, Z. Xue, D. Yang, et al. Pharmacokinetic and bioavailability
studies of galgravin after oral and intravenous administration to rats using HPLC-MS/MS method.
BioMed Res. Int., 2021, 919789 (2021). Doi: https://doi.org/10.1155/2021/9919789

LY. Du, T. Jiang, K. Wei, S. Zhu, Y.L. Shen, P. Ye, et al. Simultaneous quantification of four gin-
senosides in rat plasma and its application to a comparative pharmacokinetic study in normal and
depression rats using UHPLC-MS/MS. ]. Anal. Methods Chem., 2021, 488822 (2021). Doi:
https://doi.org/10.1155/2021/4488822

K. Tanaka, H. Sugiyama, H. Morinaga, A. Onishi, K. Tanabe, H.A. Uchida, et al. Late-onset renal
variant Fabry disease with R112H mutation and mild increase in plasma globotriaosylsphingosine:
a case report. Front. Med., 11, 1383308 (2021). Doi: https://doi.org/10.3389/fmed.2024.1383309

H. Nasrollahpour, I. Isildak, M.R. Rashidi, E.A. Hashemi, A. Naseri & B. Khalilzadeh. Ultrasensi-
tive bioassaying of HER-2 protein for diagnosis of breast cancer using reduced graphene oxide/chi-
tosan as nanobiocompatible platform. Cancer Nanotechnol,, 12(1), 10 (2021). Doi:
https://doi.org/10.1186/s12645-021-00082-y

X. Hu, X. Bian, W.Y. Gu, B. Sun, X. Gao, J.L. Wu, ef al. Stand out from matrix: Ultra-sensitive
LC-MS/MS method for determination of histamine in complex biological samples using derivati-
zation and solid phase extraction. Talanta, 225, 122056 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.ta-
lanta.2020.122056

N. Tanna, L.G. Mullin, P.D. Rainville, I.D. Wilson & R.S. Plumb. Improving LC/MS/MS-based bio-
analytical method performance and sensitivity via a hybrid surface barrier to mitigate analyte —
metal surface interactions. J. Chromatogr. B, Anal. Technol. Biomed. Life Sci., 1179, 122825 (2021). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122825

M. Shaban, S. Ghaffary, . Hanaee, A. Karbakhshzadeh & S. Soltani. Synthesis and characterization
of new surface modified magnetic nanoparticles and application for the extraction of letrozole from
human plasma and analysis with HPLC-fluorescence. |. Pharm. Biomed. Anal., 193, 113659 (2021).
Doi: https://doi.org/10.1016/j.jpba.2020.113659

H.Y. Kim, E. Ruiter, E.M. Jongedijk, H.K. Ak, B.]. Marais, B. Pk, ef al. Saliva-based linezolid moni-
toring on a mobile UV spectrophotometer. . Antimicrob. Chemother., 76(7), 1786-1792 (2021). Doi:
https://doi.org/10.1093/jac/dkab075

157


https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2021.110790
https://doi.org/10.1002/jcla.23669
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2020.113701
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122629
https://doi.org/10.3390/molecules26133789
https://doi.org/10.1007/s11094-021-02453-6
https://doi.org/10.1093/chromsci/bmab047
https://doi.org/10.1155/2021/9919789
https://doi.org/10.1155/2021/4488822
https://doi.org/10.3389/fmed.2024.1383309
https://doi.org/10.1186/s12645-021-00082-y
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2020.122056
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2020.122056
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122825
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2020.113659
https://doi.org/10.1093/jac/dkab075

Ali Shayanfar & Saba Rastgoo

60. Y.Chen, CFF. Xu, B. Stanley, G. Evangelist, A. Brinkmann, S. Liu, et al. A highly sensitive LC-MS/MS
method for targeted quantitation of lipase host cell proteins in biotherapeutics. |. Pharm. Sci.,
110(12), 3811-3818 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.xphs.2021.08.024

61. G. Jitcd, E. Fogarasi, B.E. C”)sz, C.E. Vari, A. Tero-Vescan, A. Miklos, ef al. A simple HPLC/DAD
method validation for the quantification of malondialdehyde in rodent’s brain. Molecules, 26(16),
5066 (2021). Doi: https://doi.org/10.3390/molecules26165066

62. W.Jin, J. Gui, G. Lj, F. Jiang & D. Han. High-throughput quantitation of trace level melatonin in
human milk by on-line enrichment liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Anal. Chim.
Acta, 1176, 338764 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.aca.2021.338764

63. J. Zhang, H. Si, J. Sun, K. Lv, B. Yan, B. Li, et al. Determination of myrislignan levels in BALB/c
mouse plasma by LC-MS/MS and a comparison of its pharmacokinetics after oral and intraperito-
neal administration. BMC Vet. Res., 17(1), 275 (2021). Doi: https://doi.org/10.1186/s12917-021-02990-
y

64. J.Li, Y. Hu, Y. Wu, T. Feng, C. Wen & X. Jiang. Pharmacokinetics of palmatine in rat after oral and
intravenous administration by UPLC-MS/MS. Acta Chromatogr., 33(1), 25-29 (2021). Doi:
https://doi.org/10.1556/1326.2020.00712

65. H.Kim, Y. Choi, Y. An, Y.R. Jung, ].Y. Lee, H.]. Lee, et al. Development of p-coumaric acid analysis
in human plasma and its clinical application to PK/PD study. J. Clin. Med., 10(1), 108 (2021). Doi:
https://doi.org/10.3390/jcm10010108

66. M. Moradi, J. Soleymani, H. Tayebi-Khosroshahi, M. Khoubnasabjafari & A. Jouyban. Simple de-
termination of p-cresol in plasma samples using fluorescence spectroscopy technique. Iran. |.
Pharm. Res., 20(2), 68-78 (2021). Doi: https://doi.org/10.22037/ijpr.2020.114330.14799

67. ]. Pyo. Rapid evaluation method for propofol abusing with hair by using centrifugal filter and lig-
uid chromatography-tandem mass spectrometry. Curr. Pharm. Anal., 17(9), 1171-1177 (2021). Doi:
https://doi.org/10.2174/1573412916999200801023457

68. M. Hefnawy, A. Al-Majed, H. Alrabiah, N. Algrain, M. Mohammed & Y.B. Jardan. Rapid and sen-
sitive LC-MS/MS method for the enantioanalysis of verapamil in rat plasma using superficially
porous silica isopropyl-cyclofructan 6 chiral stationary phase after SPE: Application to a stereose-
lective pharmacokinetic study. J. Pharm. Biomed. Anal., 201, 114108 (2021). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2021.114108

69. J.Lun, W. Zhang, Y. Zhao, Y. Song & X. Guo. Enantiomeric separation of dioxopromethazine and
its stereoselective pharmacokinetics in rats by HPLC-MS/MS. J. Pharm. Sci., 110(8), 3082-3090
(2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.xphs.2021.04.015

70. S.N. Prudhvi, B.S. Venkateswarlu, M.V. Kumudhavalli & V. Muruganantham. Novel stability in-
dicating LC-MS/MS method for the simultaneous estimation of Remogliflozin etabonate and
Vildagliptin human plasma. J. Med. Pharm. Allied Sci, 10(5), 3718-3725 (2021). Doi:
https://doi.org/10.22270/jmpas.v10i5.1655

71. Y. Shen, D. Meng, F. Chen, H. Jiang, L. Hu, Y. Zhou, et al. Determination of sarecycline by UPLC-
MS/MS and its application to pharmacokinetic study in rats. Acta Chromatogr., 33(3), 228-233 (2021).
Doi: https://doi.org/10.1556/1326.2020.00796

72. H. Nasrollahpour, M. Mahdipour, I. Isildak, M.R. Rashidi, A. Naseri & B. Khalilzadeh. A highly
sensitive electrochemiluminescence cytosensor for detection of SKBR-3 cells as metastatic breast
cancer cell line: A constructive phase in early and precise diagnosis. Biosens. Bioelectron., 178,
113023 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.bios.2021.113023

73. M. Chen, Q. Jiang, M. Zhang, S. Chen, J. Lou, Y. Chen, ef al. Establishment of quantitative method-
ology for sophoridine analysis and determination of its pharmacokinetics and bioavailability in rat.
Drug Dev. Ind. Pharm., 47(5), 741-747 (2021). Doi: https://doi.org/10.1080/03639045.2021.1934862

74. S.Mowaka, N. Ashoush, M.M. Tadros & B.M. Ayoub. Investigation of pharmacokinetic parameters
of trelagliptin in Egyptian volunteers using sensitive LC-MS/MS: A comparative study with a Jap-
anese  population. J.  Anal.  Methods  Chem., 2021, 9664099  (2021). Doi:
https://doi.org/10.1155/2021/9664099

75. M. Mahmoudpour, A. Saadati, M. Hasanzadeh & H. Kholafazad-kordasht. A stretchable glove sen-
sor toward rapid monitoring of trifluralin: A new platform for the on-site recognition of herbicides

158


https://doi.org/10.1016/j.xphs.2021.08.024
https://doi.org/10.3390/molecules26165066
https://doi.org/10.1016/j.aca.2021.338764
https://doi.org/10.1186/s12917-021-02990-y
https://doi.org/10.1186/s12917-021-02990-y
https://doi.org/10.1556/1326.2020.00712
https://doi.org/10.3390/jcm10010108
https://doi.org/10.22037/ijpr.2020.114330.14799
https://doi.org/10.2174/1573412916999200801023457
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2021.114108
https://doi.org/10.1016/j.xphs.2021.04.015
https://doi.org/10.22270/jmpas.v10i5.1655
https://doi.org/10.1556/1326.2020.00796
https://doi.org/10.1016/j.bios.2021.113023
https://doi.org/10.1080/03639045.2021.1934862
https://doi.org/10.1155/2021/9664099

Incorrect determination of lower limit of quantification (LLOQ) of analytical methods

based on wearable flexible sensor technology using lab-on-glove. J. Mol. Recogn., 34(10), 2923 (2021).
Doi: https://doi.org/10.1002/jmr.2923

76. M.J. Wang, Y.H. Zhao, C. Fan, Y.J. Wang, X.Q. Wang, X.J. Qiu, et al. Development of an UPLC-
MS/MS method for the quantitative analysis of upadacitinib in beagle dog plasma and pharmaco-
kinetics study. Drug Des. Dev. Ther., 15, 4167-4175 (2021). Doi: https://doi.org/10.2147/dddt.s332282

77. T.L. Parsons, L.A. Kryszak & M.A. Marzinke. Development and validation of assays for the quan-
tification of 3-D-N4-hydroxycytidine in human plasma and 3-D-N4-hydroxycytidine-triphosphate
in peripheral blood mononuclear cell lysates. J. Chromatogr. B, Anal. Technol. Biomed. Life Sci., 1182,
122921 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122921

HOW TO CITE THIS ARTICLE

A. Shayanfar & S. Rastgoo. Incorrect determination of lower limit of quantification (LLOQ) of
analytical methods. Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., 54(1), 145-159 (2025). Doi:
https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v54n1.117696

159


https://doi.org/10.1002/jmr.2923
https://doi.org/10.2147/dddt.s332282
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122921
https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v54n1.117696

Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., 54(1), 160-174 (2025)

Articulo de investigacion cientifica

Estudio farmacogndstico y actividad antimicrobiana in vitro de las
hojas de Zanthoxylum fagara (L.) Sarg.

Rosalia Gonzalez-Fernandez!, Yamilé Heredia-Diaz? Julio César Escalona-Arraz3,
Yuselis Ramos-Dominguez*, Paul Cos® & Jestis Garcia-Diaz®*

1 Centro de Toxicologia y Biomedicina (TOXIMED), Universidad de Ciencias Médicas, Autopista Na-
cional Km 11/2 s/n, Santiago de Cuba 90400, Cuba; Correo-e: rosaliagonzalez.9110@gmail.com, OR-
CID: https://orcid.org/0000-0001-8268-2428

2Departamento de Farmacia, Facultad de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de Oriente, Ave-
nida Patricio Lumumba s/n, Santiago de Cuba 90500, Cuba; Correo-e: yherediad@gmail.com, ORCID:
https://orcid.org/0000-0003-3863-0668

3 Departamento de Ciencias Farmacéuticas, Facultad de Ciencias, Universidad Catolica del Norte, An-
gamos, Antofagasta 0610, Chile; Correo-e: julio.escalona@ucn.cl, ORCID: https://orcid.org/0000-0003-
3609-4451

4 Farmacia, Hospital General Docente Dr. Juan Bruno Zayas Alfonso, Carretera del Caney Km 2 1/2,
Santiago de Cuba 90100, Cuba; Correo-e: yusidominguez@gmail.com

5 Laboratorio de Microbiologia, Parasitologia e Higiene (LMPH), Facultad de Ciencias Farmacéuticas,
Biomédicas y Veterinarias, Universidad de Amberes, Universiteitsplein 1, 2610, Amberes, Bélgica. Co-
rreo-e: paul.cos@uantwerpen.be, ORCID: https://orcid.org/0000-0003-4361-8911

¢ Departamento de Farmacognosia y Botanica Farmacéutica, Facultad de Farmacia, Universidad de
Charles, Akademika Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralove, Republica Checa. Correo-e:
jgadil990@gmail.com, ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2309-3417

*Autor para correspondencia: jgadi1990@gmail.com

Recibido: 1 de julio de 2024
Corregido: 21 de enero de 2025
Aceptado: 28 de enero de 2025

https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v54n1.115477

RESUMEN

Introduccion: El Zanthoxylum fagara (L.) Sarg., es una especie medicinal usada por la poblaciéon cubana,
que cuenta con pocos estudios cientificos. Objetivo: Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro frente
a bacterias, hongos y parasitos de las hojas de Z. fagara. Metodologia: Al material vegetal recolectado
se le determinaron los pardmetros farmacogndsticos segun lo establecido en la norma de la OMS para
materiales vegetales. La actividad antimicrobiana in vitro a través de métodos colorimétricos de micro-
dilucion se le determiné a un extracto hidroalcohélico obtenido por percolacion. Al extracto se le deter-
minaron los parametros fisico-quimicos, la composiciéon quimica cualitativa, asi como su contenido de
fenoles y flavonoides totales a través del método de Folin-Ciocalteu y cloruro de aluminio respectiva-
mente. Resultados: Los parametros farmacognosticos obtenidos fueron: humedad residual (11,5 %), ce-
nizas totales (7,91 %), cenizas solubles en agua (2,64 %) y sustancia extraible (agua, EtOH 30 %, 70 % y
95 %). Se identificaron los metabolitos siguientes: alcaloides, triterpenos y esteroides, aceites esenciales,
flavonoides, carbohidratos, fenoles y taninos. El extracto hidroalcohdlico 70% tuvo un olor caracteris-
tico, un color amarillo verdoso, densidad relativa de 0,9244 + 0,0651; pH de 5,97, indice de refraccion de
1,3605 y sélidos totales de 21,4 mg/100 mL. El contenido de fenoles y flavonoides totales fue de 14,73 ug
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de acido galico/mg y 3,11 ug de quercetina/mg respectivamente. El extracto no fue activo frente a bac-
terias y hongos, sin embargo, exhibi6é una potente actividad frente a los parasitos, siendo Trypanosoma
brucei (Clso = 2,48 + 1,38 pug/mL) el mas sensible. Conclusion: Los resultados evidencian las potenciali-
dades antiparasitarias de las hojas de Z. fagara.

Palabras claves: Zanthoxylum fagara (L.) Sarg., parametros farmacogndsticos, fenoles totales, flavonoi-
des totales, actividad antimicrobiana in vitro

SUMMARY
Pharmacognostic study and in vitro antimicrobial activity of Zanthoxylum fagara (L.) Sarg leaves

Introduction: Zanthoxylum fagara (L.) Sarg. is a medicinal species used by the Cuban population, which
has scarce scientific reports. Objective: To evaluate the in vitro antimicrobial activity against bacteria,
fungi and parasites of Z. fagara leaves. Methodology: Pharmacognostic parameters were determined as
established in the WHO standard for plant materials. The in vitro antimicrobial activity for colorimetric
microdilution methods was determined to a hydroalcoholic extract obtained by percolation. The phys-
ical-chemical parameters, qualitative chemical composition, as well as its content of phenols and total
flavonoids were determined for the extract by the Folin-Ciocalteu method and aluminum chloride re-
spectively. Results: The pharmacognostic parameters obtained were: residual moisture (11.5 %), total
ashes (7.91%), water-soluble ashes (2.64 %) and extractable substance (water, EtOH 30 %, 50 %, 70 %
and 95 %). The following metabolites were identified: alkaloids, triterpenes and steroids, essential oils,
flavonoids, carbohydrates, phenols and tannins. The 70% hydroalcoholic extract had a characteristic
odor, a greenish-yellow color, relative density of 0.9244 + 0.0651; pH of 5.97; refractive index of 1.3605
and total solids of 21.4 mg/100 mL. The content of total phenols and flavonoids was 14.73 pg of gallic
acid/mg and 3.11 ug of quercetin/mg respectively. The extract was not active against bacteria and fungi,
however, it exhibited potent activity against parasites, with Trypanosoma brucei (ICs = 2.48 + 1,38
ug/mL) being the most sensitive. Conclusion: The results show the antiparasitic potential of Z. fagara
leaves.

Keywords: Zanthoxylum fagara (L.) Sarg., pharmacognostic parameters, total phenolics, total flavonoids,
in vitro antimicrobial activity.

RESUMO

Estudo farmacogndstico e atividade antimicrobiana in vitro de folhas de Zanthoxylum fagara (L.)
Sarg

Introducado: Zanthoxylum fagara (L.) Sarg. é uma espécie medicinal utilizada pela populacao cubana, que
possui escassos relatos cientificos. Objetivo: Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro contra
bactérias, fungos e parasitas das folhas de Z. fagara. Metodologia: Os parametros farmacognosticos
foram determinados conforme estabelecido no padrao da OMS para materiais vegetais. A atividade
antimicrobiana in vitro por métodos de microdilui¢ao colorimétrica foi determinada para um extrato
hidroalcodlico obtido por percolagao. Os parametros fisico-quimicos, a composi¢do quimica qualitativa,
bem como o teor de fendis e flavondides totais foram determinados para o extrato pelo método de Folin-
Ciocalteu e cloreto de aluminio respectivamente. Resultados: Os parametros farmacognosticos obtidos
foram: umidade residual (11,5 %), cinzas totais (7,91 %), cinzas soltiveis em dgua (2,64 %) e substancia
extraivel (agua, EtOH 30 %, 50 %, 70 % e 95 %). Foram identificados os seguintes metabdlitos: alcaldides,
triterpenos e esterdides, Oleos essenciais, flavonodides, carboidratos, fendis e taninos. O extrato
hidroalcodlico 70% apresentou odor caracteristico, coloragdao amarelo-esverdeada, densidade relativa
de 0,9244 + 0,0651; pH de 5,97;, indice de refracdo de 1,3605 e sdlidos totais de 21,4 mg/100 mL. O
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conteudo de fendis e flavondides totais foi de 14,73 ug de acido galico/mg e 3,11 pg de quercetina/mg
respectivamente. O extrato nao foi ativo contra bactérias e fungos, porém apresentou potente atividade
contra parasitas, sendo Trypanosoma brucei (ICso = 2,48 + 1,38 ug/mL) o mais sensivel. Conclusao: Os
resultados mostram o potencial antiparasitario das folhas de Z. fagara.

Palavras-chave: Zanthoxylum fagara (L.) Sarg., parametros farmacognosticos, fendlicos totais,
flavonoides totais, atividade antimicrobiana in vitro.

1. INTRODUCCION

La utilizacién de las plantas con fines medicinales se remonta desde épocas antiguas. Donde
el hombre a través del tiempo ha buscado en ellas la cura para disimiles dolencias. Hoy en dia,
las investigaciones relacionadas con las especies vegetales se basan en fundamentar cientifica-
mente el uso etnomedicinal de estas [1]. Por lo que son cada vez mas numerosas, a tal punto
que en los ultimos afos el niumero de publicaciones ha ido en constante crecimiento ya que
son consideradas fuentes naturales para la obtencién de novedosas moléculas bioactivas [2, 3].

La medicina tradicional ha proporcionado soluciones terapéuticas para el control de agen-
tes infecciosos [4]. Entre las enfermedades infecciosas se encuentras las bacterianas, fungicas
y parasitarias. A pesar de que existen tratamientos para estas afecciones, actualmente muchos
microorganismos han creado resistencia a los antibidticos convencionales, a través de muta-
ciones genéticas y otros mecanismos, lo que constituye un problema de salud mundial actual
[5]. Por lo que resulta de gran importancia estudiar extractos o sustancias puras aisladas de
plantas medicinales, los cuales podrian contribuir a mejorar la terapéutica antimicrobiana.

A nivel mundial el género Zanthoxylum perteneciente a la familia Rutaceae, tiene un gran
valor a nivel etnobotanico, de actividad bioldgica y fitoquimico [6-8]. Se reporta que diversas
especies han sido utilizadas en distintas partes del mundo para el tratamiento de un sinnu-
mero de afecciones en humanos. Como por ejemplo en la tos, enteritis, diarrea, resfriados,
reumatismo, tlceras, enfermedades de los sistemas circulatorio y respiratorio, malaria, diabe-
tes, hipertension, infecciones causadas por diversos agentes patdgenos, entre otras [8]. Nume-
rosos estudios de extractos y metabolitos secundarios aislados han mostrado interesante acti-
vidad anticancerigena, insecticida, antibacteriana, antifingica y antiparasitaria [9]. Estas pro-
piedades farmacoldgicas ha sido asociada a la presencia de diversos compuestos tales como:
alcaloides, cumarinas, terpenoides y compuestos fendlicos (flavonoides, taninos) [10].

En Cuba, este género se encuentra representado por 25 especies dentro de las que se
encuentra la especie Zanthoxylum fagara (L.) Sarg [11]. El cual se conoce popularmente como:
amoroso, arufia gato, limoncillo, tomeguin, zarza de tomeguin y tarro de chivo. Es un arbusto
muy comun en todas las costas secas y pedregosas de la Isla. La hoja como la corteza se han
utilizada en la medicina tradicional por sus propiedades antipiréticas y sedantes. Ademas, se
informa su uso por sus propiedades sudorifica, estimulante circulatorio y nervioso. Otros re-
portes en la isla, evidencia su empleo para tratar el reumatismo crénico y la sifilis [12, 13].

Se han reportado algunos estudios fitoquimicos de esta planta medicinal, en los cuales se
ha demostrado la presencia de alcaloides [14], lignanos, cumarinas [15], saponinas, aceites
esenciales [16], lactonas, azticares reductores, fenoles y taninos [17]. Estos compuestos pudie-
ran estar relacionados con las propiedades farmacoldgicas que han mostrado diferentes ex-
tractos, como son: antifingica y antibacteriana [16-18]. No obstante, atin resultan limitados
estos hallazgos que no permiten establecer el potencial real antimicrobiano de la especie, asi
como, el rol de la composicion quimica de las hojas sobre esta actividad farmacolédgica. Esto
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constituye un campo de interés por explorar de ahi que, se propone como objetivo: Evaluar la
actividad antimicrobiana in vitro frente a bacterias, hongos y parasitos de las hojas de Zant-
hoxylum fagara (L.) Sarg., lo que contribuira a enriquecer su informacion cientifica y al desarro-
llo futuro de preparados medicinales naturales para el tratamiento de infecciones resistentes a
las terapias actuales.

2. METODOLOGIA

2.1. Recoleccion y procesamiento del material vegetal

Las hojas de la especie vegetal Zanthoxylum fagara (L.) Sarg., se recolectaron en la manana, en
el Palenque (poblado de Siboney; 19°58'01.1"N 75°42'49.3"W), Santiago de Cuba. Una muestra
de la planta herborizada fue sometida a identificacion taxondmica en el Centro Oriental de
Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECO). La misma fue depositada en el Herbario “Jorge Sie-
rra” de dicha institucion con un namero de ficha 19270. El material vegetal colectado, se seco
a la sombra por 10 dias y fue molinada en un molino de cuchilla marca MRC Modelo KM700
(Suiza).

2.2. Determinacion de los parametros farmacognosticos de las hojas

Se determinaron pardmetros farmacognosticos tales como humedad residual, cenizas totales
y cenizas solubles en agua y sustancias solubles, segtn lo descrito en la norma Quality control
methods for herbal materials de la organizacion mundial de la Salud (OMS) [19]. Todos los ensa-
yos fueron realizados por triplicado y se expresaron como la media + desviacion estandar.

2.2.1. Determinacion de la humedad residual
La humedad residual se le determiné a través del método azeotropico [19] y la ecuacion 1 se
utilizo para el calculo de este indice:

H = % x 100 (Ecuacién 1)

Donde, V1i: volumen de agua inicial, V2: volumen final de agua (mL), M: masa de la muestra
(g), y 100: factor matematico para los calculos.

2.2.2. Determinacion de cenizas totales y cenizas solubles en agua

Para la determinacion de cenizas totales y cenizas solubles en agua [19], se empleé una mufla
(Yudian/China) y las pesadas fueron realizadas en una balanza analitica (Sartorius/Alemania).
Cada determinacion se realizd a partir de 2 g de la muestra. Los calculos se efectuaron por
ecuaciones 2, 3,4y 5:

My,—M

C, = x 100 (Ecuacion 2)
1_M

C, = £ x100 (Ecuacion 3)
100-H

Donde, Ci: Cenizas totales en base hidratada, Ci: Cenizas totales, M: Masa del crisol vacio (g),
M:: Masa del crisol con la muestra de ensayo (g), M2: Masa del crisol con la ceniza (g), 100:
Factor matematico para los célculos, y H: % humedad

Las cenizas solubles en agua (CSA) se determinaron a partir de las cenizas totales, luego
de disolver las mismas en agua destilada.
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My—M,

C, = x 100 (Ecuacion 4)
M;—M
csa = &% (Ecuacion 5)
100—H

Donde, Ci: % cenizas solubles en agua en base hidratada, CSA: cenizas solubles en agua, M:
masa del crisol vacio (g), Mi: masa del crisol con la muestra de ensayo (g), M2: masa del crisol
con las cenizas totales (g), Ma: masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g), 100: Factor
matematico para los calculos, y H: % de humedad.

2.2.3. Determinacion de sustancias solubles

El ensayo de sustancias solubles [19] se llevo a cabo a partir de 5 g de la droga vegetal seca
pulverizada. Los solventes utilizados fueron agua, etanol al 30%, 70% y 95%. Los calculos fue-
ron realizados empleando la ecuacion 6:

_ (RX500x100)
T (Mx(100-H))

Ss

(Ecuacion 6)

Donde, H: humedad de la muestra en %, 500 y 100: factores matematicos para los calculos, R:
residuo de la muestra (g), y M: masa de la muestra (g).

2.3. Determinacion de la actividad antimicrobiana in vitro

2.3.1. Obtencion del extracto
El extracto hidroalcoholico se obtuvo mediante el proceso de extraccién de percolacion con
etanol al 70 % acorde al procedimiento descrito por Diaz y colaboradores [20].

2.3.2. Determinacion los parametros fisico-quimicos y quimicos del extracto total

Al extracto obtenido se le determinaron los parametros fisico-quimicos, la composiciéon qui-
mica cualitativa y cuantitativa. Los indices numéricos son expresados como la media (n=3) +
desviacion estandar.

2.3.2.1. Determinacion de las caracteristicas organolépticas: al extracto total se le determind el
olor y el color.

2.3.2.2. Determinacién de pH: se determiné en un pH-metro digital (Everich, China) con un
electrodo combinado de vidrio y calomel con control de temperatura (T 25 °C).

2.3.2.3. Determinacion del indice de refraccion: se determind con el prisma de medicién de un
refractdmetro ABB (Carlseiss Jena, Alemania) previa calibracién con agua destilada a la tem-
peratura de 25 °C.

2.3.2.4. Determinacion de la densidad relativa: se determiné por el método de picnometria.
La densidad relativa (D) se calculé mediante la ecuacién matematica siguiente:

D= (Ecuacion 7)
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Donde, m: masa del picnometro vacio (g), m1: masa del picndmetro con la muestra de ensayo
(g), y m2: masa del picnémetro con agua (g).

2.3.2.5. Determinacion de sdlidos totales: Los sdlidos totales St se determind por el método
gravimétrico y utilizo la ecuacion 8 para el calculo:

P.—P

St = x 100 (Ecuacion 8)
Donde, Pr: masa de la cadpsula mas el residuo (g), P: masa de la capsula vacia (g), V: volumen
de la porcion de ensayo (5 mL), y 100: factor matematico.

2.3.2.6. Determinacion de la composicion quimica cualitativa: Al extracto se le determin la
composicion quimica cualitativa (alcaloides, triterpenos y esteroides, quinonas, cumarinas, sa-
poninas, resinas, mucilagos, aceites esenciales, azticares reductores, fenoles y taninos, aminoa-
cidos y aminas libres, carbohidratos, flavonoides, principios amargos y/o astringentes) seguin
lo descrito por Rivas y colaboradores [21].

2.3.2.7. Determinacion de la composicion quimica cuantitativa: Al extracto se le determind el
contenido de fenoles totales y flavonoides totales por el método colorimétrico de Folin-Ciocal-
teu (Sigma-Aldrich, EE.UU) [22] y por el método colorimétrico con cloruro de aluminio
(Sigma-Aldrich, EE.UU) [23] respectivamente (ver material suplementario). La medicion es-
pectrofotométrica fue realizada por triplicado en un Espectrofotometro UV/VIS de la firma PG
Instruments modelo T60 a una absorbancia de 760 nm (fenoles totales) y 420 nm (flavonoides
totales). Se cuantificé la cantidad de compuestos fendlicos solubles totales y flavonoides totales
presentes en el extracto, mediante la construccion de una curva patron usando como estandar
acido galico (Sigma-Aldrich, EE.UU) y quercetina (Sigma-Aldrich, EE.UU). Los resultados se
expresaron como g equivalente de acido galico/mg del extracto y ug en equivalente de quer-
cetina/mg de extracto. Las ecuaciones empleadas para el calculo de las concentraciones de fe-
noles y flavonoides totales, expresadas como acido galico y quercetina, respectivamente, fue-
ron:

AGEXD .
Conc (E) =— (Ecuacion 9)
mg P

Donde: AGE: 4cido galico equivalente (ug/mL), D: factor de dilucion, y P: peso de la muestra
(mg)

Conc (;—gg) = QE%D (Ecuacion 10)

Donde: QE: quercetina equivalente (ug/mL), D: factor de dilucién, y P: peso de la muestra
(mg).

2.3.3. Ensayo de la actividad antimicrobiana in vitro

Al extracto se le determind la actividad antimicrobiana mediante un ensayo in vitro integral
contra un panel de microorganismos integrado por bacterias, hongos y parasitos. Se emplea-
ron métodos de microdilucién colorimétricos y de conteo directo de tincién con solucion de
Giemsa al 10 %. Los ensayos fueron realizados seguin los descrito por Diaz y colaboradores

165



R. Gonzalez-Fernandez, Y. Heredia-Diaz, J.C. Escalona-Arraz, et al.

(ver material suplementario) [24]. El extracto se prepard en dimetilsulféxido (DMSO, BDH,
Poole, Inglaterra) 100% a una concentracién madre de 20 mg/mL. A partir de esta disolucion
las muestras fueron diluidas sucesivamente 1:2 en agua desmineralizada hasta obtener 6 nive-
les de concentracion: 128-4 ug/mL. Se emplearon como farmacos de referencia: doxiciclina (S.
aureusy E. coli), flucitosina (C. albicans), miltefosina (L. infantum), benzinidazol (T. cruzi) y sura-
mina (7. brucei); todos se compraron a Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos. Los resulta-
dos se expresaron como concentracion media inhibitoria Cls determinada por regresion lineal
a partir de las concentraciones evaluadas, expresados como la media de dos experimentos rea-
lizados.

2.3.3.1. Microorganismos: Las cepas de microorganismos utilizadas fueron: Staphylococcus au-
reus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739 y Candida albicans ATCC B59630 (azol resistente). Las
bacterias fueron cultivadas en medio MHB (acronimo del inglés Mueller Hinton Broth) y man-
tenidas en medio Triptona-Soya-Agar. Los hongos se cultivaron en medio Roswell Park Me-
morial Institute (RPMI acronimo en inglés)-1640 (Gibco-BRL, EE.UU). Todos los cultivos y en-
sayos se realizaron a 37 °C bajo una atmdsfera de 5% de CO. Las cepas fueron proporcionadas
por la coleccién de cultivo del Laboratorio de Microbiologia, Parasitologia e Higiene de refe-
rencia europea perteneciente a la Universidad de Amberes, Bélgica.

Parala actividad antiparasitaria se utilizaron las cepas de Leishmania infantum MHOM/MA
(BE)/67, Trypanosoma cruzi (Tulahuen CL2, (3 galactosidasa (sensible a nifurtimox), Trypanosoma
brucei var brucei Squib 427 (sensible a suramina, las cuales fueron proporcionadas por el propio
Laboratorio de la Universidad de Amberes. Leishmania infantum fue mantenida en Golden
Héamster (Mesocricetus auratus) y las cepas de T. cruzi sobre células MRC-5sv2 en medio MEN,
suplementado con 200 mM de L-glutamina, 16,5 mM de NaHCO:s y 5% de suero fetal bovino.
El medio Hirumi (HMI-9) fue suplementado con 10 % de suero fetal bovino y se utilizo para
mantener la cepa de T. brucei var brucei.

3. RESULTADOS

3.1. Parametros farmacognosticos de las hojas
En la tabla 1 se muestran los resultados de los pardmetros farmacognosticos obtenidos para
las hojas de la especie Z. fagara.

Tabla 1. Comportamiento de la humedad residual, cenizas totales y solubles en agua y sustancias solu-
bles para la hoja de Z. fagara.

SS (%)

H o, 0, [0)
) Cr (%) Con (%) agua EtOH30% | EtOH70% | EtOH 95 %

11,5+0,70 |791+0,04 |2,64+048 26,93 + 0,00 19,58 + 0.00" 15,19 + 0.00 7,71 £0.00°

Leyenda: H, Humedad residual; Cr, Cenizas totales; Csa, Cenizas solubles en agua, SS, sustancias solu-
bles. El * encima de los nimeros significa que existen diferencias estadisticas en las medias obtenidas
para cada disolvente para un p-valor menor que 0,05 empleando el test de Minimas y Méximas Dife-
rencias Significativas de Tukey-HSD.

3.2. Determinacion los parametros fisico-quimicos, composicion quimica cua-

litativa y cuantitativas al extracto hidroalcohdlico
Los resultados de la determinacion de los pardmetros fisico-quimicos al extracto hidroalcohd-
lico obtenido a partir de las hojas de Z. fagara se recogen en la tabla 2.
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Tabla 2. Parametros fisico-quimicos del extracto hidroalcohdlico de hoja de Z. fagara.

pH =S IR £8 ST (%) =S
+
Olor Color DR =S (T 25 °C) (T 25 °C) (mg/100 mL)
Caracteristico | ™20 | 0 9044+ 0,0651 | 5,97 0,061 1,3605+0,0004 | 21,4 +0,0424
verdoso

Leyenda: DR (Densidad relativa), IR (Indice de refraccién), ST (Solidos totales).

En el extracto se evidenci6 la presencia cualitativa de alcaloides, aceites esenciales, flavonoi-
des, fenoles y taninos. Por su parte, cuantitativamente se determiné contenido tanto de fenoles
como de flavonoides totales en el extracto de Z. fagara, obteniéndose que para el primero fue
de 14,73 + 0,26 pg de acido galico/mg y en el caso del segundo fue de 3,11 + 0,16 ug de querce-
tina/mg.

3.3. Actividad antimicrobiana in vitro

Los resultados de actividad antimicrobiana in vitro del extracto frente a bacterias, hongos y
parasitos se muestran en la Tabla 3. Se considero activo el extracto cuando la CIs fuera menor
o igual que 100 pug/mL [25].

Tabla 3. Actividad antimicrobiana in vitro del extracto de hojas de Z. fagara frente a bacterias, hongos y
arasitos.

Bacterias y hongos Parasitos
Clso pg/mL Clsopg/mL = S
Ec Sa Ca Tbr Tc Lin
>128 >128 >128 2,48 +1,38 13,19 £ 13,17 13,19 + 4,29

Leyenda:, Ec (Escherichia coli), Sa (Staphylococcus aureus), Ca (Candida albicans), Tbr (Trypanosoma brucei),
Tc (Trypanosoma cruzi), Lin (Leishmania infantum), Clso (Concentracién inhibitoria media), S (Desviacion
estandar).

4. DISCUSION

El exceso de agua en las drogas vegetales una vez sometida a un proceso de secado puede
promover el crecimiento de hongos, la presencia de insectos o provocar la hidrdlisis de com-
puestos activos que se encuentran en el material vegetal y por consiguiente su posterior dete-
rioro [19]. Es por ello, que los limites en el contenido de agua en el material vegetal seco deben
ser determinados. La humedad residual por el método azeotrdpico a las hojas de la especie Z.
fagara, estuvo dentro de los limites establecidos por la bibliografia de referencia, la cual fue de
11,5+ 0,70 % (Tabla 1). Lo que indica que el secado a la sombra utilizado permite que se con-
serve y se mantenga la calidad de estas, para ser usadas como posible materia prima, logran-
dose una mayor conservacion por un tiempo prolongado. También se evita la proliferacion de
microorganismos y degradacion de metabolitos que sean volatiles con una posible actividad
farmacologica.

El contenido de cenizas totales fue otro de los parametros determinados, indicativo de la
calidad del material con que se trabaja y constituyen una base para definir su pureza e identi-
dad. También brinda informacién relativa a la posible adulteracién con materias inorganicas,
cuerpos extranos o la cantidad de estos elementos en su contenido [26]. El contenido de cenizas
totales fue de 7,91 + 0,04 % (Tabla 1), el cual excedid del limite permisible reportado en las
Farmacopeas que es hasta el 5 % [22, 27]. Este comportamiento pudiera estar relacionado a la
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presencia de cenizas fisioldgicas de esta droga vegetal, que es la cantidad remanente después
de la ignicién del material, derivadas de los tejidos celulares [28]. Ademas de la posible pre-
sencia de metales alcalinos y alcalino-térreos en las hojas. Por lo que se recomienda realizar la
determinacion del contenido de metales en la droga seca por técnicas analitica de plasma con
acoplamiento inductivo ICP. La cantidad de cenizas solubles en agua también ayudan a eva-
luar la pureza de la droga. Al analizar los resultados obtenidos en las hojas de Z. fagara, se
pudo evidenciar que se haya entre 2,64 + 0,48 % (Tabla 1), obteniéndose pequefios valores, lo
que demuestra que una pequena parte de las cenizas totales de esta droga presenta caracteris-
ticas polares.

Por otro lado, el ensayo de sustancias solubles evidencié que los mayores rendimientos se
observan en los extractos preparados con los disolventes de mayor polaridad (agua y etanol
al 30 %). No siendo asi para el caso del resto de los menstruos empleados. Esto indica que las
sustancias extraidas tienen un alto indice de polaridad. Segun el andlisis de varianza multifac-
torial realizado, existen diferencias estadisticas y numéricas en todos los menstruos utilizados,
obteniéndose un p-valor menor que 0,05 (0,0000), con un nivel del 95,0 % de confianza. Te-
niendo en cuenta que los disolventes que resultaron ser mejores en la extraccion de sustancias
solubles no fueron estables microbioldgicamente durante la preparacion del extracto, se selec-
ciono el etanol al 70 % como el mejor menstruo, donde se garantiza la extraccion de sustancias
y la estabilidad del extracto, pues se evita la proliferacion de microorganismos.

Partiendo de estos resultados se obtuvo un extracto hidroalcohdlico a partir de las hojas
secas de Z. fagara por el método de extraccion de percolacion y como disolvente etanol al 70%.
Dentro de los pardametros fisico-quimicos determinados al extracto total de las hojas de Z. fa-
gara (Tabla 2), se encuentran las caracteristicas organolépticas, las cuales varian en los diferen-
tes preparados farmacéuticos en dependencia del modo de preparacion. En este caso al tratarse
de un extracto total los pardmetros evaluados fueron el color y el olor. Este present6 un olor
caracteristico propio de la especie y un color amarillo verdoso, que va en correspondencia con
el que adquieren las hojas una vez que se secan. Otro de los pardmetros determinados fue la
densidad relativa, la cual fue de 0,9244 + 0,0651 relacionando este resultado obtenido con la
densidad del agua, ambas se determinaron a la misma temperatura (T 25 °C). También se de-
termind el valor del pH el cual fue de 5,97 + 0,061 siendo ligeramente 4cido. Este comporta-
miento pudiera estar relacionado con la presencia de algunos metabolitos que le aportan aci-
dez como: fenoles, taninos y flavonoides, los cuales presentan en su estructura un grupo hi-
droxilo, que es el responsable de aportar la ligera acidez.

El indice de refraccion (n) de una sustancia es la relacion entre la velocidad de la luz en el
aire y la velocidad de la luz en la sustancia. Es valioso en la identificacién de sustancias y en
la deteccidon de impurezas [29]. Se determind el indice de refracciéon dando un valor de 1,36 +
0,0004 a una temperatura de 25 °C conociendo de esta manera el nimero de impurezas pre-
sentes y la transparencia del extracto. Los solidos totales fueron de 21,4 + 0,042 mg/100 mL; el
cual puede ser utilizado como criterio de concentracion para ensayos bioldgicos. Todas estas
determinaciones constituyen los primeros parametros fisico-quimicos de calidad a monitorear
durante el proceso extractivo de las hojas de Z. fagara.

Los resultados de la composicion quimica cualitativa muestran coincidencia con los des-
critos en otras investigaciones de Z. fagara pero en otros 6rganos. Como por ejemplo en el ex-
tracto etandlico de la corteza seca obtenido por el método de percolacién con etanol al 96 %,
se detectd la presencia de alcaloides flavonoides, fenoles y taninos, principalmente [17, 30-32].
También se han aislado del extracto etandlico obtenido de la corteza (estado fresco) estos mis-
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mos metabolitos excepto flavonoides [17]. Y por tultimo en los frutos de Z. fagara se han iden-
tificado como compuestos mayoritarios del aceite esencial el D-germacreno-4-ol, elemol y a-
cadinol [6].

Para otras especies del género Zanthoxylum, resultan comunes los informes sobre la pre-
sencia de los mismos tipos de metabolitos. Dentro de los que podemos citar a los alcaloides,
los cuales son los compuestos mas relevantes, ya que se han aislado en la mayoria de las espe-
cies de este género y en todos los érganos de las plantas, por lo que son considerados marcador
quimiotaxondmico para el género. La literatura cientifica consultada, reporta estudios en los
frutos de Z. coriaceum y en la corteza del tallo de Z.elephantiasis y Z.martinicense a partir de los
cuales se han aislado alcaloides del tipo quinolona, quinolina y benzofenantridina [30]. Tam-
bién se han determinado alcaloides en la especie Zanthoxylum pistaccifolium Griseb [20]. Los
triterpenos son otros de los metabolitos que resultan comunes en la mayoria de las especies
del género, especialmente el compuesto conocido como lupeol [6-8]. En el género Zanthoxylum
se han aislado flavonoides glicosilados derivados de flavonol, flavonoles, flavonas y fla-
vanonas [7, 8].

En sentido general, las pruebas quimicas cualitativas realizadas, sugieren que los princi-
pales metabolitos presente en las hojas de la especie estudiada son: alcaloides, triterpenos y
esteroides, aceites esenciales, flavonoides, carbohidratos, fenoles y taninos, muchas de las cua-
les coinciden con estudios anteriores realizados en otras especies.

Para esta planta no existen reportes del contenido de fenoles ni de flavonoides totales de
ahi que partiendo del resultado quimico cualitativo se determind el contenido de estos grupos
de metabolitos por métodos espectrofotométricos. No obstante, existen reportes en otros érga-
nos de especies del género Zanthoxylum, donde se han podido cuantificar ambos metabolitos.
Tal es el caso de los extractos de éter de petrdleo y acetato de etilo a partir de la corteza del
tallo de Zanthoxylum alatum, obteniéndose valores maximos del contenido de fenoles totales
de 5,12 y 4,36 mg/g de 4cido galico respectivamente [33, 34] Para esta misma especie se realizo
otro estudio en el 2016, donde el contenido de fenoles y flavonoides totales en un extracto
metanolico fue de 89,2 + 0,59 mg/g y 63,8 + 0,34 mg/g respectivamente [35]. También extractos
en metanol (59,34 + 0,13 mg/g de acido galico) y acetona (34,24 + 0,25 mg/g de acido galico) de
las frutas del Zanthoxylum armatum han presentado un alto contenido de fenoles totales. Mien-
tras que el contenido de flavonoides fue de 0,82 + 0,03 mg/g de quercetina [36].

En los tres estudios los valores reportados tanto de fenoles como de flavonoides totales
resultaron ser superiores a los obtenidos en esta investigacion, aunque hay que tener en cuenta
que se utilizaron otros drganos de la planta diferentes al que se utilizé en Z. fagara. Y en de-
pendencia del érgano que se utilice el contenido de los metabolitos secundarios puede variar,
ya que ellos se acumulan en dependencia de las necesidades fisiologicas de las plantas. Ade-
mas, en la produccion de estos pueden influir tanto factores extrinsecos como intrinsecos [37]

Las enfermedades infecciosas causadas por las bacterias, hongos, virus y parasitos todavia
son una amenaza mayor en la salud publica, a pesar del gran progreso en la medicina humana.
Ademas de la resistencia antimicrobiana, ya que los microorganismos la han creado a través
de mutaciones genéticas y otros mecanismos de resistencia. Siendo de gran importancia la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas como es el caso de extractos o sustancias puras
aisladas de plantas medicinales.

Uno de los géneros que esta constituido por especies con diversas propiedades farmaco-
logicas es el Zanthoxylum. En el cual se han demostrado propiedades antimicrobianas del Z.
americanum [38], Z. leprieurii, Z. xanthoxyloides [39], Z. martiniscense, Z. elephantiasis [40], Z.
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acanthopodium, Z. articulatum [41], Z. monophylum, Z. usambarense [42], Z. guilletii [43], Z. arma-
tum [43, 44].

El extracto evaluado no resultd activo frente a las cepas de las bacterias (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus) y del hongo ensayado (Candida albicans). Estos resultados no coinciden
con reportes realizados por varios autores donde un extracto etandlico obtenido de la corteza
de esta especie se evaluo frente a C. albicans, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger, A. flavus,
Microsporum canis y Trichophyton mentagrophytes y exhibié buena actividad antifiingica, en
comparacion con los otros extractos evaluados de otras especies de Zanthoxylum [17].

En otro estudio se evalu6 la actividad antibacteriana del extracto etandlico de la corteza
de esta misma especie frente a diferentes cepas gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella
typhi, Shigella boydii, Vibrio cholerae El Tor, Vibrio cholerae caso clinico) y gram-positivas (Bacillus
subtilis, y Staphylococcus epidermidis), utilizando el método de difusion en agar. El mismo pre-
sentd inhibicion para las cepas de B. subtilis (17 mm), V. cholerae E1 Tor (11 mm), V. cholerae caso
clinico (10 mm) y S. epidermidis (9 mm) [43]. Para otras especies del género se ha demostrado
la actividad antibacteriana y antifingica. Los extractos metandlicos obtenidos de frutas, semi-
llas y corteza de Z. armatum fueron evaluado in vitro contra 9 cepas bacterianas diferentes. Los
extractos exhibieron notables propiedades antibacterianas, lo que sugiere el uso potencial de
esta planta para el tratamiento de diferentes enfermedades bacterianas como infeccion de la
piel, infeccidn del tracto urinario, problemas dentales, diarrea, y disenteria [32].

En una investigacion realizada a extractos preparados a partir de las hojas de las especies
Zanthoxylum holtizianum y Zanthoxylum lindense, se evidencio que ambos extractos presentaron
menor actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas, Gram negativas y hongos
que los obtenidos a partir de la corteza y la raiz. Ademas, de ser el Staphylococcus aureus, la
bacteria mas susceptible con una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) 2,5-0,625 mg/mL
[45]. Por su parte un estudio conducido por Diaz y colaboradores evidencid la buena actividad
de las hojas de Z. pistaciifolium contra Candida albicans, Candida glabrata, Candida kefyr, Candida
krusei y Candida parapsilosis [46].

En contraste a lo observado en la actividad antibacteriana y antifiingica, el extracto de
mostrd una potente actividad antiprotozoaria frente a todas las cepas de parasitos evaluadas
(Trypanosoma cruzi, Leishmania infantum y Trypanosoma brucei), pues se obtuvieron ICso menores
que 100 pg/mL [25]. En las dos primeras, se obtuvieron las mismas ICso= 13,19 ug/mL; lo que
demuestra que ambas tuvieron la misma sensibilidad frente al extracto. La cepa Trypanosoma
brucei, de las tres fue la que mayor sensibilidad presento. Estos resultados evidencian la pre-
sencia en las hojas de Z. fagara de posibles compuestos que pudieran afectar directamente a los
parasitos o estimular mecanismos en las células hospederas para su eliminacién. Dentro de
estos compuestos se pueden mencionar: a los alcaloides y aceites esenciales, los cuales se iden-
tificaron cualitativamente en el extracto.

Estos resultados concuerdan con lo reportado en la literatura, donde numerosos estudios
muestran la actividad frente a protozoo para varias especies de Zanthoxylum tanto de extractos
como compuestos aislados [47]. El extracto de acetato de etilo de la corteza del tallo de Z.
chalybeum fue activo contra cepas sensibles y resistentes de Plasmodium. falciparum. En estudios
in vitro, el extracto etandlico y la fracciéon de hexano de la corteza del tallo de Z. rhoifolium
mostraron actividad contra promastigotes de Leishmania amazonensis en 24, 48 y 72 h de trata-
miento. En el mismo estudio, los alcaloides queleritrina y nitidina, aislados de Z. rhoifolium,
mostraron actividad contra las formas amastigotes. El extracto de hojas de Z. chiloperone fue
sensible a la cepa Trypanosoma cruzi, pues ocurrio la lisis total de esta a una ICs0 de 900 ug/mL,
la cual fue superior a la que se obtuvo en este estudio contra este mismo parasito. De esta
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misma especie, se aisld de extractos etanolicos obtenidos de las hojas, los frutos, la corteza y la
raiz, el alcaloide 6-cantinona y algunos de sus andlogos, los cuales también presentaron efecto
contra Trypanozoma sp [48].

5. CONCLUSIONES

En el presente estudio se reporta por primera vez los indices farmacognosticos de las hojas de
la especie Z. fagara lo cual sirve de patron de calidad preliminar. Los resultados de la compo-
sicion quimica revelan la presencia de metabolitos bioactivos de interés para el género tales
como: alcaloides, aceites esenciales y compuestos fendlicos. La actividad antimicrobiana in vi-
tro del extracto de las hojas de Z. fagara, demostr6 una potente actividad frente a parasitos, no
asi frente a bacterias y hongos evaluados. El estudio revela por primera vez el potencial de las
hojas de la especie para el aislamiento de compuestos con actividad antiprotozoaria.
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RESUMEN

Introduccion. El contenido de impurezas en las sustancias activas y formas farmacéuticas es un tépico
de suma importancia ya que un alto contenido de subproductos podria poner en riesgo a la poblacién.
En funcién del conocimiento de la estructura se tienen diferentes limites. Por lo tanto, es mandatorio
conocer el origen y las estructuras quimicas de las impurezas con objeto de poder limitarlas. En lo que
respecta a los procesos de fabricacion, siempre hay una pequefia posibilidad de que algin proceso tenga
una excursion en alguna variable ya sea por error humano o por falla en algin equipo. Intencién. Por
lo tanto, es necesario saber como gestionar este tipo de problematicas y lo mas importante evitar reinci-
dencias. Para lograr este objetivo es necesario desarrollar una metodologia que brinde una pauta seguir.
El conocimiento de la estructura, asi como una investigacion de caracter cientifico ayudara a proponer
las medidas correctivas operativas adecuadas para evitar la recurrencia y poder continuar la fabricaciéon
de producto que cumpla con las normativas y especificaciones vigentes. La implementacion de acciones
que deriven en el rapido control de las problematicas es de capital importancia para la industria farma-
céutica con el objetivo tener medidas alternativas de control y seguir fabricando ya que los pacientes
esperan esas medicinas. Resultados. En esta revision se presenta una metodologia para elucidar impu-
rezas organicas ya sea en las sustancias activas o en las formas farmacéuticas. Se presentaran diez casos
tedricos y se ejemplificara con casos similares descritos en la literatura. También se comentaran las prin-
cipales herramientas utilizadas para realizar investigaciones. Asi mismo, se brindara una perspectiva
de los avances analiticos utilizados para elucidar impurezas. Finalmente, se comentaran algunas pro-
puestas de control.

Palabras claves: Impurezas; elucidacion; sustancias activas; formas farmacéuticas; investigacion; con-
trol.

SUMMARY
How to be an impurity hunter in the pharmaceutical ingredients: a methodology and study cases

Introduction. The content of impurities in active substances and pharmaceutical forms is a very im-
portant topic since a high content of byproducts could put the population at risk. Depending on the
knowledge of the structure, there are different limits. Therefore, it is mandatory to know the origin and
chemical structures of the impurities in order to limit them. When it comes to manufacturing processes,
there is always a small possibility that a process may have an excursion in some variable either due to
human error or equipment failure. Intention. Therefore, it is necessary to know how to manage this
type of problem and, most importantly, avoid recurrence. To achieve this objective, it is necessary to
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develop a methodology that provides a guideline to follow. Knowledge of the structure, as well as sci-
entific research, will help propose appropriate operational corrective measures to avoid recurrence and
be able to continue manufacturing a product that complies with current regulations and specifications.
The implementation of actions that lead to the rapid control of problems is of capital importance for the
pharmaceutical industry with the objective of having alternative control measures and continuing to
manufacture since patients expect these medicines. Results. In this review, a methodology is presented
to elucidate organic impurities either in active substances or in pharmaceutical forms. Ten theoretical
cases will be presented and exemplified with similar cases described in the literature. The main tools
used to carry out research will also be discussed. Likewise, a perspective of the analytical advances used
to elucidate impurities will be provided. Finally, some control proposals will be commented.

Keywords: Impurities; elucidation; pharmaceutical ingredients; pharmaceutical dosage forms; investi-
gation; control.

RESUMO
Como ser um cacador de impurezas em substancias ativas: uma metodologia e estudos de caso

Introducao. O teor de impurezas em substancias ativas e formas farmacéuticas é um tema de extrema
importancia, uma vez que um elevado teor de subprodutos pode colocar a populagao em risco. Depen-
dendo do conhecimento da estrutura, existem diferentes limites. Portanto, € obrigatério conhecer a ori-
gem e as estruturas quimicas das impurezas para limita-las. Quando se trata de processos de fabricagao,
sempre existe uma pequena possibilidade de que um processo possa sofrer uma excursao em alguma
variavel, seja por erro humano ou falha de equipamento. Intengao. Por isso, € preciso saber administrar
esse tipo de problema e, o mais importante, evitar a recorréncia. Para atingir este objetivo é necessario
desenvolver uma metodologia que forneca uma diretriz a seguir. Os conhecimentos da estrutura, bem
como a investigacdo cientifica, ajudarao a propor medidas corretivas operacionais adequadas para evi-
tar recorréncias e poder continuar a fabricar um produto que cumpra as normas e especificagoes vigen-
tes. A implementagdo de agdes que levem ao rapido controle dos problemas é de capital importancia
para a industria farmacéutica com o objetivo de ter medidas alternativas de controle e continuar a fa-
bricar uma vez que os pacientes esperam estes medicamentos. Resultados. Nesta revisao é apresentada
uma metodologia para elucidar impurezas organicas tanto em substancias ativas quanto em formas
farmacéuticas. Serao apresentados dez casos tedricos e exemplificados com casos semelhantes descritos
na literatura. Também serao discutidas as principais ferramentas utilizadas para a realizagao de pesqui-
sas. Da mesma forma, sera fornecida uma perspectiva dos avangos analiticos utilizados para elucidar
as impurezas. Por fim, serdo comentadas algumas propostas de controle.

Palavras-chave: Impurezas, elucidacdo, substancias ativas, formas farmacéuticas, pesquisa, controle

1. INTRODUCCION

El contenido de impurezas organicas presentes en las sustancias activas y/o formas farmacéu-
ticas es un topico de gran importancia, principalmente porque las impurezas no aportan nin-
gun beneficio terapéutico. De hecho, la definicion de una impureza segin la ICHQ3B men-
ciona lo siguiente: Una impureza es cualquier componente que no sea la sustancia activa o los
excipientes [1]. Por lo tanto, dentro de esta categoria entran toda una serie de sustancias tales
como reactivos, catalizadores, disolventes residuales, materias primas, lixiviados, particulas
extranas, etc.

El impacto de las impurezas en las sustancias activas o formas farmacéuticas es critico ya
que dependiendo de su naturaleza pueden llegar a ser muy tdxicas (impureza genotoxica) que
incluso sea motivo de retirada del medicamento del mercado. Esto sucedié recientemente para
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una formulacion de Valsartan ya que el medicamento se contamind con N-Nitrosodimetila-
mina que es una sustancia cancerigena y se tuvo que retirar del mercado [2]. El siguiente caso
es el del Nelfinavir el cual en 2007 se tuvo que recoger debido a la presencia de una impureza
genotdxica [3]. Otro importante ejemplo es el del Ritonavir en el cual un polimorfo no esperado
detuvo el lanzamiento del producto. Después de una investigacion se determiné que la impu-
reza correspondia a un nuevo polimorfo que se denominé forma II [4]. El altimo ejemplo es el
dramatico caso de la Talidomida que se comercializ6 en los afios 70’s como una mezcla racé-
mica, en la cual el enantidémero R tiene un efecto sedativo y el enantiomero S un efecto terato-
genico. Este medicamento fue el responsable de que miles de recién nacidos presentaran foco-
melia, caracterizada por malformaciones en brazos y piernas [5]. Estos casos son sélo una
muestra del impacto de las impurezas en la industria Farmacéutica. Los argumentos antes
expuestos justifican las regulaciones estrictas con respecto a las impurezas.

Valsartan Nelfinavir Mesilato Ritonavir Talidomida

Figura 1. Principios activos con problematicas por impurezas

En esta tematica, la fabricacion de farmacos esta regulada en México por la norma NOM-164-
SSA (Buenas practicas de fabricacion de farmacos) [6] y a nivel internacional por la ICHQ7
(Good manufacturing practice for active pharmaceutical ingredients) [7]. Uno de los aspectos
esenciales en la fabricacion de sustancias activas es el control de los procesos y en consecuencia
control de los subproductos generados. Para lograr que las sustancias activas sean seguras, las
agencias regulatorias establecieron guias adicionales que controlan y limitan el contenido de
impurezas en las sustancias activas, principalmente porque estos compuestos no tienen un
efecto terapéutico. Hay diferentes tipos de impurezas que se deben controlar, por ejemplo, las
impurezas organicas y de degradacion que se regulan por la ICHQ3A [8], este tipo de impu-
rezas son las que se generan durante el proceso de fabricacion. En general se pueden clasificar
en: materiales de inicio, intermediarios remanentes, biscompuestos, productos de sobrerreac-
cidn, interaccion, impurezas quirales, tautoméricas, entre otras. Otras sustancias consideradas
contaminantes son los disolventes residuales los cuales también son considerados impurezas
ya que tampoco aportan ningun efecto terapéutico. Los disolventes organicos estan clasifica-
dos en funcion de su toxicidad y son controlados por la guia ICHQ3C (Guideline for residual
solvents) [9]. Esta guia divide a los disolventes en 4 clases en funcién de su toxicidad siendo
la clase 3 la mas apta para utilizarse en la fabricacion de sustancias activas. Algunos ejemplos
pertenecientes a esta clase son: la acetona, acetato de etilo, heptano, terbutilmetiléter, dimetil-
sulféxido, etc. Por su parte la guia ICHM? [10] clasifica y regula a las impurezas genotoxicas
las cuales son impurezas que pueden dafar a nivel de ADN. En este contexto varias estructu-
ras han sido clasificadas como potencialmente genotdxicas, dentro de estos grupos se pueden
mencionar: N-hidroxiarilos, aminoarilos N-acetilados, 6xidos de N-azarilo, aminoarilos, al-
dehidos, N-nitrosaminas, nitrocompuestos, carbamatos, époxidos, aziridines, hidracinas,
aceptores de Michael, haloalquenos, etc. [11].
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Por su parte, la guia ICHQ3D [12] se encarga de regular las impurezas elementales, en
esta guia se establecen los limites de aceptacion en funcion de las vias de administracion y se
clasifican en funcion de su toxicidad, las principales fuentes de aportacion de impurezas me-
talicas (catalizadores, reactivos, equipos productivos, entre otros) y se propone la evaluacion
del contenido y la decisioén de ejecucion del andlisis de las impurezas elementales con base en
un analisis de riesgo [13]. Finalmente, la NOM-059-SSA (Buenas practicas de fabricacion de
medicamentos) [14] en México y a nivel internacional la guia ICHQ3B (Impurities in new drug
products) [1] regula las impurezas en las formas farmacéuticas. En la figura 2 se compilan las
guias asociadas al control de impurezas en las sustancias activas y formas farmacéuticas.

Buenas practicas de
fabricacion de
medicamentos
(NOM-059-SSA)

Buenas practicas de
fabricacion de
farmacos
(NOM-164-SSA)

Buenas practicas de
fabricacion

(ICHQ7)

Impurezas en
medicamentos
(ICHQ3B)

Impurezas Disolventes Impurezas Impurezas
Organicas Residuales Genotoxicas A EIES
(ICHQ3A) (IcHQ3C) (ICHM7) (ICHQ3D)

A4
Material de inicio,
intermedios
remanentes,

4 grupos clasificados Clasificacion de 4 grupos clasificados
en funcion de la grupos de en funcién dela
sobrerreaccion, toxicidad preocupacion toxicidad

dimeros, etc..

Figura 2. Guias ICH y SSA para el control de las impurezas en sustancias activas y medicamentos

Aungque ha habido un gran desarrollo de tecnologia asociado al control de las impurezas, en
ocasiones se presenta algiin problema durante los procesos ya sea por falla de un equipo o
error humano. Por ejemplo, en los procesos de fabricacion se tienen que controlar proporciones
de materias primas, temperatura, agitacion, tiempos de reaccion, desactivacion de reactivos,
tiempos de secado, tamafio de particula, etc. Todos estos parametros tienen un rango de tra-
bajo y cuando la variable en cuestion sufre una excursion, es decir sale del rango establecido,
potencialmente podria generarse una impureza. Por lo tanto, en caso de que una impureza se
genere en un proceso determinado es importante disponer de alguna metodologia para poder
elucidar la estructura, minimizar el impacto que puede tener en diversos estadios del proyecto.
Principalmente, por que la sustancia o el medicamento no estarian disponible para aliviar las
enfermedades de los pacientes. Asi que es necesario “cazar” la impureza lo mas rapido posible
con objeto de minimizar el impacto de esta problematica. Esta revision propone una metodo-
logia para determinar la estructura de las impurezas generadas en el proceso de fabricacion
de las sustancias activas debido a potenciales excursiones de las condiciones de reaccidn, asi
mismo se citan ejemplos descritos en la literatura.
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2. IMPACTO DE LAS IMPUREZAS EN LOS PROCESOS DE FABRICACION

En la fabricacidn de sustancias activas y de las formas farmacéuticas se utilizan protocolos bien
establecidos, tales como hojas u érdenes de fabricacion regidos bajo un sistema de Calidad y
siguiendo las Buenas Practicas de Fabricacion. A pesar de seguir las buenas practicas de fabri-
cacion al pie de la letra en ocasiones existen problematicas tales como: la falla de un equipo,
un corte energético o un error humano que podrian llevar a la excursién de una variable en un
proceso determinado. Como consecuencia de estas excursiones o desviaciones al proceso es-
tablecido se pueden crear impurezas. La presencia de estas puede impactar la calidad, ha-
ciendo que el producto final no cumpla con las especificaciones propuestas. Debido a la pre-
sencia de impurezas, campanas de fabricacion o validaciones pueden ser detenidas hasta la
elucidacion del problema. Las impurezas pueden tener diversos origenes, ya sea en el proceso
de fabricacion las sustancias activas [15] o en el de las formas farmacéuticas [16]. Los principa-
les tipos se representan en la Figura 3.

Tipos de impurezas en las
Sustancias activas Tipos de impurezas en las

Formas farmacéuticas

Materiales de inicio
Intermediarios remanentes

NNNNNNNNNENNNN

Impurezas de sobre reaccién
Productos relacionados
Productos de transformacién
Productos de interaccién
Impurezas quirales
Impurezas tautomeéricas
Impurezas genotdxicas
Impurezas polimérficas
Disolventes residuales
Impurezas por degradacién
Impurezas metabélicas

VVVVVVVYVYY

Impurezas provenientes de la sustancia activa
Productos de degradacién

Impurezas provenientes de la formulacién
Impurezas provenientes del método de fabricacién
Impurezas por interaccién con los excipientes
Impurezas polimérficas

Disolventes residuales

Impurezas debido al pH de la formulacién
Impurezas por interaccién del agua residual
Impurezas residuales en el material de empaque

Materias
primas

Sustancias
activas

Forma
farmacéutica

i ,

Figura 3. Tipos de impurezas organicas en las sustancias activas y en las formas Farmacéuticas

3. METODOLOGIA PARA LA ELUCIDACION DE UNA IMPUREZA DES-
CONOCIDA

En la fabricacidon de farmacos y las formas farmacéuticas se utilizan procedimientos bien esta-
blecidos los cuales tienen un rango de trabajo para cada operacion unitaria, no obstante, en
ocasiones puede haber algun problema que derive en la excursion de alguna variable. Esta
desviacion al proceso podria ocasionar la generacion de una potencial impureza (Figura 4).

Excursion en el rango alto Potencial formacién de impurezas

2
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o reactivos, |EEE) .. Aislamiento Secado Molienda Analisis
(-} R de reaccion

'g disolventes
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Excursion en el rango bajo Potencial formacién de impurezas

Figura 4. Excursion de una variable en un proceso de fabricacién de una sustancia activa
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Como se comento previamente, una vez que se ha tenido un contratiempo que derive en un
subproducto es necesario trabajar rapidamente para resolver el problema. Es por eso por lo
que se necesita una guia que oriente en la resolucion del inconveniente.

Para poder describir esta metodologia, se parte del supuesto que durante el proceso de
una sustancia activa o forma farmacéutica se obtiene una impureza en el producto aislado, por
ejemplo: intermedio, sustancia activa, tableta, jarabe, etc. La impureza es debido a la excursién
de una variable durante el proceso. Por una parte, es necesario saber ;qué es lo que sucedi6 de
diferente en el proceso? Y encontrar la causa raiz, asi mismo se deben establecer acciones pre-
ventivas / correctivas para evitar recurrencia, para lo cual se debera hacer una investigacion.

Para poder llevar a cabo la tarea de elucidacion, conocer el origen y poder proponer una
accion correctiva es necesario plantear una metodologia de trabajo.

Las etapas se resumiran a continuacion y en los parrafos siguientes se describira su desa-
rrollo. El procedimiento es el siguiente:

Cuantificacion de la impureza (;cuanto hay?)

Trazabilidad (;donde se gener6?)

Aislamiento (;como se purificd?)

Analisis (;qué analisis se realizaron?)

Elucidacioén estructural (;cual fue la estructura?)

Sintesis y confirmacion estructural (;es la estructura correcta?)

Investigacion (;qué paso?)

Medidas de control (;Cémo se evitara que suceda nuevamente?)

Seguimiento de las medidas de control (;las medidas fueron efectivas? ;Hubo reinci-
dencia?)

O PN WD

La metodologia se plasma en la figura 5. Por un lado, se tiene el proceso normal (casillas ver-
des), en segundo lugar, en caso de haber tenido una desviacion al proceso y se genere una
impureza (casillas azules), el producto potencialmente sera rechazado. Por lo tanto, es impe-
rativo por un lado saber qué es lo que sucedid y en segundo lugar aislar la impureza. Con estas
dos actividades se podran establecer acciones correctivas que haran que el proceso funcione
correctamente y se evite reincidencia de la problematica. La parte final es hacer un seguimiento
de la efectividad de las acciones correctivas para asegurar que no hay reincidencia.

la impureza

3 E ETE TR TR Sintesis y confirmacion
Aislamiento de —b{ Analisis l—p' Elucidacion ]—> estructural

f

Excursion de Generacion S Producto
alguna de impureza rechazado
variable

e ™ Acciones correctivas
Investigacion }——’I Trazabilidad I—> : /
Preventivas

Proceso —| Condiciones de l Anilisis }_.[ Aprobacién ’—b{ Venta
fabricacion

I Seguimiento I

Figura 5. Metodologia de aislamiento elucidacién de impureza y correccion de proceso
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3.1. Cuantificacion de la impureza

La cuantificacion de todas las impurezas presentes en un lote de producto es de capital impor-
tancia ya que en funcion de las cantidades presentes se puede considerar una problematica o
no. En general las impurezas estan limitadas a un contenido de 0.10% para las impurezas des-
conocidas y de 0.15% para las impurezas conocidas. En caso de que sea una impureza genoto-
xica los niveles de aceptacion son diferentes y no esta contemplada en esta aproximacion [17].
Los limites antes mencionados son el baremo para decidir si una impureza se convierte en un
problema. Ademas, es necesario remarcar que no todas las impurezas pueden elucidarse, ya
que implica una inversion de recursos materiales y personal muy importante. Por lo tanto,
unicamente valores de impurezas desconocidas superiores a 0.10% deberian ser aisladas e
identificadas.

Otro factor muy importante es el factor de respuesta, que esta definido como la proporcion
entre la sefial producida por la impureza sobre la senal producida por la sustancia activa bajo
las mismas condiciones de deteccion. El factor de respuesta esta determinado por el analisis
de los estandares y son usados para calcular la concentracion de analitos en muestras. RF =
(Respuesta de la impureza/Respuesta de la sustancia activa o intermedio) [18]. Evidentemente,
para hacer esto se necesita aislar la impureza la cual por el momento es desconocida, esta es
una razon mas para realizar el aislamiento. El factor de respuesta tiene una implicacion directa
sobre la cantidad real de un subproducto en un lote de sustancia activa. Por ejemplo, una im-
pureza que en una primera aproximacion se cuantifica en un 0.15% y si tiene un factor de
respuesta de 0.3, entonces el valor real de la impureza es de 0.15% x 0.3=0.045%. Este valor no
tendria impacto en el perfil de impurezas del lote y por lo tanto no seria objeto de rechazo.

Es necesario tener en mente que valores superiores a 0.10% de impurezas desconocidas
en el producto final harian rechazar el lote mientras que en intermedios el valor limite depen-
derd de como se purifica la impureza a lo largo de la sintesis (capacidad de purga de la impu-
reza).

Hasta este punto se han establecido limites, en la etapa siguiente es necesario determinar
de origen de la impureza.

3.2. Trazabilidad

Una definicién de trazabilidad es la siguiente: es un sistema designado para seguir el flujo de
un producto o los atributos de un producto a través de un proceso productivo o una cadena
de suministro [19]. En este contexto, trazabilidad es hacer un seguimiento de todo el proceso
para conocer el origen de la impureza. Es decir, necesitamos encontrar el momento y el proceso
donde se cred. Para llevar a cabo esta actividad se tiene que realizar una minuciosa investiga-
cion, por ejemplo, si se tiene una ruta sintética de 3 pasos y la impureza se observo en la etapa
1 es mandatorio saber que paso en la etapa 1 y que dio origen a este subproducto.

El siguiente ejemplo clarificara lo antes expuesto. Durante la fabricacion de un intermedio,
una impureza es detectada en el tercer paso de la sintesis. Esto quiere decir que se debe buscar
un compuesto que normalmente no se encuentre en el perfil de impurezas y que pueda haber
reaccionado en la etapa sintética previa. Habitualmente esta accion se hace de la etapa sintética
detectada hacia atras. Por ejemplo, en el esquema 2 se muestra el perfil de impurezas normal
para tres pasos de sintesis. En la figura a hay un compuesto diferente (impureza desconocida
X-3). Enla figura b se puede ver que también esta presente (impureza desconocida X-2), nétese
que en el perfil normal no se detecta este subproducto. Por lo que es necesario seguir al paso
1. En la figura ¢ también estd presente. S6lo queda pendiente revisar las materias primas. En
la figura d se observa que el compuesto problema se encuentra en una materia prima. Es decir,

181



Juan Carlos Ortiz Lara

se observa un compuesto adicional a los perfiles de impurezas normales. En general, la impu-
reza esta desde el inicio de la sintesis y evoluciona conforme se avanza en la misma. En este
caso concreto, con objeto de descartar la hipdtesis de que las impurezas sean materias primas
remanentes se inyectan patrones de estas en una muestra que tenga un perfil normal. Como
conclusion de este estudio se tiene lo siguiente:

a) Laimpureza tiene grupos funcionales susceptibles de reaccionar con los reactivos de las

etapas sintéticas.
b) Laimpureza viene de una materia prima

Impureza
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et.ecuon ela intermedio
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Figura 6. Ejemplo de trazabilidad de las impurezas (Origen)

Otra razon de gran peso es que la trazabilidad acotard la investigacion a una etapa en concreto
lo que permitird optimizar los recursos destinados a esta tarea.

Este comparativo se puede efectuar con otras metodologias analiticas como resonancia
magnética nuclear, infrarrojo o espectrometria de masas, etc. La cromatografia liquida de alta
resolucion suele ser el anadlisis mas comun en la industria farmoquimica/farmacéutica en
cuanto a cuantificacion de impurezas se refiere.

3.3. Aislamiento

Una vez establecida la etapa de origen de la impureza, en ocasiones es necesario aislarla para
poder elucidar la estructura, corregir el error y continuar con la fabricacion. De hecho, una
metodologia ampliamente usada es la del aislamiento fuera de linea. Esto consiste en aislar la
impureza ya sea de la muestra de reaccion, de las aguas madres, del producto aislado o por
muestras expuestas a condiciones de degradacion. Una vez aislada se utilizan métodos espec-
troscopicos para elucidar la impureza [20].

Diferentes aproximaciones se pueden utilizar. Las principales son: purificacién en co-
lumna cromatografica, separacion en placas de separacion por cromatografia, extraccion-li-
quido / sélido, extraccion liquido-liquido [21], cromatografia liquida y de gases. Alternativa-
mente, nuevas metodologias han sido desarrolladas con el objetivo de separar un compuesto
de una mezcla compleja (métodos hifenados). En este contexto, Rahman et al. reportaron la
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siguiente metodologia en un arbol de decisiones. Primero separan de manera preliminar la
impureza. Se compara con muestras de proceso. Puede ser una impureza de proceso la cual
ya esta identificada. Por otro lado, si no concuerda, se debe emplear una técnica de separacion
mas sofisticada aunado a una técnica hifenada. Si los datos son suficientes se procede a eluci-
dar la estructura. Si no se puede, se debe utilizar adicionalmente resonancia magnética nuclear
acoplada a cromatografia liquida de alta resolucion [22]. Esto generard una propuesta de es-
tructura la cual debera ser corroborada por sintesis en laboratorio.

El objetivo primordial de esta etapa se centra en obtener muestras reales de la impureza
para poder hacer la caracterizacion espectroscopica y proponer una estructura quimica. Esta
estructura debera estar sustentada por una hipétesis de la generacion mediante la investiga-
cién realizada en paralelo.

3.4. Analisis

Una vez aislada la impureza es necesario ejecutar una serie de analisis con el objetivo de de-
terminar todas las caracteristicas fisicoquimicas y espectroscopicas para brindar la mayor in-
formacion posible y tratar de determinar la estructura de la impureza. En los principios activos
e intermedios fabricados bajo un sistema de calidad bien establecido, las materias primas, asi
como los intermedios conocidos estan analizados, su estructura es conocida y serviran de re-
ferencia para poder saber qué tipo de impureza esta contaminando el producto. En la tabla 1
se menciona el tipo de andlisis y la informacion que brinda cada tipo de analisis acerca de la
molécula. Por ejemplo, que grupos funcionales posee (infrarrojo), en qué estado solido se en-
cuentra, es decir como compuesto libre, como una sal organica, o es un solvato o un polimorfo
(Rayos X de polvo). Que conectividad hay entre los grupos funcionales o el nimero de carbo-
nes que tiene la estructura (resonancia magnética nuclear) o la masa molecular de la estructura
(espectroscopia de masas). El valor del Karl Fisher indica cudnta agua hay presente en la es-
tructura. La valoracion indica la cantidad de producto se tiene en el intermedio o principio
activo esto basandose en el tipo de valoracion que se tenga (acido-base, redox, etc.). La pérdida
por secado muestra cuanto disolvente residual se tiene en el producto. Y las impurezas ele-
mentales brindan la informacion asociada a compuestos metdlicos (por ejemplo, contenido de
paladio, rodio, metales pesados, etc.) [23]. El resultado conjunto brinda los datos analiticos
necesarios para determinar la estructura.

Tabla 1. Tipos de andlisis e informacion que brindan

Analisis

Informacion

Cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC)

Cantidad de la impureza presente en un lote de producto

Espectroscopia de masas (EM)

Peso molecular de la impureza. Patrones de fragmentacién

Difraccién Rayos X (RX)

Determinacion de la forma sélida de la impureza (solvato, hi-
drato, polimorfo, sal organica farmacéutica, etc.).

Espectroscopia infrarroja (IR)

Grupos funcionales presentes en la molécula problema

Resonancia magnética nuclear
(RMN)

Conectividad de los grupos funcionales de las moléculas por
RMN H'y RMN C®

Cromatografia de gases (CG)

Determinacién de compuestos volatiles y disolventes residuales

Valoracion (val)

Determinacién de la cantidad de base libre disponible

Karl Fisher (KF)

Determinacion del contenido de agua

Perdida por secado (LOD)

Determinacion de disolventes residuales

Impurezas elementales (EI)

Tipo y cantidad de metales en el producto
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3.5. Desarrollo de metodologias analiticas

La necesidad de desarrollar nuevas tecnologias que cubran los requerimientos para elucidar
matrices cada vez mas complicadas ha derivado en la innovacion tecnoldgica, tal es el caso de
las técnicas hifenadas que han brindado la oportunidad de purificar e identificar compuestos
provenientes de matrices complejas. Las técnicas hifenadas son la combinacién de una técnica
de separacion unida a una técnica de deteccion en el mismo equipo. Estas técnicas sirven para
el analisis cualitativo y cuantitativo de mezclas complejas con un minimo de preparacion [24].
Como se menciond previamente la hifenacion usa una técnica de separacion usualmente cro-
matografia liquida (HPLC) o de gases (CG), electroforesis capilar (EC) unida a una técnica de
deteccion tales como: arreglo de fotodiodos (PDA), resonancia magnética nuclear (RMN), in-
frarrojo de transformada de Fourier (FTIR) espectroscopia de masas (MS). Esto ha generado
nuevas metodologias LC-PAD, o LC-FTIR, GC o LC-NMR, GC o LC-MS. Incluso hay combi-
nacion de tres técnicas analiticas. Adicionalmente, otras metodologias se han reportado recien-
temente [25], tales es el caso de: UHPL que es cromatografia liquida de ultra alto rendimiento,
HPLC-MS-NMR: Cromatografia liquida de alta resolucion-resonancia magnética nuclear y
HPLC-MS-MS-NMR: Cromatografia de alta resolucion acoplada a Espectroscopia de masas y
resonancia magnética nuclear. En cuanto a metodologias se refiere, Dhaggar et al. reportan en
su compilacion referencias para aproximadamente 65 métodos para determinacion de impu-
rezas en sustancias activas (33 para HPLC, 5 para cromatografia de gases, 5 por ultravioleta, 9
por electroforesis capilar y 13 por métodos hifenados) [26].

Con la adecuada metodologia se puede determinar la estructura de un compuesto qui-
mico, por lo que el siguiente parrafo se enfocara en la sintesis y elucidacion.

4. ELUCIDACION ESTRUCTURAL Y SINTESIS

Los datos obtenidos en la etapa de andlisis se deben revisar para discernir qué tipo de impu-
reza es la causante de la problematica. Es como un rompecabezas que se debe ir complemen-
tado poco a poco. Es importante destacar que nunca se parte de cero, ya que las materias pri-
mas (cuando se trabaja bajo las buenas practicas de fabricacién) deberian estar caracterizadas.
Tomando esto como base, se puede empezar a construir el rompecabezas.

Tal como se comentd en la etapa precedente es necesario tener bien caracterizadas las ma-
terias primas y se debe familiarizar con los espectros, reportes, graficas, etc., obtenidas de la
etapa de andlisis. Esto con la finalidad de poder determinar cambios que en ocasiones son casi
imperceptibles en la analitica realizada. Una vez elucidada la estructura es necesario realizar
la sintesis de la molécula para confirmar definitivamente la estructura de la impureza. En mu-
chas ocasiones la sintesis de las impurezas se puede llevar a cabo utilizando el mismo proce-
dimiento de obtencidn de los intermedios o forma farmacéutica haciendo pequefias variacio-
nes, por ejemplo, estresando la molécula en cuestion por aumento de la temperatura, presion,
tiempo de reaccion, disminuyendo la concentracion, etc. En otras ocasiones es necesario desa-
rrollar una metodologia diferente para preparar los subproductos. En todo caso es necesario
corroborar que “se cazo la impureza” En los siguientes parrafos se expondran diversos casos
de estudio tedricos, se comentaran las investigaciones y medidas correctivas preventivas. Se
complementard el caso con ejemplos similares descritos en la literatura, para detalles especifi-
cos se sugiere consultar la referencia correspondiente.
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5. CASOS DE ESTUDIO

Los ejemplos son supuestas impurezas provenientes de los procesos de manufactura debido a
excursiones, fallos operativos o de personal. En la descripcion se incluirdn preguntas para si-
tuar al lector, después de aislarlas y analizarlas se evaltian los datos obtenidos y se plantea un
posible tipo de impureza, asi como una medida de control. El ejemplo es reforzado con un
caso similar descrito en la literatura.

5.1. Caso 1: Impureza proveniente de la materia prima

Durante el proceso de fabricacion del tercer intermedio (;donde?) de una sustancia activa, se
observa una impureza en un porcentaje de 0.2% (;cuanto?) en el cromatograma de HPLC que
se tomo para un control de proceso. Dicha impureza se monitorea durante todo el proceso. El
contenido de esta impureza se mantiene constante durante la centrifugacion (se toma muestra
y se analiza). La misma proporcion se mantiene durante el secado y finalmente permanece
igual en el producto aislado. La impureza se aisla por cromatografia en columna de gel de
silice (¢como se purificd?), se analiza generando los siguientes resultados (Tabla 2).

Tabla 2. Datos analiticos obtenidos para el caso 1

Andlisis Informacion

Cromatografia liquida de | Tiempo de retencion diferente pero muy cercano al producto
alta resolucion

Espectroscopia de masas | Peso molecular de la impureza ligeramente diferente variabilidad
de 15 unidades
Difraccion Rayos X Minimas diferencias en la forma cristalina

Espectroscopia infrarroja | Mismos grupos funcionales

Resonancia magnética nu- | Multiplicidad de las moléculas por RMN H! diferente multiplici-
clear dad (aparentemente una sefial que integra para 3 H). RMN C*(1
carbon adicional).

Cromatografia de gases Perfil de disolventes residuales igual al producto

La cromatografia de alta resolucion separa la impureza en un tiempo de retenciéon muy similar
al del componente principal. Por otra parte, la espectroscopia infrarroja es practicamente idén-
tica. Con respecto a la resonancia magnética nuclear hay diferente multiplicidad, aparente-
mente una sefial que integra para 3 protones adicionales y la de C13 muestra un carbon adi-
cional. El analisis que guia la investigacion es la espectroscopia de masas que indica una dife-
rencia de masas de 15 unidades lo que se corrobora con el metilo adicional detectado en la
RMN.

Después del analisis, se determina que la impureza tiene un metilo adicional en la estruc-
tura, posee el mismo factor de respuesta ya que no posee grupos cromoforos adicionales. La
misma forma cristalina indica que se trata de una molécula muy similar a la molécula deseada.
La diferente multiplicidad en resonancia magnética nuclear indica que hay un metilo adicio-
nal. La estructura revela que se observan 15 unidades mas en el espectro de masas equivalente
a un CHs (metilo). Después de hacer el seguimiento se determina que la impureza proviene de
una de las materias primas y que posee un metilo adicional. La trazabilidad indica que se
observa una senal adicional en una de las materias primas.

Con esto se concluye que la impureza proviene de la materia prima, la cual no se habia
detectado (;qué pasd?). Para establecer un método de control, se debe limitar esta impureza
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en la especificacion de las materias primas ya que al tener una estructura muy similar al pro-
ducto es dificil eliminarla a través de la sintesis.

Ejemplo de este tipo de impureza se observo para el Olmesartan Medoxomilo (antihiper-
tensivo), el derivado etilo se observd durante la sintesis del ingrediente activo se determiné
que el producto provino de la contaminacion por una materia prima analoga, en concreto Clo-
ruro de etil magnesio en lugar de Cloruro de metil magnesio (figura 7) [27]. Este tipo de im-
purezas debe limitarse desde los materiales de partida ya que al poseer los mismos grupos
funcionales no se purifica durante las etapas de fabricacion (limitada capacidad de purga).
Una regla empirica es que entre mas similitud estructural entre la impureza y la sustancia
activa es mas dificil de purificar. Es decir, en este caso el proceso de purificacién estandar
dificilmente eliminara un etilo de un metilo.

i N - % N . ~
A S~ ; 7 —
EtOEC H i ) Etoch{NM —_—
H
Materia prima Olmesartan Medoxomilo Impureza etilo Derivado Etilo

Figura 7. Ejemplo de impurezas por materiales de inicio

5.2. Caso 2: Impureza dimérica

Durante la etapa de carga de un intermedio en el cuarto paso sintético (;dénde?) hubo una
falla eléctrica, la cual se mantuvo durante dos horas. Esto hizo que el agitador del reactor se
detuviera con los disolventes, reactivos y el intermedio. Al reiniciar el proceso se observo que
el producto solidifico en el interior del reactor, asi que tuvo un comportamiento anémalo. Es
decir, no se disolvidé rapidamente si no que tarddé un par de horas adicionales para disolverse
(¢qué pasd?). Esto hizo que al inicio las concentraciones de reactantes y reactivos fueran altas,
lo que favorecid la generacion de una impureza la cual se encontr6 en un contenido de 0.65%
(¢cuanto?). Una vez aislado el intermedio, el subproducto se separé mediante concentracién
de las aguas madres y posterior purificacion en placa preparativa (;cémo se purificd?) obte-
niéndose los siguientes resultados: (Tabla 3).

Tabla 3. Datos analiticos obtenidos para el caso 2.

Andlisis

Informacion

Cromatografia liquida de
alta resolucion

Tiempo de retencion diferente indicando un compuesto apolar.
Tiempo de retencion mayor al compuesto principal y que eluye casi
al final en un sistema de fase inversa.

Espectroscopia de masas

Peso molecular de la impureza aproximadamente del doble del
producto

Difraccion Rayos X

Diferencias minimas en la forma cristalina

Espectroscopia infrarroja

Los grupos funcionales se observan de forma mas intensa en la
misma concentracion

Resonancia magnética nu-
clear

Multiplicidad de las moléculas por RMN H! se observa la misma
multiplicidad, pero diferente integracion (las sefiales integran para
el doble de H). RMN C3 Se observan el doble de carbones

Cromatografia de gases

Perfil de disolventes residuales igual al producto

Factor de respuesta

Doble del producto

Karl Fischer

Igual que el producto
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El tiempo de retencion de la impureza indica un compuesto apolar, la elucién en un sistema
de fase inversa casi al final del analisis indica que el producto como ya se sabe tiene un peso
molecular alto. El peso molecular es muy importante ya que en este caso es del doble del pro-
ducto este dato se obtuvo por cromatografia de masas, la propuesta de este tipo de impureza
es corroborada por la doble integracion de las sefiales en resonancia magnética de proton y
carbono 13. El factor de respuesta incrementado (doble) indica la presencia del doble de gru-
pos funcionales. Concerniendo los rayos X de polvos, estos indican una molécula muy pare-
cida al producto. Con base en los resultados se concluye que se trata de un dimero de la mo-
lécula final.

Teniendo en cuenta el tipo de problematica que origino el problema en la cual se mantu-
vieron altas concentraciones de materias primas se propone que la impureza es un dimero.
Los dimeros, trimeros, etc., son de las impurezas mas comunes en la sintesis de sustancia acti-
vas y habitualmente aparecen cuando las concentraciones de reactivos se incrementan.

Un ejemplo reportado en la literatura asociado a un intermedio en la sintesis del Elitrip-
tano (analgésico) muestra la impureza dimérica que tiene aproximadamente el doble del peso
molecular del intermedio [28]. Las impurezas diméricas, triméricas, etc., se obtienen debido a
la presencia de grupos funcionales multiples. Esta caracteristica asociada a altas concentracio-
nes durante la etapa de reaccion debido a que se detuvo la agitacion durante el proceso derivé
en la generacidon de una impureza. Se pueden establecer medidas de control por ejemplo au-
mentando la dilucién de la reaccion, adicionando los reactivos lentamente o haciendo menos
drasticas las condiciones de reaccion. En el caso concreto de una falla eléctrica, la potencial
medida para controlarla es incluyendo una planta de emergencia que pueda mitigar este pro-
blema (medidas de control).

A= o /e

Peso Molecular 380.5 g/mol Peso Molecular 761.01 g/mol

Figura 8. Ejemplo de impureza dimérica

5.3. Caso 3: Dihidrato

Durante el secado de un clorhidrato de principio activo de una ruta sintética de 5 pasos
(¢;donde?), se observo un comportamiento andmalo con la eliminacion de disolvente residual
en el producto. Habitualmente el producto se seca en 12 horas, sin embargo, después de 26 h
se observa un contenido de agua mas alto del habitual y el mismo se mantuvo invariable du-
rante 24 horas adicionales. Datos importantes de la sintesis son: el disolvente de aislamiento
es isopropanol, ya que el producto es un clorhidrato soluble en agua y el aislamiento es me-
diante el uso de cloruro de hidrégeno en isopropanol. Otro dato relevante es que el intermedio
a fabricar es un monohidrato. Por lo tanto, es un clorhidrato con una molécula de agua inte-
grada ala estructura.

En vista de los resultados se decide enfriar el producto descargarlo y analizarlo. Se obser-
van los siguientes datos analiticos (Tabla 4).
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Tabla 4. Datos analiticos obtenidos para el caso 3.

Andlisis Informacion

Cromatografia liquida de alta | Mismo tiempo de retencidon. La impureza no se detecta por CLAR
resolucion

Espectroscopia de masas Misma masa molecular

Difraccion Rayos X Diferencias en la forma cristalina

Espectroscopia infrarroja Diferente espectro de infrarrojo

Resonancia magnética nuclear | Misma multiplicidad que el producto

Cromatografia de gases Perfil de disolventes residuales igual al producto

Factor de respuesta Mismo que el producto

Karl Fischer Se observa el equivalente a dos moléculas de agua en KF. Aun

después de secar exhaustivamente la muestra

El primer analisis que se ejecuta es el Karl Fisher, el porcentaje de agua que se obtiene es el
equivalente a dos moléculas de agua, en este caso la impureza es agua por lo tanto no es nece-
sario aislar la impureza. En cuanto a las cromatografias, ni la CLAR, la RMN o la CG logran
detectar diferencias en el producto. El patron diferente en la forma cristalina indica que no es
la misma sustancia, esto se corrobora con las dos moléculas de agua detectadas por la meto-
dologia de Karl Fischer. Y se ratifica por la diferente funcionalidad del espectro infrarrojo. La
pérdida por secado aun en condiciones exhaustivas indica que es un compuesto estable. Basi-
camente, la impureza es un dihidrato del producto de referencia.

Durante la investigacion se detect6é que el operario por error cargo el doble de agua du-
rante la cristalizacion. Tenia que cargar 24 litros de agua al proceso, pero la valvula del agua
se rompio y en total cargo 48 litros. En esta etapa el agua es un reactivo limitante y el principio
activo tiende a hacer polihidratos. Como medida preventiva se pueden establecer condiciones
anhidras en los equipos de fabricacion o en su defecto si la molécula deseada fuera un mono-
hidrato, se debe controlar de manera estequiométrica la cantidad de agua que se introduce en
el ultimo paso de la sintesis, se podria pesar exactamente la cantidad de agua a cargar. Adicio-
nalmente, este paso de sintesis debe ser verificado con una doble revision en el documento de
fabricacion (batch record).

Para ejemplificar este caso, recientemente se reportaron diversos hidratos y polimorfos
para la Sitagliptina Tartrato (antihiperglucemiante). En este trabajo expresamente se prepara-
ron varios hidratos utilizando la respectiva sal de Tartrato en combinacion con diferentes di-
solventes incluyendo agua. La estructura se determind mediante varias técnicas (calorimetria
por escaneo diferencial, termogravimetria, rayos x de polvos y absorcién dindmica de vapor).
También se estudiaron las propiedades de hidratacion y deshidratacion de la molécula, en este
ejemplo expresamente se busco la formacién de hidratos no obstante esta metodologia tam-
bién sirve de referencia en el caso presentado [29].

F F T
F
F NH, O
F. 2
NH, O NH, O "
N N ="\
N =\
) T
F K/N /N —> F I\/N ¢ OH O H.0
oH O er M P o AL e
= HO A~ F ~~ "OH
Ho\n/\;)LOH F E NOH H,0 F O OH H,0 F
O OH
o O
Peso Molecular 557.40 g/mol Peso Molecular: 575.42 g/mol Peso Molecular: 593.43 g/mol
Sitagliptina Tartrato Monohidrato Dihidrato

(Sustancia activa)

Figura 9. Ejemplo de impureza generada por el agua
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5.4. Caso 4: Polimorfismo

Durante la cristalizacion final de una sustancia activa (;donde?), especificamente en la rampa
de enfriamiento de 78 a 0 °C se observo un incremento de la temperatura de cristalizacion, en
lugar de precipitar entre 50 °C a 60 °C en alrededor de 10 minutos. El producto precipitd
abruptamente a los 63 °C. Esta observacion infiere directamente que se pudo obtener otra
forma sdlida diferente de la esperada. El producto fue aislado por centrifugacion y posterior
secado. Después de analizarlo se obtuvieron los siguientes datos (Tabla 5):

Tabla 5. Datos analiticos obtenidos para el caso 4.

Andlisis Informacion

Cromatografia liquida de alta | Mismo tiempo de retencién. La impureza no se detecta por
resolucion CLAR

Espectroscopia de masas Misma masa molecular

Difraccion Rayos X Diferente

Espectroscopia infrarroja Diferente espectro de infrarrojo

Resonancia magnética nuclear | Mismo desplazamiento y multiplicidad

Cromatografia de gases Perfil de disolventes residuales organicos igual al producto
Factor de respuesta Mismo que el producto

Karl Fischer Mismo que el producto

Punto de fusion Diferente comportamiento por DSC

En cromatografia liquida de alta resolucion no se observan diferencias ya que la impureza
tiene el mismo tiempo de retencion. Concerniente al ion molecular se observa la misma masa.
La difraccion de rayos X indica que se obtiene un nuevo patron y la evaluacion concluye que
todo el producto tiene esta nueva forma sdlida (;cudnto?). Esto se confirma con la espectros-
copia de infrarrojo en la cual se obtiene un cromatograma diferente.

El DSC exhibe diferentes comportamientos térmicos esto indica que es un nuevo poli-
morfo. La investigacion arrojé que durante el calentamiento el operario incluy6 la consigna
para utilizar todo el calor disponible (120 °C) esto hizo que el producto estuviera sometido a
una alta temperatura por aproximadamente 90 minutos, esta alta temperatura genero6 evapo-
racion de disolvente y a su vez puntos de crecimiento de cristales con otra forma solida.
Cuando se realiz6 la rampa de enfriamiento el producto cristalizé de una forma diferente. La
medida de control fue establecer una consigna de calentamiento menos drastica, esto se mo-
difico en el documento de fabricacién incluyendo una doble verificacion.

El caso reportado en la literatura es el Ritonavir (antiviral) [30]. El Ritonavir se descubrio
en 1992, posteriormente en 1995 se hizo la aplicacion ante la FDA. La fabricacion a nivel co-
mercial empezd en 1996. Este producto fue comercializado como una capsula semisélida. En
1998 se observé que varios lotes de la forma farmacéutica fallaron la prueba de disolucion ya
que la sustancia activa se precipitd en ellas. Para determinar las diferentes formas solidas se
hicieron pruebas de cristalizacion. La forma I que era la conocida se disolvio en etanol a 40 °C,
la disolucion se filtro en caliente a un recipiente conteniendo cristales de la forma II aisladas
de las capsulas semisolidas. Al contacto de la solucion saturada con los cristales de la forma II
se observ¢ precipitacion inmediata. Esta solucion se enfri6 a 25 °C y mantuvo toda la noche.
Los cristales formados después de filtrarlos presentaron la forma II. A las aguas madres sin
precipitar se les evapord el disolvente y presentaron la forma 1.
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Una alternativa para el control de las impurezas polimorficas en las sustancias activas es
utilizar una siembra. Una siembra es una porcion de sustancia activa que contiene la informa-
cion necesaria para obtener el polimorfo deseado. Un ejemplo acerca del uso de una siembra
en el Palbociclib (anticancerigeno) se reporté por Chekal et al. [31].

5.5. Caso 5: Formacion de sal organica o aducto de Michael

En la etapa de andlisis de una forma farmacéutica en la cual se utilizé almiddn pregelatinizado
como excipiente y una sal organica de un principio activo se observo la formacion de una
impureza en un porcentaje de 0,4% (;cuanto?). En este caso la impureza fue aislada por cro-
matografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de masas. La impureza fue carac-
terizada brindando los siguientes datos (Tabla 6).

Tabla 6. Datos analiticos obtenidos para el caso 5.

Analisis Informacion

Cromatografia liquida de alta | Diferente tiempo de retencién.

resolucion

Espectroscopia de masas Diferente masa molecular. Masa + peso molecular del contraién
Difraccion Rayos X Diferente

Espectroscopia infrarroja Diferente espectro de infrarrojo

Resonancia magnética nuclear | Pequenas diferencias con el producto que coinciden con el contraion
Cromatografia de gases Perfil de disolventes residuales igual al producto

Factor de respuesta Mismo que el producto

Karl Fischer Mismo que el producto

Perdida por secado Misma que el producto de referencia.

La investigacion indicé que la impureza se formo en la etapa de manufactura de la forma far-
macéutica (;donde?). Por lo tanto, se puede inferir un par de situaciones:

e la sustancia activa reacciond con un excipiente

e alguna sustancia contenida en el excipiente propicié la formacion de la impureza
En lo que respecta a los datos analiticos la cromatografia liquida indicé que se trata de otra
molécula. El peso molecular diferente es un indicativo de que la impureza podria provenir de
la formacion de una reaccion. En este caso se tiene la sal organica de un principio activo el cual
se divide en: principio activo y contraion. Adicionalmente se tiene el excipiente que es almidon
pregelatinizado. Curiosamente el ion molecular es la sumatoria del peso molecular de la sus-
tancia activa mas el peso del contraion. Es necesario tener en mente que la masa molecular de
la sustancia activa es por una parte la de la base libre y en segundo lugar el del contraién. Por
lo tanto, se infiere que de alguna manera la sustancia activa y el contraion reaccionaron para
generar un subproducto. El espectro de infrarrojo corrobora una estructura diferente. En la
RMN de protdn se observan protones que corresponden al producto de adicion del contraion
en la sustancia activa (adicion de Michael). El espectro de RX también corrobora que la impu-
reza no corresponde a la sustancia activa. Los otros analisis permanecen sin cambios respecto
al producto de referencia.

Este caso corresponde a la obtencion de una impureza presente durante la preparacion de
una forma farmacéutica de Maleato de Seproxetina (inhibidor selectivo de la recaptacion de
serotonina). En la fabricacion se utilizé almidén pregelatinizado y mantenido a 25 / 40 °C.
Después de analizar el caso se determiné que la presencia de esta impureza fue debido al agua
presente en el almidon. El agua debio disolver restos basicos que cambiaron localmente el pH
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lo suficiente para liberar la base libre y que la amina pudiera atacar en una reaccion tipo Mi-
chael al acido Malico (aceptor de Michael) [32]. El método para poder mitigar esta problema-
tica es utilizar un almidén muy bajo en contenido de agua, esto podria establecerse en la espe-
cificacion del almidon.
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Figura 10. Impureza por reaccion con el contraion

5.6. Caso 6: Impureza por reordenamiento de enlaces

El siguiente caso es una impureza obtenida a partir de un reordenamiento de enlaces el caso
es el siguiente. Durante un proceso de esterilizacion térmica para la preparacion de la forma
farmacéutica se observo la formacion de una impureza en un lote de sustancia activa. En la
esterilizacion se puso en contacto el principio activo y agua libre de pirdgenos. Durante la
operacion la impureza precipitd espontaneamente después del proceso y fue aislada por fil-
tracion. Los andlisis obtenidos fueron los siguientes (Tabla 7):

Tabla 7. Datos analiticos obtenidos para el caso 6.

Analisis Informacion

Cromatografia liquida de alta | Diferente tiempo de retencion.
resolucion

Espectroscopia de masas Diferente masa molecular.
Difraccion Rayos X Diferente patron de RX
Espectroscopia infrarroja Diferente espectro de infrarrojo

Resonancia magnética nuclear | Diferente multiplicidad en RMN de H y C13. El carbdn del acido
carboxilico cambi¢ de desplazamiento a uno similar a una cetona.

Cromatografia de gases Perfil de disolventes residuales igual al producto
Factor de respuesta Mismo que el producto
pH (disolucion) Pas6 de 7.94 a 10.89

Los analisis indican que se trata de un compuesto diferente a la sustancia activa. Ya que tanto
la cromatografia liquida, la espectroscopia de masas, los rayos x de polvo, el infrarrojo y la
resonancia magnética nuclear son diferentes a la molécula original. Los datos cruciales para
tratar de conocer la estructura son:
e El cambio sucedid en condiciones térmicas (123 °C)
e Se observo generacion de Hidroxido de sodio lo que hizo cambiar el pH de la disolu-
cion.
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e Laimpureza precipité espontdneamente
e Laimpureza generada tiene una estructura y propiedades espectroscopicas totalmente
diferentes a la sustancia de partida (ingrediente activo).

Las condiciones térmicas y las diferencias en las propiedades espectroscopicas sugieren una
estructura nueva, por lo que podria tratarse de un rearreglo estructural. En este contexto, exis-
ten varios programas disponibles para hacer modelos de las posibles estructuras que se pue-
den correlacionar con los datos obtenidos del analisis. Esta estructura result6 ser una molécula
proveniente de un rearreglo intramolecular.

El caso descrito en la literatura corresponde al Diclofenaco sddico (antiinflamatorio no
esteroideo). En pruebas de esterilizacion para una formulacion de Diclofenaco Sodico se ob-
servo formacion de opalescencia. Las condiciones extremas (123 + 2 °C) jugaron un rol muy
importante en la formacion de la impureza. También se observé aumento del pH del medio
pasando de 7.9 / 8.2 a 10.9 lo que indicé la generacion de Hidroxido de sodio como subpro-
ducto. Se observo un ataque de la funcion amina sobre el grupo carbonilo de la molécula. El
intermediario sufre una eliminacion de hidroxido de sodio que dio origen a una Indolina. Los
autores decidieron cambiar de metodologia de esterilizacion proponiendo una filtracion asép-
tica [33]. Un dato por retener de este caso es que cuando se utilizan condiciones drasticas es
posible la formacién de rearreglos inter o intramoleculares. De hecho, algunos compuestos
quimicos sufren rearreglos en su estructura si los grupos funcionales se ordenan adecuada-
mente. Probablemente este es uno de los casos mas dificiles de elucidar no obstante algunos
patrones de reordenamiento ya se han descrito previamente en la literatura [34].
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Figura 11. Impureza obtenida por el método de fabricacion

5.7. Caso 7: Impureza metalica

Durante la sintesis del segundo intermedio de una sustancia activa en la cual se hizo una sus-
titucion nucledfila se observé degradacion, obteniéndose rendimientos muy bajos y un perfil
de impurezas con varios subproductos adicionales, con un total de 5% de impurezas divido
en varias estructuras. Inicialmente se revisaron las condiciones de reaccion, las cuales no arro-
jaron ninguna desviacion del proceso. Cabe destacar que el intermedio precedente fue gene-
rado mediante una reacciéon de acoplamiento con Paladio. Puesto que no se encontr6 un pro-
blema determinado, se procedié a la fabricacién de otro lote el cual sufrié el mismo destino.
En vista de estos datos, se decidi6 hacer una repeticion analitica y se hizo una evaluacion ex-
haustiva de los datos (Tabla 8). Durante el andlisis no se detecté anomalia alguna, por lo tanto
y buscado una explicacion plausible se determind el contenido de paladio en el intermedio.
Este parametro se determina en el principio activo por tal motivo no se encuentra en la espe-
cificacion del intermedio. El resultado fue de 800 PPM de este metal. Algunos lotes que se
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tenian en la muestreoteca fueron analizados con el objeto de verificar si esto era un valor coti-
diano. En esta tesitura se analizaron los tltimos 7 lotes de la campana y el resultado fue “no
detecta”. Por lo tanto, la causa probable de esta problematica fue el contenido de paladio. Con
respecto al intermedio este fue tratado con un secuestrador de paladio y enseguida cristali-
zado. El intermedio se utiliz6 en la sintesis habitual dando buenos resultados. Durante la in-
vestigacion se detecto que uno de los papeles del filtro lenticular utilizado, tenia un pequefio
poro por el cual pudo haber pasado un poco de metal residual. La medida de contencion fue
poner un filtro de pulido al final de la linea de filtracion, esta accion evitara que haya paladio
que pase a través del sistema de filtracion. Por otra parte, el Paladio es un metal pesado que se
debe controlar en los intermedios y en las sustancias activas, consecuentemente otra medida
de control es realizar el analisis en el intermedio que tuvo el problema.

Tabla 8. Datos analiticos obtenidos para el caso 7.

Analisis Informacion

Cromatografia liquida de alta resoluciéon | Mismo tiempo de retencién.

Espectroscopia de masas Misma masa molecular.

Difraccion Rayos X Mismo patrén de RX

Espectroscopia infrarroja Mismo espectro de infrarrojo

Resonancia magnética nuclear Misma multiplicidad en RMN de Hy C13.
Cromatografia de gases Perfil de disolventes residuales igual al producto
Factor de respuesta Mismo que el producto

Karl Fischer Mismo que el producto

Contenido de metales (ICP) Alto contenido de Paladio

Caso reportado en la literatura. Recientemente se reporto el uso de secuestradores de Paladio
para el Ceftolozano (antibidtico). La sal intermediaria contenia aproximadamente 50 PPM de
Paladio, mientras que la concentracion permitida en el principio activo final es de <1 PPM.
Claramente, el objetivo fue reducir al minimo la concentracion de este compuesto. Durante el
estudio se probaron diversos tipos de secuestradores. En la optimizacion se usaron diversos
carbones activados, polimeros sobre soporte solido, derivados de Tioureas y finalmente deri-
vados de Tiocarbonatos. Precisamente estos tltimos demostraron ser muy efectivos en cuanto
a la eliminacion selectiva de Paladio. Igualmente se demostrd la estabilidad en medio acido
(necesaria para sintetizar la sal final) y ser de muy bajo costo. Con esta metodologia se obtu-
vieron niveles de paladio inferiores a 1 ppm [35]. Como medida preventiva, cuando se realicen
este tipo de reacciones en la medida de lo posible se debe incluir la determinacion de paladio
en la especificacion del intermedio con objeto de evitar contratiempos en la etapa final. En los
ingredientes farmacéuticos las impurezas metdlicas estan estrechamente limitadas debido a
que muchos de estos residuos metalicos son muy tdxicos. De hecho, la ICH3D clasifica los
metales en 4 grupos y establece limites para estos compuestos. De estos metales el Paladio se
ha destacado por la versatilidad de sus aplicaciones en la quimica de procesos. No obstante,
la correcta eliminacion de este es de crucial importancia. En este contexto varias metodologias
de secuestradores de Paladio se han utilizado para la correcta eliminacion de este metal. Den-
tro de las metodologias utilizadas se ha descrito: el uso de secuestradores especializados de
paladio portando grupos Trimercaptotriazina, Etilendiamina, también carbdn activo, otros ti-
pos de soportes con grupos protectores especializados desarrollados por casas comerciales, N-
acetilcisteina, tiourea, fosfinas, cisteina [36].
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Figura 12. Impurezas residuales de metales pesados

5.8. Caso 8: Reaccidn del principio activo con el disolvente

Durante la cristalizacion final de una sustancia activa (;donde?), se llevé a reflujo la cristaliza-
cion para lograr completa disolucion. Durante el calentamiento el sistema de control se tuvo
un fallo y mantuvo la temperatura a 32 °C durante 8 horas adicionales. Posteriormente el pro-
ducto se cristalizo, se aislé6 mediante centrifugacion y se secd. Una vez analizada se encontro
una impureza en 0,8% (¢cuanto?). En ocasiones es en extremo dificil de determinar la estruc-
tura de los subproductos sobre todo si la estructura resultante es casi improbable de formarse.
En este ejemplo los datos observados tras el andlisis estan reportados en la tabla siguiente.

Tabla 9. Datos analiticos obtenidos para el caso 8.

Analisis Informacion

Cromatografia liquida de alta | Diferente tiempo de retencion.
resolucion

Espectroscopia de masas Diferencia de masa molecular de 84.93
Difraccion Rayos X Diferente

Espectroscopia infrarroja Diferente espectro de infrarrojo

Resonancia magnética nuclear | Diferente multiplicidad en RMN de Hy C13. Se observa un
metileno afectado por uno o dos heteroatomos

Cromatografia de gases NA
Factor de respuesta Mismo que el producto
Karl Fischer Mismo que el producto
Perdida por secado NA

Una vez compilados los datos se infiere que la molécula es diferente ya que la cromatografia
liquida, el peso molecular, la difraccién de RX y el infrarrojo es diferente. Esto se confirma con
la diferente multiplicidad observada por resonancia de protén (H) y carbono 13 (C). Por lo
tanto, la impureza es una molécula diferente del producto principal. El proceso en el que se
obtuvo la impureza fue una cristalizacion final. Siendo la molécula final iinicamente cargada
en el reactor. Las condiciones de reaccién fueron 32 °C durante 2 horas y sin embargo este
calentamiento se mantuvo por mucho mas tiempo. Durante la investigacion se detectd que las
valvulas del reactor fallaron y el calentamiento se mantuvo por un total de 8 horas. Lo que
lleva a suponer que el producto pudo haberse degradado o sufrido una reaccién. Otra alter-
nativa es que el producto reacciond con el disolvente, aunque es muy poco probable es posible
que suceda. Durante la investigacion de determin6 que un actuador de una de las valvulas
estaba dafiado, el actuador se cambid. También se determino que estas valvulas no estaban en
el programa de mantenimiento preventivo motivo por el cual se incluyeron, esta acciéon miti-
gara la reincidencia.
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En cuanto al caso practico, durante la revision de las impurezas de la Olanzapina (antipsi-
cbtico) reportada por Thatipalli ef al. [37] se observé la impureza de interaccion con el cloruro
de metileno. La impureza se sintetizd para comprobar la estructura generando el compuesto
en el cual se incorpor6 una molécula de cloruro de metileno (Figura 12). La leccion aprendida
que brinda este ejemplo es no dar por sentado nada, ya que hasta el disolvente bajo las condi-
ciones apropiadas puede reaccionar con el principio activo.

Cl _rCI

{f“NCHg

Cffh

Figura 13. Impureza por reaccion con el disolvente

CH,Cl

5.9. Caso 9: Reaccion del principio activo con el excipiente

Durante el desarrollo de una forma farmacéutica se utilizé 6xido de magnesio a 55 °C para
preparar tabletas (;donde?). Una vez las tabletas fueron fabricadas se determino el contenido
de la sustancia activa y se observo la formacion de una impureza apolar de 2,3% con respecto
a la sustancia activa de referencia. Tras aislar la impureza por cromatografia en columna en
gel de silice se obtuvieron los siguientes datos analiticos:

Tabla 10. Datos analiticos obtenidos para el caso 9.

Andlisis Informacion

Cromatografia liquida de alta
resolucion

Diferente tiempo de retencion

Espectroscopia de masas

Diferencia de 2 veces la masa molecular mas 24 unidades

Difraccion Rayos X

Diferente

Espectroscopia infrarroja

Diferente espectro de infrarrojo

Resonancia magnética nuclear

Diferente multiplicidad en RMN de H y C'. Se observa inte-

gracion para dos moléculas

Cromatografia de gases No determinado

Factor de respuesta Mitad del producto de referencia

Karl Fischer Anhidro
Espectrometria de absorcion Determinacion de un dtomo de magnesio
atomica

Los datos indican que la impureza tiene un tiempo de retencién diferente al compuesto pro-
blema en cromatografia de liquidos. La espectroscopia de masas indica una masa de aproxi-
madamente el doble de la molécula de referencia. La difraccion de RX, indica que es una mo-
lécula totalmente diferente ya que las sefiales son completamente diferentes. Se tiene un es-
pectro de infrarrojo diferente. Y la multiplicidad de RMN integra para dos moléculas de la
sustancia activa. En la espectrometria de absorcion atdmica se observa un dtomo de magnesio.

El dato crucial es el generado por la espectroscopia de masas que es dos veces la masa
molecular mas 24 unidades. Esto quiere decir que probablemente se obtuvo un dimero con
“algo adicional”. El factor de respuesta fue de aproximadamente 0,5% aun asi la impureza
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quedaria en 1,15% y sigue siendo un problema. El caso reportado en la literatura es el si-
guiente:

En un estudio de compatibilidad del Ibuprofeno con el 6xido de magnesio, se observé una
impureza la cual se analizd y se aislo. Durante los estudios entre la sustancia activa y el exci-
piente se observé una reaccion solido-solido en mezclas 1:1 y 2:1 cuando se sometieron a 55
°C. La sal obtenida fue determinada mediante estudios calorimétricos y espectroscopia de in-
frarrojo y comprobada mediante sintesis en laboratorio. También se corroboré que el Ibupro-
feno es susceptible a la reaccion con otras sales (Bicarbonato de Potasio, Carbonato de Potasio,
Hidroxido de Magnesio, etc.). Un dato muy interesante es la perdida de agua en la reaccion ya
que se observo un KF practicamente anhidro. Esta es una reaccion de formacion de sal orgdnica
promovida por un excipiente, casi imposible de prever ya que se lleva a cabo en estado solido.
El dato clave es la presencia de Magnesio. El Magnesio al ser bivalente puede formar una sal
con dos moléculas de Ibuprofeno. Es destacable el hecho de que la reaccion de formacion de
sal se lleva a cabo en estado sdlido promovido por la temperatura. Un método muy similar es
el grindstone en el cual se ponen en contacto la sustancia activa y el contraion y la reaccion
sucede en ausencia de disolvente [38]. La medida de contencion en este ejemplo es cambiar el
excipiente o en su defecto hacer un barrido de temperaturas buscando las condiciones para
que no reaccione el principio activo. La reaccién entre el Ibuprofeno y el Oxido de Magnesio
se describe en la Figura 14 [39].

®2

OH

MgO \

Ibuprofeno Oxido de magnesio H»O 2

Figura 14: Impureza por reaccion con el excipiente

5.10. Caso 10: Reaccion del principio activo con el oxigeno catalizado por un
excipiente

Durante el desarrollo de la formulacion de una sal de sustancia activa se utilizo jarabe de ce-
reza como vehiculo. Durante el desarrollo se observaron la formacién de varias impurezas en

diversas proporciones. Un dato experimental muy importante es que las impurezas se incre-
mentaron velozmente cuando la formulacion se expuso a la luz ambiental y al oxigeno.

Tabla 11: Datos analiticos obtenidos para el caso 10.

Analisis Informacion

Cromatografia liquida de alta | Diferentes tiempos de retencién
resolucion

Espectroscopia de masas Diferente (varias estructuras)
Difraccion Rayos X No determinado
Espectroscopia infrarroja Diferente espectro de infrarrojo

Resonancia magnética nuclear | Diferente multiplicidad en RMN de H y C13. Se observa inte-
gracion para dos moléculas

Cromatografia de gases No determinado

Factor de respuesta Mismo que el producto
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En este caso la cromatografia liquida indicé varios compuestos totalmente diferentes, la espec-
troscopia de infrarrojo corroboré los resultados previos. Finalmente, la resonancia magnética
nuclear también corrobor6 la presencia de diferentes moléculas. Este caso es facil determinar
que son moléculas diferentes, lo que no es tan sencillo es conocer las estructuras. El caso re-
portado en la literatura es asociado a una formulacion de Losartan potasico (antihipertensivo)
en el cual se utilizo jarabe de cereza como vehiculo [40]. En las pruebas se observd la presencia
de varias impurezas en la formulacion. Se realizaron varios ensayos adicionales los cuales de-
mostraron que la formulacion estaba impactada por la luz y el oxigeno ambiental. Se demostrd
que el jarabe contenia un sensibilizador que promovi6 una reaccion radicalaria con el oxigeno
singulete. Este a su vez atac¢ la funcion imidazol del Losartan generando una imina que a su
vez se derivé en varias degradaciones subsecuentes. Las impurezas fueron caracterizadas, ais-
ladas y el tiempo de retencidn fue corroborado en cromatografia de alta resolucion.

En este caso se pudieron acotar relativamente facil las alternativas para determinar las
impurezas. La sustancia activa se puso en contacto con el jarabe de cereza y crecieron las im-
purezas. Consecuentemente, el jarabe de cereza tenia “alguna sustancia” que degradd el Lo-
sartan. Mirando la molécula el Losartan tiene un anillo imidazol y un tetrazol. El mas labil
resulto ser el imidazol. Por lo tanto, la investigacion derivo en la hidrdlisis del imidazol. La
investigacion llevo a la conclusion de que las estructuras coincidian con las moléculas de de-
gradacion de este grupo funcional. Finalmente, las impurezas observadas en este estudio se
representan en la Figura 15.
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Figura 15. Impureza generada por una impureza del vehiculo de la formulacién

En la tabla 12 se observa una compilaciéon de los casos comentados. La elucidacion de una
impureza depende de los datos espectroscdpicos, pero también de la casuistica de la obtencion.
Los casos se deben analizar muy bien para lograr tener un punto de partida. Por ejemplo, si se
obtuvo una impureza en la cristalizacion final, podria tratarse de una reaccion de la molécula
final consigo misma o una posible interaccion con el disolvente.
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Tabla 12. Compilacion de los casos presentados

CLAR Factor EM DRX IR RMN CG Valoracion Karl Pérdida OTRO Tipo de
de res- Fischer por impureza
puesta secado

1 RRT pare- | Igual Peso molecu- Minimas Mismos Multiplicidad de Misma NA NA NA NA Prove-
cido que el lar de la im- diferen- grupos las moléculas por niente de la
producto | pureza ligera- ciasenla | funcion- RMN H! materia
mente dife- forma ales diferente multi- prima
rente variabi- cristalina plicidad (aparen-
lidad de 15 temente una se-
unidades fial que integra
para 3 H). RMN
(131 carbon adi-
cional.
2 Tiempo Doble Peso molecu- Diferen- Los gru- Multiplicidad de Misma NA NA Mismo NA Dimérica
de reten- del lar de la im- cias mi- pos fun- las moléculas por

cion dife- producto | pureza apro- nimasen | cionales RMN H! se ob-

rente in- ximadamente la forma se obser- serva la misma

dicando del doble del cristalina van de multiplicidad,

un com- producto forma pero diferente in-

puesto mas in- tegracion (las se-

apolar. tensa en fiales integran

lamisma | para el doble de
concen- H). RMN C'*Se
tracion observan el doble
de carbones
3 Mismo Mismo Misma masa Diferen- Diferent Misma multipli- Misma NA Se ob- Misma Diferente Impureza
tiempode | queel molecular ciasenla | eespec- cidad que el pro- serva el que el DsC dihidrato
retencion. producto forma tro dein- | ducto equiva- producto

La impu- cristalina | frarojo lente a de refe-

reza no se dos molé- rencia.

detecta culas de

por CLAR agua en

KF. Aun

después

de secar

exhausti-

vamente

la muestra

4 Mismo Mismo Misma masa Diferent Diferent Mismo desplaza- Misma NA Mismo Misma NA Polimoérfica
tiempo de | queel molecular e e espec- miento y multi- que el que el

retencion. producto trodein- | plicidad producto producto

La impu- frarrojo de refe-

reza no se rencia

detecta

por CLAR

5 Mismo Mismo Diferente Diferent Diferent Pequenas dife- Misma NA Mismo Misma NA Reaccion
tiempo de | queel masa molecu- e e rencias con el que el que el con el con-
retencion. producto | lar. Masa + producto que producto producto traién

La impu- peso molecu- coinciden con el de refe-

reza no se lar del con- contraién rencia.

detecta traién

por CLAR

6 Diferente Diferent Diferente Diferent Diferent Diferente multi- Misma NA Mismo Misma pH Diferente
tiempode | e. masa molecu- e espec- e plicidad en RMN que el diferente molécula.
retencion. lar. tro de in- de Hy CB. El car- producto

frarrojo boén del acido car- de refe-
boxilico cambié rencia.
de desplaza-
miento a uno si-
milar a una ce-
tona.

7 Mismo Mismo Mismo Mismo Mismo Mismo Mismo NA Mismo Mismo Alto con- Impureza

tenido de elemental
Paladio
8 Diferente Mismo Diferencia de Diferent Diferent Diferente multi- Mismo NA Mismo Mismo NA Reaccién
masa molecu- e e plicidad en RMN conel
lar similar a la de Hy C13. Se disolvente
del disolvente observa un meti-
usado leno afectado por
uno o dos hete-
roatémos
9 Mismo Doble Diferencia de Diferent Diferent Diferente multi- NA NA Anhidro NA Espectros- Formacién
2 veces la e e plicidad en RMN copia de de sal orga-
masa molecu- de Hy C13. Se absorcion nica pro-
lar mas 24 observa inte- atoémica. Se movida por
unidades gracion para dos determina un exci-
moléculas Magnesio piente

10 Diferente Mismo Diferente NA Diferent Diferente multi- NA NA NA NA NA Degrada-

masa molecu- e plicidad en RMN cién via ra-

lar. deHyCB dicalaria
por una im-
pureza del
vehiculo

M=misma; D=diferente; NN=no necesario
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6. PRODUCTOS DE DEGRADACION DE LOS GRUPOS FUNCIONALES
EN LAS SUSTANCIAS ACTIVAS

Hasta este punto se han descrito diferentes casos que pueden encontrarse, sin embargo, un
proceso de fabricacion puede ser susceptible a muchas variables, como la, luz, temperatura,
oxigeno, agua tan solo por mencionar algunos factores. Esto pareceria una tarea en extremo
compleja, no obstante, como ayuda en este tema Kumar ef al. [41] en 2011 publicé una compi-
lacion acerca de las degradaciones potenciales de los principios activos. Aunque este trabajo
estd enfocado en interacciones con excipientes las reacciones descritas se pueden aplicar en las
sustancias activas. En este reporte se incluyen los grupos funcionales la forma de degradacion,
los productos generados y ejemplos de sustancias activas susceptibles de padecer estas reac-
ciones. Esta informacion es en extremo valiosa para cuando se tenga entre las manos un pro-
blema de elucidacion estructural. Estos datos se resumen en la Tabla 13. Adicional y grande-
mente ilustrativo se encuentra el trabajo de Wadekar et al.: en la primera parte de esta revision
[42] los autores describen las potenciales fuentes de impurezas en los principios activos. Algu-
nos ejemplos son el salmeterol, ejemplos de impurezas en materias primas, permetrezato de
sodio, ciprofloxacin entre otros. En la parte II se examinan impurezas quirales, polimorficas y
genotdxicas. Se mencionan varios casos incluyendo sustancias activas como la Olanzapina,
Ciprofloxacina, Linezolida entre otras [43]. La parte III de estas compilaciones se enfoca a las
rutas de degradacidn en sustancias activas e interacciones en formulaciones [44]. Por otra
parte, Li compila varios mecanismos de degradacion de sustancias activas incluyendo hidro-
liticos, oxidativos, fotoquimicos, eliminaciones, y varios tipos de reacciones. Igualmente in-
cluye interacciones con excipientes y degradacion de compuestos bioldgicos [45]. Estas revi-
siones fungen como guias especializadas para asesorarse cuando se necesite “cazar” una im-
pureza.

Tabla 13. Principales productos de degradaciéon de los grupos funcionales presentes en las sustancias
activas reportado por Kumar ef al. [41].

Producto

Grupo funcional

Reacciéon de degradacion

Ejemplo

Estéres, Lactonas

Hidrdlisis acida

Alcohol + acido

Aspirina, Ciclandato

Amidas, Lactamas

Hidrdlisis acida o basica

Acido + amina

Acetominofén, Cloranfe-
nicol

Estéres carbamicos

Hidrolisis acida + descar-
boxilacion

Amina + CO2

Loratadina, Pipazetato

Imidas Hidrdlisis acida o basica | Amida + acido Glutetimida
Cetonas y aldehidos | Catalisis acida o basica Productos de condensa- | Haloperidol, Triamcino-
ciéon Gemdiol, Tautome- | lona
rizacién
Nitrilos Hidrolisis acida + descar- | Base + COz Cimetidina, Difenoxilato
boxilacion
Aminas Oxidaciéon N-Oxido Dibucaina, Dorzolamida
Imina Hidrdlisis 4cida o bdsica | Amina + cetona Diazepam
Hidrazina Hidrolisis acida o basica | Base + Hidrazona Isoniacida
Nitro Fotooxidacion + oxida- Aromatizacién Nifedipina
cion
Sulfonamidas Hidrolisis acida Sulfonamida + producto | Brinzolamida
de hidrolisis
Sulfonilureas Hidrdlisis acida Sulfonamida + amina Glibenclamida
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Tiol, éter, tioéter

Oxidacién / hidrolisis

Oxidacién / Productos
de hidrdlisis

Mitomicina C

Alcoholes Deshidratacion Alqueno, rearreglo, oxi- | Butorfanol, Lovastatina,
dacién Montelukast

Fenoles Oxidacién Cetona, rearreglo Epinefrina

Halogenuros de al- | Hidrdlisis Alcohol, eliminaciéon Melfalan

quilo

Bencilo Oxidacion Cetona Ciclandelato

Olefinas Isomerizacién, oxidacion | Isdémeros geométricos, Tiotixeno, Montelukast,

productos de oxidacion

Suitinib

7. INVESTIGACIONES PARA DETERMINAR LA CAUSA RAIZ DE UN
PROBLEMA

Al haber una excursion en un proceso se genera un descontrol en las especies reactantes y
puede generarse una impureza. Como se ha comentado previamente se puede aislar y conocer
la estructura. Aunque la elucidacion estructural es un trabajo muy laborioso, el verdadero pro-
blema no es ese, el problema es cdmo se evita que el evento vuelva a suceder. Para poder
erradicar y prevenir que el evento no deseado sea recurrente, es necesario hacer una investi-
gacion que nos lleve a la causa raiz de la problematica. En este contexto existen diferentes
metodologias para poder realizar este tipo de investigaciones. De hecho, la Food Drug Admi-
nistration publicé un manual para poder determinar la causa raiz de una problematica deter-
minada [46]. Basicamente este documento indica la utilizacion de herramientas metodolégicas
para determinar la causa raiz, y una vez determinada se propone la instauracion de acciones
correctivas o preventivas (Corrective Actions/Preventive Actions, CAPA) para evitar que el
evento andmalo se repita. Finalmente, se debe dar seguimiento para asegurar que la medida
fue eficaz y verificar las tendencias del parametro corregido. Algunas herramientas utiles para
elucidar la causa raiz de una problematica son:

» lluvia de ideas,

» mapeo de proceso

> relacion de causa y efecto

» 5 porqués

7.1. La lluvia de ideas es una de las herramientas mas populares para determinar una causa
raiz, basicamente se retine un equipo multidisciplinario y se dice todo lo que se sabe del pro-
ceso y que puede ser lo que ocasiond el problema, es importante destacar que no se debe omitir
ninguna idea por sencilla que parezca. A menudo la causa raiz de una problematica se encuen-
tra en los pequefios detalles.

7.2. El mapeo de proceso es una representacion visual del proceso, en este flujo de proceso se
puede detectar que es lo que se hizo diferente en el proceso cuestionado con respeto al proceso
estandar. También sirve para acotar la busqueda de la causa raiz, ya que puede segmentarse a
una parte del proceso lo que tiene como resultado enfocar los esfuerzos en la parte del proceso
que tiene la problematica.

7.3. Diagrama de causa y efecto o de espina de pescado. Esta herramienta incluye categorias
que pueden depender del escenario. Se suelen evaluar categorias como personal, material, am-
biente método y maquinas. La idea de esta herramienta es evaluar estos temas para generar
subcategorias que ayuden a identificar la causa raiz de una problematica.
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7.4. Los 5 porqués. Esta herramienta se basa en preguntarse 5 veces seguidas el porqué de una
problematica. Con esta herramienta se pueden eliminar las causas superficiales y encontrar la
causa raiz de una problematica. Alternativamente, existen otras herramientas de la metodolo-
gia Lean six sigma que pueden ser utilizadas para determinar la causa raiz [47]. Una vez de-
terminada la causa raiz, se deben establecer medidas correctivas o preventivas para evitar que
se repita la problematica. Posterior a estos eventos se debe seguir el proceso para corroborar
que la accion implementada en las acciones correctivas / preventivas fueron adecuadas. Final-
mente, es necesario mencionar que el establecimiento de CAPA’s sin un adecuado plan de
accion son una de las principales observaciones que las agencias regulatorias proporcionan a
los fabricantes.

8. CONTROL DE LAS IMPUREZAS

Establecer una medida de control generalizada es muy dificil ya que depende de las caracte-

risticas de las moléculas involucradas, asi como las condiciones de reaccion, equipos de fabri-

cacion utilizados y el tipo de excursion observada. Consecuentemente se deben establecer ac-
tividades de control a la medida del proceso.

a) Por ejemplo, una impureza proveniente de la materia prima, solo se puede mitigar con
especificaciones estrictas que controlen el contenido de esta impureza, por norma general
las impurezas muy similares en la cual la diferencia estructural entre el producto y la im-
pureza sea de un metilo o un etilo, el producto generado practicamente no se purifica.

b) Enel caso de impurezas dimero, trimero, estas se forman en concentraciones altas de reac-
tivos con respecto al disolvente. Si es necesario evitarlas se puede aumentar la dilucién
para disminuir el contacto entre reactivos y producto favoreciendo el contacto reactivo vs
materia prima. También se pueden utilizar rampas lentas de calentamiento para favorecer
la homogeneidad de la reaccion al inicio del proceso.

c) Siel problema es la cantidad de agua en el producto, el agua que participa en el sistema se
puede controlar estrictamente, incluyendo disolventes anhidros, controles para la deter-
minacion de agua, destilaciones azeotrdpicas, o reflujos con el disolvente de reacciéon para
eliminar el agua residual de un equipo.

d) En el caso de encontrarse con una forma polimorfica diferente esto requiere estudios mu-
cho mas exhaustivos para el control, no obstante, se tiene la alternativa de utilizar una
siembra con la adecuada forma sélida que permita obtener el producto deseado.

e) Tal como lo muestra el caso 5 la formacion de sales a veces es posible, por lo tanto, si en el
proceso original se observa una reaccion que utiliza una base y un dcido es muy probable
que como subproducto se pueda obtener una sal [48]. En estos casos es de vital importancia
limitar la cantidad de reactivos a adicionar y asi mismo la cantidad de agua del sistema ya
que puede fungir como catalizador.

f) La generacion de nuevas moléculas con fragmentos estructurales similares en ocasiones
estd asociadas a reacciones con condiciones de reaccion agresivas. Por ejemplo, calenta-
mientos a altas temperaturas pueden generar rearreglos o nuevas moléculas en la reaccién.
Rampas de calentamiento lentas, entradas de servicios a los reactores limitados a ciertas
temperaturas minimizan la generacion de impurezas. Concerniendo el pH, este en ocasio-
nes juega un papel decisivo ya que puede catalizar una reaccién con respecto a otra. Por
otra parte, si la molécula carece de similitud estructural probablemente se trata de una
contaminacion cruzada en cuyo caso sera necesario revisar los procedimientos de limpieza.

g) ¢Reaccion con un excipiente? Es poco probable, pero la ventaja es que las variables estan
limitadas, ya que solo hay excipientes, sustancia activa y condiciones de reaccion. Un dato
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con mucho peso es que la fabricacion de muchos de los excipientes comerciales no tiene el
nivel de calidad que se tiene en la fabricacién de sustancias activas en la cual se llevan a
cabo buenas practicas de fabricacion. Es decir, si la impureza se genera con un excipiente
es necesario cambiar de proveedor y reevaluar el proceso. Muchos excipientes contienen
residuos del proceso de fabricacion. Por ejemplo, la povidona contiene peroxidos, o la lac-
tosa contiene aldehidos y agentes reductores, tan solo por poner dos ejemplos. Se reco-
mienda consultar el trabajo de Fathima et al. acerca del tema [49].

h) En el ejemplo 10, se hace alusion al impacto de un jarabe con un catalizador que hace que
se inicie el proceso de degradacion de la sustancia activa. Este fendmeno se acenttia por el
impacto de la luz y el oxigeno. La medida correctiva propuesta mas simple es cambiar el
excipiente, ya que el catalizador no fue determinado. La segunda propuesta seria incluir
un inhibidor radicalario y cambiar el envase del medicamento a ambar.

Adicionalmente Prabu & Suriyaprakash puntualizan cuatro causas adicionales que pueden de-

rivar en la obtencidon de impurezas [21].

1) Enlas etapas de cristalizacion la calidad y el tamafio determina del cristal impacta la ca-
lidad y la estabilidad de la molécula sintetizada. Por ejemplo, trazas de disolventes que
queden ocluidas pueden impactar en el tamano y la estabilidad del cristal que a su vez
puede causar degradacion del medicamento.

2) Lavados de las tortas aisladas. Las sustancias activas tienen procesos de sintesis estableci-
dos, habitualmente la tltima etapa de cristalizacion es aislada mediante centrifugacion. Es
decir, aislar un so6lido de un liquido que contiene impurezas. La fuerza centrifuga elimina
el disolvente residual y es necesario hacer lavados con disolvente que elimine el exceso de
impurezas. Esta operacion unitaria es crucial para obtener perfiles de impurezas adecua-
dos. Cuando se obtienen impurezas de proceso fuera de especificacion, probablemente se
trata de una desviacion en el lavado de la torta.

3) Secado. Los secados en equipos rotarios con vacio y temperatura son preferibles a la utili-
zacion de un secado de bandejas en el cual el producto esta estatico y recibiendo toda la
carga térmica que puede derivar en impurezas puntuales por sobreexposicion a la tempe-
ratura.

4) Empacado final. Las sustancias activas deben empacarse adecuadamente en funcién de su
naturaleza. Por ejemplo, si es 14bil al agua, se debe poner agente desecante. Si es impactado
por la luz se deben utilizar bolsas que no permitan el paso de la luz. Si el problema es el
oxigeno, se deben termosellar en una bolsa adecuada (por ejemplo, de aluminio) para que
no haya intercambio con el medio ambiente.

Por otro lado, las sales organicas farmacéuticas son una interesante alternativa para purificar
sustancias activas ya sea como etapas adicionales de purificacion o como alternativas en la
purificacion de sustancias activas [50].

9. UTILIZACION DE LAS IMPUREZAS EN LA INDUSTRIA FARMACEU-
TICA

Las impurezas pueden afectar la salud del paciente por dicho motivo es necesario asegurar
que las medicinas y las sustancias activas sean seguras. No obstante, las impurezas también
pueden utilizarse para otras actividades relacionadas con el desarrollo de las sustancias activas
o fabricacion de medicamentos. En esta tesitura, Liu ef al. compilan las principales razones por
la que es necesario conocer las impurezas en una sustancia activa o en una forma farmacéutica
[51]. Por ejemplo, se necesitan patrones para hacer confirmaciones especificas de las impurezas
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y /o validaciones de métodos analiticos. Se utilizan también para hacer estudios toxicologicos.
Otro uso o es para probar la purga de los subproductos en los diferentes procesos esto ayuda
a establecer especificaciones para los intermedios de proceso. También se pueden utilizar para
establecer las vias de degradacion es decir como el producto podria degradar en determinadas
condiciones de almacenamiento. Esto entre otras aplicaciones.

Tabla 14. Requerimientos en los que se necesitan impurezas

Requerimientos regulatorios Requerimientos técnicos y cientificos
Calidad y seguridad de los productos Optimizacion de los procesos productivos
Validacion de métodos Optimizacion del desarrollo y la formulacién
Confirmacion de especificaciones Mejora de la eficacia
Determinacion de los criterios de aceptacion Estudios toxicoldgicos
Fecha de caducidad, fecha de reandlisis, evaluacion de vida media | Sintesis de impurezas para patrones de referencia
Estudios de estabilidad y de almacenamiento Costos
Limites toxicoldgicos Prediccion de las vias de degradacion

10. CONCLUSION

Las sustancias activas, asi como las medicinas deben ser seguras para el paciente, esto se logra
siguiendo los lineamientos establecidos en los procesos de fabricacion. No obstante, en ocasio-
nes hay problemas puntuales asociados a equipos, procesos o mano de obra. Estos contratiem-
pos en ocasiones generan impurezas. Con objeto de continuar con las fabricaciones y no afectar
la entrega de principios activos o medicamentos que afectarian al paciente es necesario reac-
cionar rapidamente y convertirnos en “cazadores de impurezas”. Para ello es necesario seguir
una metodologia que oriente a la resolucion de problemas. El aislamiento, la trazabilidad, la
elucidacion estructural y confirmacién son herramientas que permitiran proporcionar una
causa raiz de las problematicas. Asi mismo, las investigaciones robustas que permitan deter-
minar corroborar la causa raiz de la problematica son mandatarias para evitar repetir el pro-
blema mediante el establecimiento de acciones correctivas o preventivas. Y finalmente, verifi-
car que las acciones implementadas han sido eficientes para evitar la recurrencia. Los ejemplos
citados en este trabajo son solo una gota en el mar de opciones que se pueden presentar, a
pesar de ello, la metodologia es aplicable a muchas de las problematicas que pudieran encon-
trarse durante la fabricacion de sustancias activas o formas farmacéuticas.
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SUMMARY

Therapeutic adherence and patient management in schizophrenia during outpatient pharmacother-
apeutic follow-up: a case report

Introduction. Social stigmas and the constraining effects of chronic antipsychotic therapy are factors
influencing low therapeutic adherence. This study presents a case with a favorable prognosis after seven
months of pharmaceutical monitoring at a specialized public outpatient mental health center. Case re-
port. The subject is a 29-year-old man diagnosed with schizophrenia (ICD F20.0), who recently experi-
enced a psychotic episode with both positive and negative symptoms. The patient exhibited non-adher-
ence to prescribed medications, including haloperidol, risperidone, nortriptyline, and diazepam, with
no reported psychological therapy. Baseline objective data revealed a body mass index below reference
values, and borderline blood pressure and capillary blood glucose levels. During consultations, phar-
macotherapy-related problems (PRF) were identified, such as low therapeutic adherence, drug interac-
tions, inappropriate administration frequency, inadequate treatment duration, and significant adverse
reactions. Pharmaceutical interventions included health education, therapeutic adjustments in collabo-
ration with the prescriber, and referrals to other services. Ultimately, psychometric scales confirmed
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medication adherence and improvement in depressive and anxious symptoms. Discussion. Pharma-
cotherapeutic monitoring proved significantly relevant, facilitating not only the detection but also the
resolution of PRF while fostering health improvement. Conclusion. In this context, it enabled the man-
agement of therapeutic efficacy and safety, thereby increasing the patient's prospects for greater social
integration.

Keywords: Pharmacotherapeutic monitoring; Therapeutic adherence; Schizophrenia

RESUMEN

Adherencia terapéutica y manejo del paciente con esquizofrenia durante el seguimiento farmacote-
rapéutico ambulatorio: Reporte de caso

Introduccion. Los estigmas sociales y los efectos limitantes de la terapia antipsicética crénica son facto-
res que influyen en la baja adherencia terapéutica. Este estudio presenta un caso con pronostico favora-
ble tras siete meses de seguimiento farmacéutico en un centro ambulatorio publico especializado en
salud mental. Reporte de un caso. El sujeto es un hombre de 29 afios diagnosticado con esquizofrenia
(CIE F20.0), que recientemente experimentd un episodio psicético con sintomas tanto positivos como
negativos. El paciente presenté incumplimiento de los medicamentos prescritos, incluidos haloperidol,
risperidona, nortriptilina y diazepam, sin que se informara terapia psicolégica. Los datos objetivos ba-
sales revelaron un indice de masa corporal por debajo de los valores de referencia, y niveles de presion
arterial y glucosa en sangre capilar en el limite. Durante las consultas se identificaron problemas rela-
cionados con la farmacoterapia (FRP), como baja adherencia terapéutica, interacciones medicamentosas,
frecuencia de administracion inadecuada, duracion inadecuada del tratamiento y reacciones adversas
significativas. Las intervenciones farmacéuticas incluyeron educacion sanitaria, ajustes terapéuticos en
colaboracion con el prescriptor y derivaciones a otros servicios. Al final, las escalas psicométricas con-
firmaron la adherencia a la medicacion y la mejoria de los sintomas depresivos y ansiosos. Discusién.
El seguimiento farmacoterapéutico resulto significativamente relevante, facilitando no sélo la detecciéon
sino también la resolucion de la PRF y fomentando la mejora de la salud. Conclusidn. En este contexto,
permiti6 gestionar la eficacia y seguridad terapéutica, aumentando asi las perspectivas del paciente de
una mayor integracion social.

Palabras clave: Monitoreo farmacoterapéutico; adherencia terapéutica; Esquizofrenia

RESUMO

Adesao terapéutica e gerenciamento de um paciente com esquizofrenia durante Acompanhamento
Farmacoterapéutico ambulatorial: relato de caso

Introducdo. Os estigmas sociais e os efeitos limitantes da terapéutica cronica com antipsicoticos sao
fatores que condicionam a baixa adesao terapéutica. Aqui apresentamos um caso com prognostico fa-
voravel apos sete meses de acompanhamento farmacéutico num centro ambulatorial publico especiali-
zado em saide mental. Relato de caso. Trata-se de um homem, 29 anos, com diagndstico de esquizo-
frenia (CID F20.0), em episddio recente de surto psicético, e evolugao de sintomas positivos e negativos.
Paciente nao aderente a prescrigao de haloperidol, risperidona, nortriptilina e diazepam, sem relato de
terapia psicoldgica. Dados objetivos basais revelaram indice de massa corporal abaixo dos valores refe-
renciais e pressao arterial e glicemia capilar limitrofes. Nos atendimentos foi possivel identificar pro-
blemas relacionados a farmacoterapia (PRF), como baixa adesao terapéutica, interacdes medicamento-
sas, frequéncia de administragdo e tempo de duracdo do tratamento inadequados e reagdes adversas
importantes. As interveng¢des farmacéuticas consistiram em educagdo em satde, ajustes terapéuticos em
consentimento com prescritor e encaminhamentos para outros servigos. Ao final, através de escalas psi-
cométricas, foi possivel constatar adesdo medicamentosa e melhora nos sintomas depressivos e ansio-
sos. Discussdo. O acompanhamento farmacoterapéutico demonstrou significativa relevancia, uma vez
que viabilizou ndo somente a deteccdo, mas também a resolucdo de PRF, ao mesmo tempo em que
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fomentou a melhoria da condigao de satide. Conclusao. Nesse contexto, possibilitou o manejo da efica-
cia e seguranga terapéutica o que, por sua vez, aumentou as perspectivas do paciente para uma maior
integracao social.

Palavras-chave: Acompanhamento farmacoterapéutico; Adesao terapéutica; Esquizofrenia.

1. INTRODUCTION

Schizophrenia is a severe and disabling psychotic disorder that affects approximately 1% of
the global population, involving emotional, cognitive, and behavioral alterations [1]. It mani-
fests through positive symptoms such as delusions, hallucinations, disorganized speech, and
behavior, as well as negative symptoms like affective impoverishment and lack of motivation
[2]. These symptoms are associated with social stigmas and prejudices, further hindering pa-
tients' socialization and exacerbating factors that contribute to low adherence to therapies [3].

Therapeutic adherence can be defined as the degree to which an individual's behavior,
concerning medication usage, aligns with recommendations agreed upon by a healthcare pro-
fessional [4-6]. According to the World Health Organization, only half of patients with chronic
diseases are considered adherent [6]. Factors contributing to low adherence encompass social
and economic issues, as well as those related to therapy, the disease, the patient, and healthcare
system-related factors [5, 6].

Patients with psychiatric disorders are more prone to not adhere to medication therapy
due to a lack of understanding about their clinical condition and pharmacological treatment
[7]. This low adherence reduces treatment effectiveness, leading to increased hospitalizations,
reduced quality of life, higher healthcare costs, and suicide cases [7]. In the case of schizophre-
nia, studies reveal a non-adherence rate of 63-74% among patients [8].

From this perspective, patients should be regularly monitored, and clinical pharmacists
can play a vital role in patient care by detecting, resolving, and preventing PRF. In this regard,
we describe the successful management of a patient with schizophrenia during pharmacother-
apeutic monitoring at a specialized public mental health outpatient center in Brazil.

The pharmacotherapeutic monitoring followed the clinical method adapted from the Min-
istry of Health of Brazil (Figure 1) [9]. In the anamnesis, an adapted pharmaceutical consulta-
tion script was employed to conduct an anthropometric evaluation, encompassing measure-
ments such as weight, abdominal circumference, capillary glucose, and body mass index
(BMI). Additionally, a scalometric evaluation was performed to measure the severity of anxi-
ety and depression symptoms, as well as medication adherence using the General Anxiety
Disorder (GAD-7) [10], Patient Health Questionnaire (PHQ-9) [11], and Medication Adherence
Measure (MAT) [12], respectively. The GAD-7 and PHQ-9 have a cutoff value of 10, and a
MAT score above 5 classifies the patient as adherent to pharmacological therapy. Patient mon-
itoring occurred remotely through telephone communication and text messages via
WhatsApp®.
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Figure 1: Steps of pharmaceutical care conducted for the management of a patient with schizophrenia.
PI: pharmaceutical intervention; DRPs: Drug-Related Problems

2. CASE REPORT

A 29-year-old man, diagnosed with schizophrenia (International Statistical Classification of
Diseases and Related Health Problems - ICD F20.0) 12 years ago, began treatment at the Child
Psychosocial Care Center at the age of 17, where he remained for five years, and was later
transferred to an adult psychiatric outpatient clinic. He commenced pharmaceutical monitor-
ing in February 2022 due to issues of low therapeutic adherence, the need to monitor therapy
effectiveness, and a recent history of a psychotic outbreak with aggression and the progression
of some positive and negative symptoms. The consultations were attended by the patient's
mother, who also served as his caregiver.

Regarding sociodemographic data, the patient reported being single, unemployed, having
an incomplete elementary education, and residing with his mother. Concerning lifestyle, he
denied alcohol and tobacco use and did not engage in physical exercises. He claimed to have
good dietary habits; however, he was currently experiencing food refusal.

During the consultation, the patient's mother reported that since childhood, he had exhib-
ited signs and behaviors suggestive of hallucinations, had difficulties in walking and speaking,
experienced bullying at school, and had his first psychotic outbreak at the age of 17. During
this period, he frequently ran away from school and home, being considered missing for a
period. The patient denied having been diagnosed with other illnesses, and with regards to
the family history, he had no knowledge of relatives with mental health issues.

With respect to the current history, approximately a week before the initial appointment,
he presented extreme irritability and aggression, to the extent of physically assaulting his
mother, who had to call the Mobile Emergency Care Service (SAMU). He was then transported
to the psychiatric hospital, where he remained under observation for several hours. At the
hospital, he expressed feelings of emotional exhaustion. The patient and his mother were fac-
ing financial difficulties, both unemployed, with no income and no support network, as his
father had passed away the previous year due to a coronavirus infection.
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During the first pharmaceutical consultation, the patient was still recovering from the psy-
chotic outbreak, displaying signs of irritability and occasional aggression. He reported com-
plaints of muscle pain, headaches, insomnia, and blurred vision. Delusional ideas, thinness
(BMI 17.54 Kg/m?), and bradykinesia were observed during the consultation. The patient did
not have recent laboratory tests and mentioned not having any for over a year. Anthropomet-
ric and scalometric data are described in Table 1.

Table 1. Clinical parameters verified during the first and last pharmaceutical consultation and ther-

apeutic goal established according to guidelines.

PARAMETERS FIRST CONSUL- | LAST CONSULTA- GOAL 315
TATION TION

BP (mmHg) 120X80 120X80 Ideal: 120/80 mmHg

BGT (mg/dL) 104 107 Ideal: Less than 140 mg/dL

Weight (Kg) 61,3 64,6 Ideal: Between 65 and 87 Kg

BMI (Kg/m2) 17,54 18,50 Ideal: Between 18.5 - 24.9

WC (cm) 71 75 Kg/m2

PHQ-9 21 12 Ideal: Less than 94 cm

GAD-7 18 8 Ideal: Below 10

MAT 4,28 5,43 Ideal: Below 10
Ideal: Above 5

BP: blood pressure; BGT: blood glucose test; BMI: body mass index; WC: waist circumference; PHQ-
9: Patient Health Questionnaire; GAD-7: Generalized Anxiety Disorder; MTA: Measure Therapeutic
Adherence.

Regarding medication use, the patient denied self-medication, the use of herbal teas, or
other therapeutic options. The details of prescribed medications and dosing regimens assessed
at the beginning of pharmaceutical monitoring are described in Figure 2. At this point,
polypharmacy with psychotropic drugs, drug interactions, inappropriate dosing frequency of
nortriptyline, extended diazepam use, and limiting adverse reactions were identified, such as
extrapyramidal effects of antipsychotics in the absence of central anticholinergics.

Beginning of the
follow-up
Risperidone 9 mg/day
Haloperidol 5 mg/day
Diazepam 10 mg/day
Nortriptyline 25 mg/3 times a week

End of follow-up
Risperidone 6 mg/day
Haloperidol 5 mg/day
Biperidone 4 mg/day

Nortriptyline 25 mg/day

Figure 2. Medications used continuously at the beginning and end of Pharmaceutical Care.

The caregiver and the patient could not accurately report the exact duration of benzodi-
azepine use but estimated it to be approximately two to three years. In addition to this, there
was observed low adherence to psychotropic therapy, with reports of dose increases, reduc-
tions, and frequent omissions by the patient's own decision. The PHQ-9 (21) and GAD-7 (18)
scores indicated severe symptoms of depression and anxiety, partly attributed to low medica-
tion adherence (MAT 4.53) (Table 1).
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The pharmacist carried out interventions to optimize the therapy, suggesting the discon-
tinuation of haloperidol and the continuation of risperidone as monotherapy to the prescribing
physician. It was also suggested to initiate the use of biperidene, an anticholinergic drug to
reverse extrapyramidal effects, adjust the dosing frequency of nortriptyline to once daily, and
gradually discontinue diazepam. Given the medical refusal to discontinue haloperidol, a re-
quest was made for a change in the pharmaceutical form from solution to tablets (due to the
patient's complaint about the unpleasant taste of the medication). Furthermore, the patient
and caregiver were reinforced on the importance of adherence and adherence to the medical
prescription.

In addition to interventions for psychotropic therapy adjustment, the pharmacist pro-
vided counseling on general health, including the promotion of healthier measures such as
physical exercise, a balanced diet, increased water intake, and the provision of referral letters
to other services, such as general practitioners, ophthalmology, nutrition, psychology, and so-
cial services. A table describing the medications and dosing times, educational material (leaflet
on medication adherence), and a list of free psychology services were also created and made
available.

To assess the patient's clinical progress, goals were established throughout the monitoring
process based on reference standards established in the literature [13-15] (Table 1). During re-
mote monitoring, reports on sleep quality, appetite/food intake, bowel function, signs of per-
secution, hallucinations, irritability, social interaction, and complaints of adverse reactions
were tracked. Remote contact was primarily through the patient's mother, who, in the first two
appointments, reported that the patient was very sleepy, tearful, verbalizing that "his life had
no importance,” with statements such as "feeling very alone, without friends, and without em-
ployment".

In the fifth remote appointment, the complaint of sialorrhea was reported. After investi-
gation and confirmation with the patient, it was discovered that he was using haloperidol in-
correctly and taking extra doses instead of biperidene. The caregiver and the patient were
again educated about the proper use of medications, emphasizing treatment goals.

In the 7th and final consultation, conducted in person, the patient showed substantial im-
provements in the assessed parameters. He reduced the severity of anxiety and depression
symptoms by 55.5% and 42.8%, respectively, as measured by psychometric scales, and dis-
played a slight weight gain and an increase in abdominal circumference, progressing from
underweight to normal weight. He became adherent to pharmacological therapy, demonstrat-
ing behavioral improvement, expressing a willingness to share family activities and routines,
reducing thoughts of worthlessness, decreasing irritability, aggression, and delusional ideas.
Furthermore, he showed an interest in physical activity and no longer experienced sialorrhea.

This case report is part of a study approved by the Ethics Committee of the Federal Uni-
versity of Bahia under CAAE: 28844820.3.0000.8035; #3,978,405/2020.

3. DISCUSSION

This narrative discusses psychotropic therapy adherence and the management of a patient
diagnosed with schizophrenia during pharmaceutical monitoring at a psychiatric outpatient
clinic. Through this approach, it was possible to identify and address Medication-Related
Problems (MRPs), create a care plan that included monitoring, goal setting, and pharmaceuti-
cal interventions, primarily related to health education, therapy adjustments, and referrals.
Collectively, the coordination of these steps resulted in a positive prognosis for the patient.
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The pharmaceutical monitoring lasted for 7 months, including two in-person consulta-
tions (initial and final) and four remote monitoring sessions. Of the pharmaceutical interven-
tions carried out, the prescribing physician chose not to discontinue haloperidol. Still, the dos-
ing frequency of risperidone was reduced to twice daily, biperidene was added, diazepam was
discontinued, and the dosing frequency of nortriptyline was adjusted to daily use. The therapy
at the end of the monitoring period consisted of haloperidol 5 mg/day, risperidone 3 mg twice
daily, biperidene 2 mg twice daily, and nortriptyline 25 mg/day (Figure 2).

Monotherapy for schizophrenia is recommended by the Clinical Protocol and Therapeutic
Guidelines (PCDT) provided by the Brazilian Ministry of Health [16]. The evidence base for
polypharmacy with psychotropic drugs in schizophrenia treatment is generally scarce, but it
can be justified in certain clinical situations. However, the risk-benefit should be evaluated,
and adverse effects should be carefully monitored [17].

Due to polypharmacy, the patient had the potential for interactions between haloperidol
and risperidone, haloperidol and diazepam, and haloperidol and nortriptyline, with a poten-
tial risk of anticholinergic effects and central nervous system depression. The appropriate
course of action was therapy monitoring and the interventions that were carried out, according
to Lexicomp® [18].

The assessment of medication adherence can be ascertained through objective methods,
such as clinical outcome measurements, dose counting, pharmacy records, and electronic
monitoring of drug administration. These methods have the potential to more accurately
measure treatment adherence, but often involve higher costs [19]. On the other hand, subjec-
tive methods involve the evaluation of patient behavior and the collection of information
about medication use. Typically, these methods utilize questionnaires, which, although subject
to biases, allow for tracking and predicting patients' medication usage patterns [19].

In this study, the Medication Adherence Measurement Scale, validated by Borba et al.
(2018), was chosen to assess the patient's adherence to mental health treatment [20]. Non-ad-
herence by the patient was identified, and several factors may be related to this lack of adher-
ence, including individual patient characteristics, prescribed medications, and the interaction
between the patient and healthcare services [6]. Additionally, the patient's clinical condition
may contribute to the lack of interest and discipline in following pharmacological therapy.
Consequently, interventions were carried out, involving guidance and counseling on the dis-
ease and treatment, as well as the provision of educational materials.

The observed increase in medication adherence following the monitoring period may
have been achieved through these interventions, as well as the intention to minimize treatment
complexity. Studies support the association between the number of medications and their im-
pact on patient adherence [21-23]. Encouraging the reduction of the number of medications,
when possible, not only promotes adherence but also helps reduce adverse effects, lower
healthcare costs, and enhance medication rationalization.

In this perspective, the discontinuation of benzodiazepines has been discussed and em-
phasized in the scientific literature. It is recommended that benzodiazepines be limited to a
period of 2 to 4 weeks to avoid the risk of dependence [24]. In contrast to current literature,
the patient had been using diazepam for about two to three years without positive results for
insomnia and anxiety.

Furthermore, diazepam is not the first-line drug for insomnia because it has a long dura-
tion of effect and can lead to metabolite accumulation, increasing the likelihood of interference
with REM (Rapid Eye Movement) sleep, rebound drowsiness, dizziness, and falls [25]. In par-
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allel with the gradual diazepam withdrawal process, the patient received guidance for partic-
ipation in psychotherapy sessions, considering that approaches that include psychological in-
terventions offer positive results in the treatment of insomnia [26, 27].

The importance of pharmaceutical activities, including pharmacovigilance, was high-
lighted in this specific case, where the identification of adverse drug reactions (extrapyramidal
reaction and sialorrhea) resulting from haloperidol use was conducted. To determine the like-
lihood of haloperidol causing these Adverse Drug Reactions (ADRs), the Naranjo Probability
Scale was used [28] (Table 2). The score obtained for extrapyramidal reaction was 5 points,
indicating this reaction as probable due to haloperidol use, reinforced by the inclusion of bi-
peridene.

Table 2. Naranjo Probability Scale with questions, corresponding point values, and score interpreta-
tion adapted for the patient to determine the probability of haloperidol causing extrapyramidal syn-
drome and sialorrhea.

Unknown/Not | Sum of Scores Sum of
Questions Yes | No Applicable Extrapyramidal Scores
syndrome Sialorrhea

1. Is the adverse reaction expected for this +1 0 0 +1 +1
drug?
2. Did the reaction occur after drug admin- +2 -1 0 +2 +2
istration?
3. Did the reaction improve when the drug +1 0 0 0 0
was discontinued?
4. Did the reaction reappear upon drug re- +2 -1 0 0 0
administration?
5. Are there alternative causes? (e.g., under- | -1 +2 0 -1 -1
lying disease)
6. Does the reaction reappear with the in- -1 +1 0 0 0
troduction of a placebo?
7. Is the plasma concentration at a toxic +1 0 0 0 0
level?
8. Did the reaction increase with a higher +1 0 0 +1 +1
dose or decrease with a lower dose?
9. Has the patient experienced a similar re- +1 0 0 +1 0
action previously with a drug from the
same therapeutic class?
10. Was the reaction confirmed by any ob- +1 0 0 +1 +1
jective evidence?

Total 5 4

Scoring for the Naranjo Algorithm: > 9 = definite; 5-8 = probable; 1-4 = possible; 0 = doubtful.

Regarding sialorrhea, the score was 4 points, suggesting that this could have been trig-
gered by haloperidol use, further reinforced by the disappearance of the reaction after reduc-
ing the dose of the suspected medication (Table 2). Studies addressing this topic have empha-
sized the critical role of pharmacists in managing medication-induced adverse reactions, in-
cluding their contribution to improved treatment adherence [7, 29, 30].

A significant approach that demonstrated relevance for the patient's successful manage-
ment was the screening of specific health conditions. The PHQ-9 and GAD-7 scores observed
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at the beginning of pharmaceutical monitoring were high, representing severe depression and
anxiety, respectively. These comorbidities are found among patients with schizophrenia, with
prevalence rates of up to 50% for depression and 38% for anxiety [29]. In these situations, de-
pressive symptoms not only increase the level of suffering of the negative affective state of
schizophrenia but are also associated with more frequent psychotic episodes, longer illness
duration, substance misuse, poor quality of life, and suicide risk [31, 32].

By using these scales as monitoring tools, it was possible to conduct well-founded inter-
ventions and assess the effectiveness of the approaches implemented during the patient's clin-
ical course. Thus, the contribution of the clinical pharmacist proved to be of paramount im-
portance, enabling the recovery of symptoms in a patient diagnosed with schizophrenia after
a psychotic outbreak period.

4. CONCLUSION

Pharmaceutical monitoring played a crucial role in reducing symptoms, encouraging adher-
ence, as it addressed the patient's needs while interacting with a multidisciplinary team. In
this context, pharmaceutical monitoring not only enabled the monitoring of the effectiveness
and safety of pharmacological therapy but also referrals to other clinical healthcare services.
Besides the aspects directly related to therapy, the monitoring had a positive impact on the
patient's mental health, offering new prospects for social integration. Experiencing improve-
ments in his condition, the patient showed an increased ability to engage in social activities
and establish interpersonal connections, ultimately enhancing his quality of life and emotional
well-being.
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SUMMARY

Introduction: The probe for ideal medications with absolute antiviral activity against SARS-CoV-2 is
still in place, and attention has been recently drawn to medicinal plants. Aims: To evaluate the several
molecular targets as points of therapeutic intervention. Methods: Clusters of metal ions of Mg, Al*>,
Ga*, Sn*, Cr, Fe* joined to anthocyanins in water media were studied for unraveling the color shifting
of different complexes of these structures in the low ranges of pH using DFT/B3LYP/6-31G (d,p)
method. Results: It has been studied the metal cations diffusing of deprotonating for the anthocyanin
(B)-ring of Mal, Peo, Del, Pet, Cya in water and applying the IR method for getting the physico-chemical
specifications of intensity, frequency, and absorbance of the compounds, respectively. It has been seen
that by increasing the pH, the frequency of Al*Cya, Ga*Cya, MgCya complexes increase between pH
=1.1-1.5. The change in Gibbs free energy change (AG) may be the best indicator of the protection offered
by dietary stabilizers on anthocyanins, which demonstrated the best stabilizer among dietary com-
pounds as Del with AG =-2.92x105 kcal/mol. Furthermore, the partial charges and spin density have
been gained by matching the electrostatic potential to atomic charge of O*7, O*s, and O* ions for
Mm(31)Cya, M™(32)Del and M™(35)Pet, respectively. Conclusions: The anthocyanins discussed in this
article indicate robust binding affinities and strong inhibitory molecular interactions with the target
proteins and could be well exploited as potential medication candidates with potent multiple antiviral
impacts against COVID-19 virus.

Keywords: COVID-19; anthocyanins; ion chelation; DFT.

RESUMEN

Efeito antiviral de antocianinas em vegetais e frutas contra doencas virais: uma visao do projeto de
medicamentos por meio de abordagens de quimica computacional

Introduccion: La investigacion de medicamentos ideales con actividad antiviral absoluta contra el
SARS-CoV-2 atin esta en marcha, y recientemente se ha llamado la atencién sobre las plantas medicina-
les. Objetivos: Evaluar los diversos objetivos moleculares como puntos de intervencidn terapéutica.

218


mailto:fmollaamin@kastamonu.edu.tr
https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v54n1.119556

Antiviral effect of anthocyanins in vegetables and fruits against viral diseases

Métodos: Se estudiaron grupos de iones metalicos de Mg?, Al*, Ga®, Sn?, Cr?, Fe3* unidos a antocia-
ninas en medios acuosos para desentrafiar el cambio de color de diferentes complejos de estas estructu-
ras en los rangos bajos de pH utilizando el método DFT/B3LYP/6-31G (d,p). Resultados: Se ha estu-
diado la difusién de cationes metalicos de desprotonacion para el anillo de antocianina (B) de Mal, Peo,
Del, Pet, Cya en agua y se ha aplicado el método IR para obtener las especificaciones fisicoquimicas de
intensidad, frecuencia y absorbancia de los compuestos, respectivamente. Se ha visto que al aumentar
el pH, la frecuencia de los complejos Al**Cya, Ga3*Cya, Mg?Cya aumenta entre pH =1,1-1,5. El cambio
en el cambio de energia libre de Gibbs (AG) puede ser el mejor indicador de la proteccion ofrecida por
los estabilizadores dietéticos sobre las antocianinas, que demostraron ser el mejor estabilizador entre
los compuestos dietéticos como Del con AG =-2.92x10% kcal/mol. Ademas, las cargas parciales y la den-
sidad de espin se han obtenido al hacer coincidir el potencial electrostatico con la carga atémica de los
iones O*17, O*16 y O*7 para M™(31)Cya, M™(32)Del y M (35)Pet, respectivamente. Conclusiones: Las an-
tocianinas analizadas en este articulo indican afinidades de unidn robustas y fuertes interacciones mo-
leculares inhibitorias con las proteinas objetivo y podrian ser bien explotadas como posibles candidatos
a medicamentos con potentes impactos antivirales multiples contra el virus COVID-19.

Palavras-chave: COVID-19; antocianinas; quelacion iénica; DFT.

RESUMO

Efecto antiviral de las antocianinas en verduras y frutas contra enfermedades virales: informacion
sobre el disefio de medicamentos mediante enfoques de quimica computacional

Introducdo: A sonda para medicamentos ideais com atividade antiviral absoluta contra SARS-CoV-2
ainda estd em andamento, e a atengdo foi recentemente atraida para plantas medicinais. Objetivos:
Avaliar os varios alvos moleculares como pontos de intervengao terapéutica. Métodos: Clusters de ions
metalicos de Mg?, Al*, Ga3*, Sn2*, Cr3, Fe* unidos a antocianinas em meio aquoso foram estudados
para desvendar a mudanca de cor de diferentes complexos dessas estruturas nas baixas faixas de pH
usando o método DFT/B3LYP/6-31G (d,p). Resultados: Foi estudada a difusdo de cations metalicos de
desprotonagao para o anel de antocianina (B) de Mal, Peo, Del, Pet, Cya em agua e aplicando o método
IR para obter as especificagdes fisico-quimicas de intensidade, frequéncia e absorbancia dos compostos,
respectivamente. Foi observado que ao aumentar o pH, a frequéncia dos complexos Al*Cya, Ga*Cya,
Mg?*Cya aumenta entre pH =1,1-1,5. A mudang¢a na mudanca de energia livre de Gibbs (AG) pode ser o
melhor indicador da protegao oferecida pelos estabilizadores dietéticos em antocianinas, que demons-
traram o melhor estabilizador entre os compostos dietéticos como Del com AG = -2.92x10% kcal/mol.
Além disso, as cargas parciais e a densidade de spin foram obtidas ao combinar o potencial eletrostatico
com a carga atdmica dos ions O*17, O*16 e O7para M™(31)Cya, M™(32)Del e M™(35)Pet, respectivamente.
Conclusoes: As antocianinas discutidas neste artigo indicam afinidades de ligacao robustas e fortes in-
teracdes moleculares inibitorias com as proteinas alvo e podem ser bem exploradas como potenciais
candidatos a medicamentos com multiplos impactos antivirais potentes contra o virus COVID-19.

Palabras clave: COVID-19; antocianinas; quelagao ionica; DFT.

1. INTRODUCTION

A recent pathogen severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has spread
worldwide and become pandemic with thousands new deaths and infected cases globally [1-
6]. Natural drugs and herbs with their anti-inflammatory properties might have pleiotropic
functions in COVID-19 treatment [7-11]. Some antibodies extracted from plants are supposed
to answer very quickly to the emergence of recent variants of COVID-19 [12-19]. Anthocyanins
are one of the four subclasses of Flavonoids which represent various beneficial impressions
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consisting of antidiabetes, anticancer, antiallergy, antimutagenesis, cardioprotection, and an-
tiviral activities [20-22]. One of the beneficial methods for discovering proper medication
against COVID-19 can be molecular docking approach. This method can analyze the confor-
mation and orientation of molecular structures into the binding zones of a macromolecular
object [23]. Many research works have been remarked on the application of molecular docking
method to determine or foretell the drug-object binding tendency with the viral protease [24—
32]. The color of natural anthocyanins is changeable with concentration of H* in the liquid
medium including weak acidic (Fig.1).

Fig. 1. Linkage of Mg, Al*, Ga¥, Sn%, Cr¥, Fe? to anthocyanins.

Antioxidants are extremely valuable food ingredients for our health as they fight against the
famous free radicals, responsible for oxidative stress [33-35]. For example, the chelation of A’
by anthocyanins was more investigated owing to its dependence with the blue coloration of
hydrangea floral structures. The complexes with acceptable stability between delphinidin and
aluminum were found to produce acidified ethanol and a wide range of pH [36-39]. Phenolic
plant seems to have multiple mechanisms of action in combating cancer including angiogene-
sis denying vascular tumors required for proliferation, inhibiting DNA synthesis, inducing
apoptosis, and cellular differentiation inhibiting cancer progression. Regular consumption of
raspberry anthocyanins is also reported to improve cognitive brain functions, age-related de-
generation of eyesight and influence cardiovascular disease [40, 41].

Applying this approach, it can be remarked these dietary structures belong to the subclass
of anthocyanin, which demonstrate the main ingredients in vegetables and fruits, as rich in-
hibiting agents of the main protease and targeting the receptor-binding domain (RBD) of S-
protein for SARS-CoV2. In addition, molecular docking assigns swift diagnosis of the amino
acid sequences for SARS-CoV-2 [42-44].

2. MATERIAL AND METHODS

Herein, comprehensive computational investigations were performed to identify new lead
compounds against main protease enzyme. Geometry optimization of Mg*Cya, Al*Cya,
Ga*Cya, Sn**Cya, Cr**Cya, and Fe*Cya chelation complexes through their B ring in water at
300K have been calculated using Gaussian 16 revision C.01 program [45]. In addition, the prop-
erties of Bader charge and thermodynamic parameters of Mg>*ACN, AP*ACN, Ga*ACN,
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Sn**ACN, Cr*ACN, and Fe**ACN chelation through their B ring in aqueous medium at 300K
have been computed (Fig. 2 a, b, c).

Fig. 2. Optimized structures of (a) Fe3**ACN, (b) Mg?*ACN, (c) Sn?*ACN through remarking O == M
and bond angle of O ==Mm==0 bond lengths.

For accomplishing a stable structure of Mg?>*ACN, AI**ACN, Ga*ACN, Sn>*ACN, Cr**ACN,
and Fe3*ACN chelation of Mal, Peo, Del, Pet, and Cya pigments, geometry optimization plus
frequency calculations were done; the frequency and intensity of the vibrational modes were
calculated with the QM theoretical method, and the principal vibrational modes were ana-
lyzed by their changes of Gibbs free energy in water at 300K. The data has been achieved from
thermodynamic parameters of AG, AH and AS for the solute-solvent model of Mg?*ACN,
AI*ACN, Ga*ACN, Sn>*ACN, Cr*ACN, and Fe**ACN chelation. Thus, geometry coordina-
tion, Bader charge and thermodynamic attributes of three Al**—anthocyanin chelation of Cy,
Dp, and Pt pigments through their B ring in gas and aqueous media at 300K have been esti-
mated in a periodic box of H20O molecules.

The optimized geometries include the bond length of oxygen - Mg? = (1.9A) and the
bond angle of oxygen - Mg? - oxygen = (112°) while it has been exhibited the bond length of
oxygen - M* = (1.8A) and bond angle of oxygen - M3 - oxygen = (120°) for trivalent metal ions
of Mg?, AI**, Ga*, Sn*, Cr* and Fe*. Our computations have been carried out due to the con-
ceptual DFT/B3LYP/6-31G (d,p) method using the projector— augmented-wave (PAW) meth-
odology [46—49]. The theoretical computations have been run to attain more valid equilibrium
geometrical data and infrared spectral information for each of the recognized complexes.

3. RESULTS AND DISCUSSION

In this study, the candidate anthocyanin-derived compounds were filtered considering anti-
viral characteristics of anthocyanins. The structure-based pharmacophore modeling was de-
veloped based on the co-crystallized structure of the enzyme with its biological active inhibitor
[50-52]. The thermodynamic properties including AG, AH, AS, Electronic Energy and Core-
Core for conjunction of Mal, Peo, Del, Pet, and Cya with cations of Mg?, Al*, Ga*, Sn*, Cr%,
Fe® in different pH have been measured using Gaussian 16 revision C.01 [45] program in aque-
ous medium (Table 1).
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Table 1. Thermochemical specifications for Cya, Del, Mal, Pel, Peo, pet in aqueous medium at 300 K.

. AH =103 AG x10° Ebinding [53 Eelectronicx 106 | Ecore-corex10-

Pigment (kcal/mol) | (kcal/mol) (kcal/n[loli AS 10 (kcal/mol) (kcal/mol) In Kx10°
Cya -1.54 -2.85 -6.4 9.44 -2.80 2.51 2.85
Del -1.57 -2.92 -6.5 9.69 -2.89 2.60 4.90
Mal -9.07 -2.11 -6.4 7.00 -1.86 1.65 3.54
Pel -1.26 -2.45 -6.9 8.14 -2.25 2.01 1.37
Peo -1.42 -2.72 —6.4 9.03 -2.61 2.33 4.56
Pet -1.47 -2.80 - 9.28 -2.75 2.47 4.69

The difference of AH (kcal/mol) among the chelated complexes of Mg*ACN, AI**ACN,
Ga*ACN, Sn*ACN, Cr**ACN, and Fe**ACN (Fig. 3) has been observed owing to double bonds
and carbonyl groups through the chelation of B ring for Cya, Del and Pet anthocyanins in
water that illustrates the stability and color of Mg>*ACN, AI*ACN, Ga*ACN, Sn>*ACN,
Cr>*ACN, and Fe*ACN chelation of Cya, Del, and Pet pigments in a weak acidic condition.
The consequences of AH for formation of [Mg?*, Al*, Ga*, Sn*, Cr*, Fe**— Cya, Del, Pet] che-
lation complexes have been shown by Fig.3 and reported data in Table 1.
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Fig. 3. Enthalpy reaction (AH, kcal/mol) for formation of Mg? ACN, AI**ACN, Ga*ACN, Sn*ACN,
Cr**ACN, and Fe**ACN complexes.

After identifying all steps of the cation trapping reaction and the associated energy features,
the overall Gibbs free energy profile was analyzed and shown in Table 1. The reactions in
protons had to be fitted due to computational difficulty on the dissolution free energy of the
proton. The effect of metal ions of Mg?, Al*, Ga*, Sn*, Cr*, Fe** joined to anthocyanins, which
was modeled as an aqueous food system, was illustrated using thermodynamic computation.
The equilibrium constant and free energy of the binding reaction between anthocyanins and
stabilizers were theoretically important. The change in free energy change (AG) may be the
best indicator of the protection offered by dietary stabilizers on anthocyanins, which was
demonstrated the best stabilizer among dietary compounds as Del with AG=-2.92x10-
5 kcal/mol (Table 1).
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Recently, it was evaluated the ability of eighteen compounds derived from anthocyaninin
for the inhibition of the main protease (61u7) and the receptor-binding domain of spike glyco-
protein of SARS-CoV-2 [53]. Cyanidin-3-arabinoside exhibited significant binding stability
and interaction, with key residues within the binding site of coronavirus main protease (61u?).
According to their study, the ligand cyanidin-3-arabinoside, which shows potential inhibition
of SARS-COV-2 in silico, was observed in high concentration in black chokeberries, bilberries, lin-
gonberries, gooseberries, rubus, blackcurrants, while pelargonidin-3-glucoside found in raspberry
and strawberry. Therefore, they can prevent virus infection. Depending on the docking scores
and binding energies, Cyanidin-3-arabinoside exhibits docking scores of -7.5 and -5.5
kcal/mol, so it is a potential inhibitor for SARS-CoV-2. Considering the achieved results, reg-
ular consumption of berry fruits can inhibit and control COVID-19 disease by suppression of
propagation and pathogenicity of SARS-CoV-2 [53].

The absorbance (A) of chelated cations including Mg?, Ga*, Cr%, Fe*, and AlI** with Cya,
Del, and Pet pigments in aqueous periodic box has been calculated through the beer-lambert
law which is related to the concentration (c¢/ mol/L) of H* (Table 2). The data have been shown
based on equation of A =loguo (I./I) = €lc, where A is the absorbance; I, intensity of current; ¢,
molar absorptivity coefficient and ¢, concentration of solution (Table 2).

Table 2. Measured absorbance (A), Frequency and Dipole moment of metal —»anthocyanin chelation of
Cya, Del, and Pet in various pH

& & & & &
z e | 2 e | 2 | 2 | 2 | 2
a | < =8 £ | < £. & | < & & | < & & | < B B
o [ 0 a) ] [ ] @) ] @)
521 521 =~ =~ =~
Cya Mg2=10- Ga¥x103 Cr3+x103 Fe3*x103 Al3x10-3
1.17 0.10 3.922 3.05 | 0.25 3.925 18.65 0.22 3.926 994 | 0.13 3.925 025 | 0.25 3.924 18.65
1.30 1.20 3.927 3.24 1.32 3.925 16.74 0.96 3.931 8.39 1.06 3.926 1.32 1.32 3.925 16.74
10.3
1.40 191 397 153 0.64 3.926 16.35 0.65 3.926 1 0.95 3.926 0.64 | 0.64 3.926 16.35
1.48 1.89 4.014 527 | 1.87 4.008 13.82 0.68 3.926 8.59 1.19 3928 1.87 | 1.87 4.008 13.82
1.54 1.89 4.012 391 1.85 4.007 6.69 1.90 4.009 9.59 1.90 4.012 1.85 1.85 4.007 6.69
Del
o © Mg2=10- Ga3x103 Cr3+x10-3 Fe3*x1073 Al¥+x10-3
P
1.17 0.70 3.926 6.71 0.42 3.925 18.78 0.89 3.933 9.04 | 0.89 3.767 790 | 3.59 3.925 16.19
1.30 1.20 3.929 3.67 | 1.25 3.927 14.94 0.89 3.933 9.04 | 3.93 3.945 747 | 1.07 3.929 17.15
1.40 2.81 5.816 2.60 1.24 3.928 12.99 1.07 3.935 6.40 | 0.89 3.928 6.87 | 1.12 3.929 16.10
1.48 1.24 3.930 491 3.75 4.041 15.99 1.92 4.018 7.38 1.92 4.018 554 | 1.86 4.015 17.01
1.54 1.92 4.018 3.75 1.90 4.014 13.14 1.84 4.015 9.03 1.95 4.016 6.38 1.80 4.013 16.86
Pet
o < Mg2=10- Ga3x103 Cr3+x10-3 Fe3*x1073 Al¥+x10-3
P
1.2 0.61 3.926 17.77 1.47 3.767 266 0.39 3.925 8.2 1.22 3.764 17.84
’ 0.39 3.925 8.2 ’ ’ ’ ’ ’ 7 ’ ’ ’ ’ ’ ’
1.30 3.59 3.925 789 | 057 3.926 16.37 0.27 3.926 9.77 | 3.59 3.925 7.89 | 3.59 3.930 16.22
1.40 0.97 3.938 6.59 1.04 3.936 15.78 1.02 3.945 934 | 097 3.938 6.59 | 8.0 7.744 19.27
1.48 0.96 3.941 5.34 1.07 3.935 17.38 0.86 3.940 6.89 | 0.96 3.941 5.34 | 1.06 3.954 16.27
1.54 1.00 3.940 6.52 1.89 4.014 12.82 0.92 3.943 6.21 1.00 3.941 6.52 1.96 4.013 15.92

The reduction in absorbance might be related to reduced solubility of M™—ACN complexes
which eventuate in precipitation of some complexes. The large increments in absorbance
might be treated to convert as the colorless forms of ACN to those which absorb and reflect
visible light as well as the M induced linked to ACN compounds (Fig. 4 a,b). Furthermore,
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the complexes of Ga*Pet, Cr*Pet, Mg?* Pet (Fig. 4a) and Al**Cya, Ga*Cya, Mg*Cya (Fig. 4b)
have indicated the maximum absorbance in the low concentration.

Absorbance (a)
2.
t1Ga3+
204 ey
OcCr3+
1.5 A —
1.0 1 i
! |
........... i
1
— __ i I
0.5 1 | SR i
i : r ) i
1 5 1 1
1 5 1 1
1 9 1 |_| 1
0.0 L - T L T = T L T
0.0667 0.0500 0.0400 0.0333 0.0286
Concentration
Absorbance (b)
2.5
@A+ £Ga3+ mMg2+
2.0 A
PPN o e [ ]
1.5 A
1.0 A
0.5 1 geman i
0.0 l l_‘ T — I T T
0.0667 0.0500 0.0400 0.0333 0.0286
Concentration

Fig. 4. The graphs of Absorbance versus concentration for complexes of (a) Ga*Pet, Cr>*Pet, Mg?Pet
and (b) Al**Cya, Ga*Cya, Mg?>Cya complexes.

In all pH, the frequency, intensity, absorbance, and thermodynamics specifications of ACN-
chelation were found to be significantly different with each metal treatment (Al**, Ga*>, Mg?").
In calculations, Al**was identified to displace Mg? in Mg*ACN complexes, Cya based and
produces more stable complexes (Table 2). The nucleophilic index and dipole moment in dif-
ferent pH were applied to quantify van der Waals interaction between anthocyanins and sta-
bilizers. It has been seen that by increasing the pH, the frequency of Al**Cya, Ga*Cya, Mg*Cya
complexes increase between pH =1.1-1.5. The maximum frequency for Al**Cya, Ga*Cya,
Mg?*Cya complexes is in the pH between 1.50 to 1.55 of weak acidic medium (Table2). The
frequency vibrational modes were indicated based on the stability and color of different cati-
ons—anthocyanin chelation (Table 2). Then, the Bader charge of indicated atoms in Mg?*ACN,
Ga**ACN, Cr3*ACN, Fe**ACN, and AIZ*ACN chelation has been measured as the active zones
of the structures which represent a significant function for the electron charge transfer towards
generating a range of different colors in aqueous medium (Table 3).
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Table 3. Bader charge for some particles of Mg?* ACN, Ga**ACN, Cr¥*ACN, Fe**ACN, and AI*ACN in
aqueous medium.

Cyanidin

atom Mg? Ga* Cr¥ Fe3+ AP+
O (10) -0.42 -0.37 -0.02 -0.16 -0.36
0 (17) -0.13 -0.16 -0.13 -0.14 -0.13
O (24) -0.20 -0.23 -0.21 -0.21 -0.18
O (25) -0.22 -0.22 -0.21 -0.22 -0.21
0O (26) -0.21 -0.21 -0.21 -0.21 -0.21
0 (27) -0.39 -0.34 -0.07 -0.13 -0.33
Mm(31) 0.76 0.76 0.45 0.07 0.02

Delphinidin

atom Mg?* Ga> Cr¥ Fe3+ Al

09 -0.39 -0.56 0.0 -0.14 -0.32
O*(16) -0.13 -0.13 -0.13 -0.13 -0.13
0 (23) -0.20 -0.18 -0.21 -0.20 -0.18
O (24) -0.21 -0.20 -0.20 -0.21 -0.20
0 (25) -0.21 -0.21 -0.21 -0.21 -0.21
O (26) -0.40 -0.63 -0.06 -0.12 -0.33
O (30) -0.21 -0.18 -0.21 -0.21 -0.19
Mr(32) 0.76 0.64 0.42 0.04 0.04

Petunidin

atom Mg? Ga* Cr> Fest Al

O(7) -0.13 -0.13 -0.13 -0.13 -0.13
0 (17) -0.40 -0.57 -0.03 -0.13 -0.33
0 (18) -0.39 -0.63 -0.04 -0.17 -0.33
0(19) -0.20 -0.19 -0.21 -0.21 -0.19
0 (20) -0.21 -0.19 -0.21 -0.20 -0.21
0 (21) -0.22 -0.21 -0.22 -0.22 -0.21
O (30) -0.15 -0.12 -0.15 -0.15 -0.13
Mr(35) 0.76 0.65 0.42 0.0 0.03

The IR vibrational frequencies have shown that the normal mode of the active zones owing to
cations—anthocyanin chelation of Al*Cya, Al**Del, and Al*Pet in optimized weak acidic me-
dia affirms the stability and color of these compounds. The alteration of Bader charge for func-
tionalized atoms through optimized complexes of Mg>*ACN, AI**ACN, Ga*ACN, Sn>*ACN,
Cr¥*ACN, and Fe**ACN have been plotted in Fig. 5(a, b).
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Fig. 5. Atomic orbital electron population for some atoms through optimized Mg ACN, AI**ACN,
Ga* ACN, Sn*ACN, Cr*ACN, and Fe*ACN chelation in aqueous medium.

As a matter of fact, the partial charges and spin density have been gained by matching the
electrostatic potential to atomic charge of O*17, O*, and O*7 ions for M™(31)Cya, M*(32)Del
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and M (35)Pet, respectively (Table 3 & Fig. 5a,b). Thus, the electrophilic groups of Cya, Del
anthocyanin pigments lead us to explore the cause for the activity and the stability of these
compounds in natural products. The perspective of Fig. 5(a,b) suggests the cause for observing
a variety of consequences for chelated complexes of MgZ*ACN, AI**ACN, Ga*ACN, Sn>*ACN,
Cr*ACN, and Fe**ACN which are attached to the location of active zones of functionalized
oxygen atoms and cations in these structures due to charge transferring in aromatic cyclic
chain.

CONCLUSIONS

The receptor-ligand complexes of the lead compounds were analyzed, and a hypothesis was
generated using the phase interface of DFT method to highlight the major properties that ac-
tively contribute to the characteristic binding of the lead ligands to the active sites of the target
proteins. This study evaluates the ability of these compounds for inhibiting the main protease
and the receptor-binding domain of spike glycoprotein of SARS-CoV-2 through molecular
modeling simulation. Applying beer-lambert proof on chelated complexes of Mg?ACN,
AI*ACN, Ga*ACN, Sn>*ACN, Cr**ACN, and Fe**ACN using theoretical approaches indicates
absorbance factor in gas and aqueous media and then explores the stabilization energy, ther-
modynamic specifications and the electronic structural of optimized cluster chelated of
Mg>ACN, APF*ACN, Ga*ACN, Sn*ACN, Cr*ACN, and Fe*ACN. In addition, it has been dis-
covered that [Mg?, Al**, Ga¥*, Sn*, Cr* and Fe*— anthocyanin] cluster chelation is related to
the axes of active areas of functionalized oxygen atoms and cations in these complexes which
alter the electronic charges in aromatic cyclic chains because of aqueous dielectric constant
compered to gas medium. Regarding the received results, regular consumption of some veg-
etables and fruits could be useful to monitor and inhibit COVID-19 disease by suppression of
propagation and pathogenicity of SARS-CoV-2.
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SUMMARY

Introduction: Amphotericin B (AmB) is a macrolide derived from Streptomyces nodosus used to treat
fungal infections and leishmaniasis. Its main clinical limitation is associated with severe nephrotoxicity
after iv administration. Aim: Therefore, this study aimed to develop and characterize AmB-loaded solid
self-emulsifying drug delivery systems (SEDDS) for oral administration. Methodology: to reach this
goal, first an extensive solubility test was performed on 45 excipients, followed by a pseudo-ternary
phase diagram to understand the phase behavior after mixing the chosen excipients with intestinal bi-
orelevant media. Thereafter, solid SEDDS were produced either by filling hard capsules with SEDDS
(LEC) or by adsorbing them onto solid excipients to formulate tablets and granules. Results: Phosal 50
PG presented the highest AmB solubility, and based on the phase behavior, two formulations with dif-
ferent oil-surfactant proportions were selected. The nitrogen adsorption method indicated that solid
excipients incorporated the SEDDS, and no significant difference between these two formulations was
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found regarding droplet size, PDI, and AmB concentration. Conclusions: the LFC revealed to be the
most promising dosage form, not only carrying the highest drug load, but also displaying an average
size assigned as the ideal range for intestinal absorption. Therefore, supporting further in vivo studies
to evaluate its therapeutic potential.

Keywords: Leishmaniasis; Fungal infections; Solubility; Solid SEDDS; Biorelevant media.

RESUMEN

Formulaciones autoemulsionantes s6lidas conteniendo Anfotericina B: Un estudio de preformula-
cion

Introduccion: La Anfotericina B (AmB) es un macrélido derivado de Streptomyces nodosus utilizado para
tratar infecciones fungicas y leishmaniasis. Su principal limitacién clinica esta asociada con una nefro-
toxicidad severa después de la administracion intravenosa. Objetivo: Por lo tanto, este estudio tuvo
como objetivo desarrollar y caracterizar sistemas de administracién de medicamentos autoemulsionan-
tes sélidos (SEDDS) cargados con AmB para administracién oral. Metodologia: Para alcanzar este ob-
jetivo, primero se realizé una prueba de solubilidad extensa en 45 excipientes, seguida de un diagrama
de fase pseudo-ternaria para entender el comportamiento de fase después de mezclar los excipientes
elegidos con medios biorelevantes intestinales. Posteriormente, los SEDDS sélidos fueran desarrojados
sea llenando capsulas duras con SEDDS (LFC) o incorporandolos en excipientes solidos para formular
comprimidos y granulos. Resultados: Phosal 50 PG presentd la mayor solubilidad de AmB y, basado
en el comportamiento de fase, se seleccionaron dos formulaciones con diferentes proporciones de aceite
y surfactante. El método de adsorcidn de nitrégeno indicé que los excipientes so6lidos incorporaron los
SEDDS, y no se encontro6 una diferencia significativa entre estas dos formulaciones en cuanto al tamafo
de las gotas, PDI y concentracion de AmB. Conclusiones: El LFC demostro ser la forma farmacéutica
prometedora, no solo llevando la mayor carga de medicamento, sino también mostrando un tamafo
promedio como el rango ideal para la absorcion intestinal. Por lo tanto, corroborando la realizacion de
estudios in vivo para evaluar su potencial terapéutico.

Palabras clave: Leishmaniasis; Infecciones fungicas; Solubilidad; SEDDS sdlidos; Medios biorelevantes.

RESUMO
Formulagoes s6lidas autoemulsionantes contendo anfotericina B: um estudo de pré-formulacao

Introducdo: A Anfotericina B (AmB) é um macrolideo, derivado de Streptomyces nodosus, usado para
tratar infecgOes fiingicas e leishmaniose. Sua principal limita¢ao clinica esta associada a nefrotoxicidade
severa ap0s a administracdo intravenosa. Objetivo: Portanto, este estudo teve como objetivo
desenvolver e caracterizar sistemas autoemulsionantes sdlidos (SEDDS) contendo AmB para
administracao oral. Metodologia: Primeiramente foi realizado um extenso teste de solubilidade em 45
excipientes, seguido por um diagrama de fase pseudo-terndrio para entender o comportamento de fase
apos a mistura dos excipientes escolhidos com meios biorelevantes intestinais. Posteriormente, os
SEDDS solidos foram produzidos preenchendo capsulas duras com SEDDS (CL) ou adsorvendo-os em
excipientes solidos para formular comprimidos e granulos. Resultados: a maior solubilidade da AmB
foi encontrada no Phosal 50 PG. Com base no comportamento de fase, duas formulagdes com diferentes
proporgdes de 6leo-surfactante foram selecionadas. O método de adsorcao de nitrogénio indicou que
os excipientes sélidos incorporaram os SEDDS, e néo foi encontrada diferenca significativa entre essas
duas formulagdes em relagao ao tamanho das goticulas, PDI e concentragdo de AmB. Conclusdes: as CL
revelaram ser a forma farmacéutica mais promissora, ndo apenas carregando a maior quantidade de
AmB, mas também exibindo um tamanho médio considerado como a faixa ideal para a absorcao
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intestinal. Portanto, corroborando com a realizagdo de estudos in vivo para avaliar seu potencial
terapéutico.

Palavras-chave: Leishmaniose; Infec¢des fungicas; Solubilidade; SEDDS solidos; Meios biorelevantes.

1. INTRODUCTION

Amphotericin B (AmB) is a polyene macrolide derived from the actinomycete Streptomyces
nodosus. Due to its attractive characteristics for clinical use, e.g., potent antifungal activity, a
relatively broad spectrum of action, and low resistance rate, this molecule is currently one of
the main therapeutic agents to treat life-threatening fungal infections and leishmaniasis [1, 2].
Moreover, it is also present in the Essential Medicines List (EML) of the World Health Organ-
ization (WHO). Therefore, been considered an essential item to the promotion of primary
health care [3].

In contrast, numerous studies have ascribed AmB to significant toxic side effects, with
nephrotoxicity being one of the most severe [4]. Such an injurious effect is, in part, related to a
direct toxic effect of AmB over the renal tubular cells [5]. Moreover, it is noteworthy to mention
that AmB physicochemical properties have not only been assigned as a cause to its aggregation
state in an aqueous medium, which has been associated with its in vivo toxicity [6], but also, as
the main hindrance to its use through the oral route [7], i.e., the simultaneous amphiphilic and
amphoteric character, due to the polyene chain and the polyol; and the presence of a free car-
boxyl group and an amino group respectively, confers to AmB low aqueous solubility [7] and
low oral permeability [8] (it violates 3 of the 5 Lipinski’s rule [7, 9]), characterizing it as class
IV in the Biopharmaceutical Classification System [10, 11]. These factors promote low oral bi-
oavailability, limiting its clinical use to intravenous administration [12].

A strategy to overcome such drawbacks and provide an outpatient treatment would be
developing an oral formulation with features that surpass these troublesome physicochemical
properties of AmB. Several drug delivery systems have diligently been developed to reach this
goal, among them lipid systems [2, 7, 13] such as self-emulsifying drug delivery systems
(SEDDS), which consist of a mixture of oil, surfactant, and co-surfactant, able to spontaneously
form oil-in-water (o/w) emulsions when dispersed in the aqueous media under mild homog-
enization [14]. These systems are extensively applied to solubilize poorly water-soluble drugs
and increase their oral bioavailability due to the enhanced permeation caused by surfactant
presence [15, 16]. Usually, the approach applied to obtain SEDDS involves solubilization of
drugs in oil and their blending with suitable solubilizing agents 7. The use of SEDDS as a liquid
dosage form potentially displays limitations regarding the dosage inaccuracy, high production
costs, as well as drug instability [17]. That is one of the main reasons the currently commer-
cialized systems consist of soft or hard capsules filled with the lipid formulation, allowing the
administration as unit doses [18]. However, this approach presents significant limitations re-
lated to the development of a capsule liquid-filled dosage form, namely, problematic filling
with high viscous lipid mixtures, which increases the cost of the process [19], interaction be-
tween the filling material and the capsule shell [20], therefore, restricting its concentration into
the formulation and potentially decreasing the formulation efficiency. Moreover, most phar-
maceutical companies do not own in loco facility to manufacture such capsules. Therefore, re-
quiring outsource to the development and manufacturing activities, which might be accounted
for an inconvenient business strategy [19, 20].
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To avoid such drawbacks and enable a simplified manufacturing process using more cost-
effective and conventional equipment, several approaches have been reported, mostly by so-
lidifying the lipid-based system and convert it into a powder, which can be used to fill hard
gelatin capsules or to produce tables, e.g. (I) adsorption of the lipid formulation into solid car-
riers; (II) spray drying using hydrophilic or hydrophobic carriers (III) extrusion; (IV) microen-
capsulation using ionotropic gelation technique; (V) wet granulation; (VI) melt granulation,
etc. [17, 18, 21].

Since these strategies are still under investigation, the role of these solidification processes
on the formulation performance remains uncertain, even though it is evident they may impact
not only the self-emulsification behavior but also exhibit relevant drug-excipient and excipi-
ent-excipient interactions. Therefore, the lack of understanding of these physicochemical in-
teractions can impact properties such as manufacturability, stability, and bioavailability of a
drug product [22].

The scenario mentioned above makes the development of solid SEDDS challenging in the
pre-clinical phase, not just during the process of selecting the appropriate excipients but also
establishing the effect of their properties on final formulation features. Therefore, the current
study aimed to develop distinct solid SEEDS dosage forms as a potential AmB carrier for oral
administration and perform a thorough characterization. The AmB solubility was evaluated
in 45 different excipients, the self-emulsifying process was conducted in a biorelevant me-
dium, and the drug-excipient interaction was conducted throughout the gas adsorption
method.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Materials

Amphotericin B was obtained from Hangzhou Dayangchem (China) (purity 89.6 %). Phosal
50 PG (PPG), Phosal 50 SA+, and Phosal 53 MCT were obtained from Lipoid. Kolliphor HS 15,
Kolliphor RH40, Kolliphor EL were kindly donated by BASF. Capmul MCM EP, Capmul
MCM C8, Capmul GMO - 50, Capyrol 90, Captex 300, Captex 355, Captex 100 were given by
Abitec. Transcutol HP (purity > 99.9 %), Plurol oleique, Labrasol, Labrafac Liphophile WL
1349, Peceol, Labrafac, Labrafil M 1944 CS, Lauroglycol 90, Labrafac LG were kindly supplied
by Gattefossé. Crodamol GMCC-SS, Super Refined® Polysorbate 80, Glycerox 767, Super Re-
fined® Castor oil, Super Refined® Arlasolve (purity 98.5%), Super Refined® Oleic acid (purity
86.7%), Super Refined® PEG 300, Super Refined® PEG 400 were kindly donated by Croda. Im-
witor 742, Imwitor 308 (GMC), Imwitor 988, Miglyol® 812 N, Softigen 767 were provided by
IO0I Oleo GmBH. Dhaytan L20, Isopropyl palmitate, Dhaykol 6040 were purchased from Dhay-
mers. Dichloromethane (DCM) analytical grade (purity > 99.9 %), colloidal silicon dioxide
(5102), microcrystalline cellulose 102 (MCC), dibasic calcium phosphate (CaHPOxs) (purity 98.0
- 105.0 %), Span 80 (SM) (purity > 60.0 %), Poloxamer 188 (80.2% of oxyethylene moieties),
Isopropyl myristate (purity > 97.5 %), Sesame oil, and all other chemicals solvent were ob-
tained from Sigma-Aldrich and Merck. Dimethyl sulfoxide (DMSO, purity 99.7 %) analytical
grade was obtained by Proquimios, Neusilin US2 type I-A (Neusilin U2) were donated by Fuji
Chemical Industry. The biorelevant media Fasted State Simulated Intestinal Fluid (FaSSIF)
and Fed State Simulated Intestinal Fluid (FeSSIF) were acquired from Biorelevant.com.
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2.2. Methods

2.2.1. Development of Self-emulsifying drug delivery system
2.2.1.1. Solubility Studies

The solubility of the AmB in 45 different excipients (oils, surfactants, and co-surfactants) was
evaluated using the shake flask method [23]. Briefly, an excess of AmB was added to 3 g of
each excipient, with further homogenization (250 rpm, 25 + 0.1 °C) for 48 h in an incubator
shaker (KS 4000 IC, IKA, Germany). Afterward, the mixtures were placed in a centrifuge (Meg-
afuge 16, Thermo Fisher Scientific, USA), for 30 min at 14,500 x g. This process was repeated
until no pellet of AmB was observed. Subsequently, the drug was quantified in the superna-
tant as described in section Quantification of AmB in the oils and lipid mixtures (2.2.2.1.). Each
experiment was carried out five times.

2.2.1.2. Pseudo-ternary phase diagram

To evaluate not only the effect of the oil-surfactant proportion but also the media composition
in the self-emulsifying process, pseudo-ternary phase diagrams were formulated containing
as oil phase a ratio of excipients that exhibited high AmB solubility. For this purpose, the assay
was performed using the titration method [24]. Briefly, the oil phase was comprised of
PPG:GMC (1:1 ww), and SM was used as a surfactant. The oil-surfactant ratios ranged from
99:1 to 70:30, an excess of AmB was added to these mixtures, magnetically stirred for 5
minutes, and homogenized in an incubation shaker for 24 h (250 rpm, 25 °C). Afterward, the
excess of AmB was withdrawn by multiple spin cycles as described for the solubility studies.
Subsequently, the mixtures (2.5 g) were weighed, and the respective aqueous medium (rang-
ing from 10% ww to 90% ww) was added dropwise. Thereafter, the samples were placed in an
incubator shaker to further homogenization (150 rpm, 30 min, 37 °C). To better simulate the
physiological conditions, this assay was performed with intestinal biorelevant media (FaSSIF
or FeSSIF) as aqueous medium.

After each homogenization cycle, each system was visually evaluated and classified as
emulsion (white milked aspect), microemulsion (limpid and translucid aspect), and phase sep-
aration (heterogeneous system) [25].

2.2.1.3. Formulation of self-emulsifying drug delivery systems

Based on the phase behavior exhibited by different oil-surfactant mixtures in FaSSIF medium,
two SEDDS formulations (Table 1) were chosen for further characterization, viz, AmB solubil-
ization capacity, droplet size, and polydispersity index (PDI). The lipid mixture was prepared
according to the methodology described in section Development of Self-emulsifying drug delivery
system (2.2.1.). The self-emulsifying process was carried out in FaSSIF (oil phase:media ratio
1:99, 150 rpm, 37.0 °C £ 0.1 °C). After predetermined time intervals (1.5 h and 3.5 h) the samples
were characterized as described in the appropriate section.
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Table 1. Composition of self-emulsifying drug delivery systems (SEDDS)

Excipient Formulation (%, w/w)
F-70:30 F-80:20
Phosal 50 PG (PPG) 35 40
Imwitor 308 (GMC) 35 40
Span 80 (SM) 30 20

Note: the formulation ID highlights the oil:surfactant proportion, i.e., F-70:30 and F-80:20 have 70:30 and
80:20 oil:surfactant proportion respectively.

2.2.2. Characterization

2.2.2.1. Quantification of AmB in the oils and lipid mixtures

The amount of AmB solubilized was measured by UV-Vis spectroscopy. First, the samples
were diluted in a mixture of DCM:DMSO (8:2, v/v). Thereafter, scanning was performed in a
range of 300-450 nm, with a stepwise of 0.1 nm, in a medium velocity. Afterward, the first
derivative of the spectrum was calculated, and the absorbance values in the valley at 417 nm
were applied in the standard curve previously validated with AmB in DCM:DMSO (8:2, v/v).
The derivative spectrophotometry is based on the transformation of a typical spectrum by der-
ivation into a derivative spectrum. This technique increases the number of absorption bands,
which allows a satisfactory individualization of the constituents, and eliminates wide bands
[26]. Such an approach was successfully applied to remove the interference caused by excipi-
ents that exhibited absorption at the same wavelength as AmB, therefore, allowing its ade-
quate quantification.

2.2.2.2. Determination of hydrodynamic droplet size and polydispersity index

The hydrodynamic diameter of the SEDDS was determined by dynamic light scattering (DLS,
Zetasizer 3000, Malvern Instruments Ltd, United Kingdom) using a photon correlation spec-
trometer model equipped with a laser beam at 632 nm wavelength. The samples were evalu-
ated at 37 °C, and the scattering angle was settled to 90°. The described methodology was
applied to characterize the samples prepared in sections Formulation of self-emulsifying drug
delivery systems (2.2.1.3.) and Development of solid self-emulsifying dosage forms (2.2.3.). The results
are expressed as an overall mean of three measurements, each one with 15 scans.

2.2.3. Development of solid self-emulsifying dosage forms

To evaluate how the self-emulsifying performance would be affected when the lipid formula-
tions were present within distinguish drug dosage forms, three different formulations were
prepared, namely, hard gelatin capsule filled with the lipid formulation (LC-F-70:30 or LC-F-
80:20), hard gelatin capsule filled with granules containing the lipid formulation (GC- F-70:30
or GC-F-80:20) and tablets prepared from these granules (T-F70:30 or T-F-80:20).

To obtain the capsule filled with the lipid formulations, translucid hard gelatin capsules
(size 00, ~0.95 mL) were filled with 0.65 mL of the lipid formulations (F-70:30 or F-80:20). To
produce the granules, the lipid formulations (1 g) were poured into a container, followed by
the gradual addition of the solid adsorbent material (SiO2 and Neusilin U2 (1:1)). After each
addition, the mixture was homogenized to achieve a uniform distribution of the lipid material.
Once obtained a free-flowing solid powder (oil phase-adsorbent ratio 64:36), the material was
subsequently passed through a sieve N° 20 (pore size 850 pm) to obtain standardized granules.
Subsequently, the hard gelatin capsules were filled with 0.35 g of these granules. Moreover, to
formulate the tablets, the granules were mixed with a powder mixture of MCC — and CaHPOx
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(1:1), keeping a granule-powder mixture ratio of 25:75. The mixture was compacted with flat-
faced punches using a mechanical press (CE03, International Crystal Laboratories, USA) with
constant pressure (1,390 + 11 psi) for 30 seconds producing discs with a surface area of 0.5 cm?.

2.2.4. Solid self-emulsifying dosage forms characterization

2.2.4.1. Specific surface area measurement of the granules

Nitrogen absorption-desorption isotherms were obtained using a surface area and pore size
analyzer (NOVA e-4200, Quantachrome Instruments, USA). First, the granules containing the
lipid formulation and the granules' raw materials were weighed until fill 2/3 of the total vol-
ume of the bulb. Afterward, the degassing phase was carried out under vacuum for 15 h at 50
°C.Itis noteworthy to mention that a previous evaluation was performed by TGA to guarantee
that no sample degradation occurs at this temperature. The adsorption isotherms were col-
lected with 21 points with the relative pressure (P/Po) ranging from 0.01 to 0.99, while the
desorption isotherms had 18 points from 0.98 to 0.05. All analyses were conducted using ni-
trogen as the adsorptive at 77 K. To calculate the surface area (SBET), the Brunauer-Emmett-
Teller (BET) equation [27] was applied using 13 points between a P/Po ranging from 0.01 to
0.035. Moreover, only measurements with a correlation coefficient (R?) higher than 0.995 were
considered for this evaluation, and the BET C-values were calculated to evaluate changes in
the interaction of the nitrogen with the surface of the sample [28].

2.2.4.2. Evaluation of the self-emulsifying performance

The self-emulsifying evaluation was carried out in an incubator shaker, where each dosage
form was added to 250 mL of FaSSIF and homogenized (150 rpm, 37.0 °C + 0.1 °C) for 3 h.
Thereafter, each system was withdrawn (3 mL), filtered with a 45 mm membrane, and charac-
terized regarding their droplet size and PDI, as described in section Determination of hydrody-
namic droplet size and polydispersity index (2.2.2.2.). Each experiment was performed three times.

2.2.5. Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using the GraphPad Prism 6.01 software (GraphPad Soft-
ware Inc, USA). The results were exhibited as the mean of at least three individual experiments
+ standard deviation of the mean. To establish the difference between the means, one or two-
way analysis of variance (ANOVA) were performed with post-hoc of Tukey with a < 0.05.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Solubility

The dissolution process is one of the limiting steps to the oral absorption of BCS class IV drugs,
such as AmB [12]. Therefore, to avoid this hindrance, the drug should be available as a molec-
ular dispersion into the lipid formulation [29]. For this purpose, a solubility assay of the AmB
was performed in 45 different excipients. The results revealed that the evaluated excipients
displayed a considerable variability in their ability to solubilize AmB, of which 15 exhibited
an AmB solubility lower than 0.001 mg/mL (Table 2). On the other hand, the PPG exhibited a
remarkable AmB solubilization capacity (1.237 mg/mL), with values more than three-fold
higher than the other excipients.
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Even though part of these data agreed with the ones previously reported [24], others re-
vealed divergent solubility values. Probable sources of variation could be the settled temper-
ature, the period of homogenization, as well as the G-force applied during the centrifugation
process. The selection of the excipients used to formulate the SEDDS considered not only the
AmB solubility capacity but also the role of the excipient into the formulation (e.g., oil, surfac-
tant, or co-solvent), and the ease of the mixture to self-emulsifying, which was evaluated in
previous experiments. Therefore, the selected oil phase was GMC:PPG (1:1), and SM as the
surfactant.

Table 2. Amphotericin B solubility in lipid excipients at 25.0 + 0.1 °C

Excipient Solubility (mg/mL)
Capmul® MCM C8 0.083 + 0.007
Capmul® MCM EP 0.142 + 0.007
Capmul® GMO-50 0.035 + 0.004
Crodamol® GMCC-5S 0.175 + 0.007
Dhaytan® L 20 0.075 + 0.004
Dhaytan® S 80 0.005 + 0.000
Inwitor® 308 0.205 * 0.053
[nwitor® 742 0.131 +0.021
Inwitor® 988 0.069 + 0.004
Kolliphor® EL 0.020 + 0.001
Kolliphor® RH 40 0.027 + 0.001
Kollisolv® PEG 300 0.223 +0.011
Kollisolv® PEG 400 0.108 + 0.008
Labrasol® 0.019 + 0.001
Maisine® CC 0.006 + 0.001
Peceol® 0.003 + 0.000
Phosal® 50 PG 1.237 + 0.107
Phosal® 50 SA+ 0.110 + 0.003
Phosal® 53 MCT 0.077 + 0.004
Plurol® Oleique 0.022 + 0.003
Softigen® 767 0.008 + 0.001
Span®80 0.013 + 0.001
Super Refined® Castor Oil 0.022 +0.003
Super Refined® PEG 300 0.470 +0.133
Super Refined® PEG 400 0.339 + 0.000
Super Refined® Polysorbate 80 0.070 + 0.016
Transcutol® HP 0.083 + 0.002
Tween® 20 0.003 + 0.000
Tween® 40 0.004 + 0.000
Tween® 80 0.004 + 0.000
Capryol® 90 Not measurable
Captex® 100 Not measurable
Captex® 300 Not measurable
Captex® 355 Not measurable
Dhaykol® 6040 Not measurable
Isopropyl Myristate Not measurable
Isopropyl Palmitate Not measurable
Labrafac® Lipophile WL 1349 Not measurable
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Labrafac® PG Not measurable
Labrafil® M 1944 CS Not measurable
Lauroglycol® 90 Not measurable
Miglyol® 812 N Not measurable
Sesame oil Not measurable
Super Refined® Arlasolve Not measurable
Super Refined® Oleic Acid Not measurable

3.2. Characterization of the SEDDS phase behavior

A pseudo-ternary phase diagram is a graphical approach that displays the phase behavior of
the oil-water interface after adding an aqueous medium to a surfactant-oil mixture. Usually,
the initial characterization of the obtained systems is by visual inspection, in which emulsions
show milky appearance and microemulsions are optically translucent [30]. Despite being a
qualitative and subjective method, the visual inspection indicates the dispersiveness of the
mixture and provides a reliable forecast of the excipient proportions expected to exhibit an
anomalous behavior in distinct assays [31].

Based on this approach, it was possible to infer that the mixtures formulated with SM,
dispersed in FaSSIF, displayed a large microemulsion region (Figure 1A) corresponding to
approximately 70% of the total area evaluated, followed by 26% of phase separation and ap-
proximately 4% of emulsion region. On the other hand, when the FeSSIF medium was added
to the oily mixture, the microemulsion (~65%) and the phase separation (~9%) region de-
creased, whereas the emulsion region increased about 6.5 times (26%) (Figure 1B). These re-
sults may seem unexpected since the FeSSIF medium presents a higher concentration of sur-
factant than the FaSSIF one. However, the salinity content held by FeSSIF is about three times
higher than FaSSIF (~1.8 g of NaCl /100 mL and 0.62 g of NaCl /100 mL, respectively) [32]. It
has been reported that salinity is a parameter that plays a role in the phase behavior, as its
increment enables the transition Winsor I — III — 1II [33, 34]. These results agree with the lit-
erature since SEDDS produced with FeSSIF were more polydisperse due to the higher mixed
micelles concentration [33, 35]. Knowing that the oil phase (HLB ~ 6.25) is a 1:1 mixture of
GMC (HLB ~ 6) [36] and PPG (HLB = 6.49, reported by Lipoid), it is possible to infer that the
effectiveness of the interfacial stabilization provided by SM relies on its partitioning at the
interface since it displays a hydrophobic feature (HLB = 4.3) [36].

A B

100 / o

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

FaSSIF (%ww) GMC:PPG (1:1, %wm) FeSSIF (%) GMC:PPG (1:1, %ww)

Figure 1. Pseudo-ternary phase diagram using Imwitor 308 (GMC) and Phosal 50 PG (PPG) (ratio 1:1)
as oil phase; Span 80 (SM) as the surfactant; and Fasted State Simulated Intestinal Fluid (FaSSIF) (A) or
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Fed State Simulated Intestinal Fluid (FeSSIF) as aqueous phase (B). Key: (m) experimental data. The dark
gray area corresponds to microemulsion; the light gray area describes the emulsion region; the dashed
one is the phase separation area.

3.3. Self-emulsifying performance of lipid systems

Once established the boundaries of the relevant region in the pseudo-ternary phase diagram
and relying on the requirements of (I) high AmB solubilization, (II) low amount of surfactant,
and (III) appropriate amount of aqueous medium to simulate physiological conditions, two
formulations were chosen (Table 1) and classified as type Il according to the Lipid Formulation
Classification System [37]. These SEDDS were characterized regarding their homogeneity,
AmB solubility, polydispersity index, and hydrodynamic droplet size. This last feature has
been assigned to provide adequate intestinal absorption when formulations display droplet
sizes ranging from 100 nm to 300 nm [38].

Based on the droplet size displayed in Figure 2, it is possible to infer that, regardless of
the formulation evaluated, the systems revealed a size distribution behavior that over time
tends to achieve equilibrium as a bimodal distribution. An experimental data that supports
this idea is the one exhibited by F-70:30, in which the droplet population ranging from 3 um
to 5 pm pointed out in 1:30 h is no longer detected after 3:30 h, which also explains the decrease
in the PDI values (Figure 2A).

The bimodal population of the samples ranged from 50 nm to 100 nm and from 350 nm to
600 nm (Figure 2B). This distribution pattern explains the observed PDI values ranging from
0.3 to 0.5 (Figure 2A). On the other hand, the medium used to perform the emulsification pro-
cess (FaSSIF) displayed a unimodal population (50 nm to 100 nm) (Figure 2B). Even though
these data might suggest that the presence of this population in the distribution pattern dis-
played by the samples may be attributed to the medium, it is not possible to draw a reliable
conclusion, using only DLS data, that the droplet size of the samples should be only addressed
to the population ranging from 350 nm to 600 nm. Therefore, the Z-average (the overall mean)
seems to be the appropriate approach.

Based on this perspective, no significant difference was found regarding the hydrody-
namic diameter and the polydispersity index of the evaluated systems (p-value = 0.25, Figure
2A). Moreover, no difference in the AmB solubilization capacity was noticed, as formulations
F-80:20 and F-70:30 displayed a solubilization of 0.678 + 0.024 mg/mL and 0.623 + 0.067 mg/mL,
respectively. Revealing that the chosen formulations exhibited the following required features:
appropriate dispersion in biorelevant medium, low surfactant concentration, and high AmB
solubilization.
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Figure 2. (A) Average droplet size and polydisperse index (PDI) of SEDDS formulations F-70:30 and F-
80:20 at 1:30 h and 3:30 h. The results are expressed by mean + SD. (B) Distribution of the droplet size
produced by the formulations F-70:30 and F-80:20 at 1:30 h and 3:30 h and FaSSIF

3.4. Characterization of the solid dosage forms

3.4.1. Specific Surface area

To calculate the surface area (SBET) by gas adsorption it is commonly applied the BET equa-
tion to the isotherm. The suitability of the analysis is evaluated by the correlation coefficient
(R?) and the BET C-value, with the former corresponding to the linearity of the isotherm in the
BET region, and the latter the interaction of the nitrogen with the sample. As depicted in Table
3, this mathematical approach displayed a good fitting with the experimental data (> 0.999)
[28].

The C-value parameter in the BET equation not only expresses the extent of coverage of
the adsorbate on the adsorbent but also the affinity between them. All samples analyzed pre-
sented a C-value higher than 2, which confirms that the BET equation can be used to calculate
the surface area (Table 2) [28]. The granules containing the lipid formulation exhibited lower
values of BET C-values when compared to the solid raw excipients, indicating that the pres-
ence of the lipid formulation affected the interaction between the sample (adsorbent) and the
nitrogen (adsorbate). Furthermore, as reported by Lapham et al. BET C-values as the ones ob-
tained in this study are closer to 10, which makes the distinction between isotherm II and III a
challenging task [28].

The SBET values calculated for Neusilin U2 and colloidal SiO2 agree with those previ-
ously reported in the literature [38]. Also, as expected, the Neusilin U2:colloidal SiO2 mixture
(1:1) exhibited intermediate surface area values compared with its isolated constituents (Table
3). Besides, the Neusilin U2 had a higher surface area. When the SEDDS were incorporate into
it, the obtained powder exhibited poor flowability. To solve this problem colloidal SiO: was
added, and all the granules were prepared with Neusilin U2:colloidal SiO2 mixture (1:1).

When compared to the one exhibited by the colloidal silicon alone, the large surface area
of the mixture suggests that the mixture can be a better reservoir for the pre-emulsion SEDDS
[39]. The decrease in the SBET values and the total pore volume of the granules, when com-
pared to the Neusilin U2:colloidal SiO2 mixture (1:1), indicates that the adsorption of the pre-
emulsion SEDDS where effective, with nearly 96% of the total pore volume and the specific
surface area filled by the lipid formulation (Table 3).

Table 3. Specific surface area (SBET), BET correlation coefficient (R?), BET C-value, and total pore vol-
ume of solid components of granules and sample granules.
Sample ‘ Seer (M?/g) ‘ R? BET C-value ‘ Total pore volume (mL/g) ’
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Neusilin U2 272.604 0.9998 181.676 0.8479
5i02 150.062 0.9997 37.430 0.2650
SiOz:Neusilin U2 (1:1) 212.166 0.9997 32.715 0.7195
F-70:30 granules 3.068 0.9996 13.924 0.0211
F-80:20 granules 10.792 0.9989 10.022 0.0409

Note: the formulation ID highlights the oil:surfactant proportion, i.e., granules of F-70:30 and F-80:20
were prepared with self-emulsifying drug delivery systems (SEDDS) having 70:30 and 80:20 oil:surfac-
tant proportion respectively. Neusilin U2 and SiO2 denotes the amorphous form of magnesium alumi-
nometasilicate and colloidal silicon dioxide respectively.

3.4.2. Self-emulsifying performance of solid dosage forms

Regarding the emulsification behavior exhibited by different drug dosage forms in FaSSIF, the
data revealed that the addition of the liquid lipid formulations to the capsules did not affect
the emulsification process in terms of average droplet size (p-value =0.421, Table 4 and Figure
3A). The comparison of the average droplet size and PDI values revealed that the composition
of the lipid formulation did not affect the average droplet size displayed by the system, i.e.,
there was no significant difference in the droplet size and PDI values exhibited by the same
dosage form manufactured with different lipid formulations (p > 0.05). On the other hand,
different dosage forms displayed significant differences among each other (p < 0.05) with av-
erage droplet size values revealing the following pattern: capsule filled with liquid lipid for-
mulation (LC) > capsule filled with granules (GC) = tablet (T) (Table 4 and Figure 3). This pat-
tern highlights that the hydrodynamic diameter displayed by the droplets from granules and
tablets significantly decreased compared to the ones from LC (respectively p-value <0.014 and
p-value <0.012, Table 4). In contrast, there was no significant difference between granules and
tablets regardless of the SEDDS formulation (p-value > 0.994). As stated by Joyce et al., the
adsorption of liquid SEDDS into solid carriers can significantly affect the interfacial surface
area of the lipid [40]. These results corroborate with this hypothesis, suggesting that the en-
hancement in the self-emulsifying performance was caused by the increment of the surface
area when the SEDDS were added to the adsorbent material, favoring the SEDDS-FaSSIF in-
teraction.

Table 4. Average droplet size (nm) and PDI of the capsules filled with liquid lipid formulation (LC),
capsules filled with granulated SEDDS (GC), and tablets (T) with the SEDDS formulations F-70:30 and
F-80:20.

Formulation Droplet size (nm)esp) PDIsp)
LC-F-70:30 382.8 (+98.76) 0.57 012
LC-F- 80:20 327.9 3115 0.44 0.03)
GC-F-70:30 136.0 (= 40.93) 0.30 0.06)
GC-F-80:20 156.4 (37.12) 0.33 0.08)
T-F-70:30 153.7 21.70) 0.36 0.02)
T-F-80:20 134.3 3611 0.31 =0.08)
FaSSIF 85.8 (+3.40) 0.01 o.01)

Note: the formulation ID highlights the oil:surfactant proportion, i.e., F-70:30 and F-80:20 have 70:30
and 80:20 oil:surfactant proportion respectively.

It is noteworthy to mention the average droplet size exhibited by the dosage forms is in a range
assigned as ideal for intestinal absorption [41]. Therefore, highlighting the potential of these
systems as carriers for oral administration. However, the amount of SEDDS carried by the
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solid raw material is lower in granules and tablets than in the LC. From this point of view, it
is possible to conclude that granules and tablets are suitable for carrying drugs that require
low oral doses. Which does not apply to AmB. For this reason and considering that the LC
carried ca. 0.42 mg/dose, while granules and tablets exhibited respectively ca. 65% and 93%
less drug, it is possible to infer that LC is the most appropriate system to be used in an AmB
oral dosage regimen.
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Figure 3. Distribution droplet size measured from the different dosage forms loaded with SEDDS E-
70:30 or F-80:20, 3 h after agitation, and FaSSIF. (A) Liquid-filled capsules. (B) Capsules filled with gran-
ules. (C) Tablet.

4. CONCLUSIONS

The results revealed that the 45 different excipients evaluated exhibited a heterogeneous AmB
solubilization capacity, with PPG exhibiting the maximum one, more than three-fold higher
than the other excipients. The phase behavior of the chosen mixture demonstrated through the
pseudo-ternary phase diagram that the emulsification process was enhanced in FaSSIF me-
dium when compared with FeSSIF. Most likely due to the higher salinity content displayed by
the last one, which might trigger the transition Winsor I — III — II when compared with FaS-
SIF. This observation suggested that the fasted state may be the appropriate condition when
performing in vivo studies. The chosen lipid formulations (F-80:20 and F-70:30) displayed a
similar behavior with a bimodal population (from 50 nm to 100 nm and from 350 nm to 600
nm) and no significant difference regarding the hydrodynamic diameter, the polydispersity
index, as well as the AmB solubilization capacity. The values of pore volume and surface area
of the granules suggest both formulations were successfully incorporated in the mixture of
colloidal silicon dioxide and Neusilin U2 (1:1). Once added to dosage forms, these formula-
tions displayed a monomodal distribution. However, its lipid load was 13.5 times lower than
the one used to manufacture the LFC. Even though the AmB dose carried by the tablets does
not seems to be appropriated to its clinical use (e.g., the treatment of leishmaniasis), this tech-
nology can be applied to drugs that require lower oral doses (i.e., drug with high potency).
Thus, the LFC is apparently the appropriate drug dosage form, displaying the highest lipidic
load among all the evaluated formulations, and exhibiting an average droplet size in an ideal
range for intestinal absorption. Therefore, highlighting the potential of this system as an AmB
carrier for oral administration.
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RESUMEN

Introduccion: los comprimidos flotantes consisten sistemas de baja densidad que pueden flotar en el
contenido gastrico, por accion de atrapamiento de aire, ya sea con camaras de aire o agentes efervescen-
tes, manteniéndose por mas tiempo en el estdmago permitiendo un perfil de liberaciéon prolongada. La
combinacion de arcillas y polimeros en el desarrollo de nuevos sistemas de liberacién de farmacos re-
sulta muy util pues se mejora las propiedades mecanicas, la estabilidad, la resistencia a disolventes o
gases, mejora propiedades superficiales y la biocompatibilidad. Objetivo: Desarrollo y caracterizacion
de un sistema flotante efervescente para liberacién prolongada, a base de HPMC y arcilla Montmorillo-
nita. Métodos: Se fabricaron los comprimidos mediante granulacion via hiimeda y se caracterizaron
mediante pruebas farmacopéicas incluyendo estudios de liberacion in vitro empleando metformina
como farmaco modelo. Resultados: Mediante un disefio Taguchi L3? se obtuvieron 4 formulaciones de
comprimidos flotantes con tiempos de liberaciéon de 8 hasta 24 h. Las formulaciones 2 y 4 cumplieron
con los requisitos de para liberacion prolongada de acuerdo a la USP. Se observo que la combinacion de
HPMC y Montmorillonita favorecié la liberacion prolongada mediante la formacion de gel y aumento
en la tortuosidad. Conclusiones: Se obtuvieron cuatro formulaciones de comprimidos flotantes eferves-
centes de liberacion prolongada. La combinacion de arcilla Montmorillonita y HPMC tuvo un impacto
en las propiedades estructurales y de barrera (tortuosidad) para controlar la liberacion, la cual depende
de la proporcion empleada en la combinacién de polimero y arcilla y su capacidad para estabilizar la
estructura del gel.

Palabras clave: Comprimidos flotantes; liberacién prolongada; Montmorillonita; HPMC; Metformina

SUMMARY

Development and characterization of a floating tablet based on Montmorillonite clay and HPMC
for prolonged release

Introduction: Floating tablets consist of low-density systems that can float in the gastric contents, by air
entrapment action, either with air chambers or effervescent agents, remaining longer in the stomach
allowing a prolonged release profile. The combination of clays and polymers in the development of new
drug delivery systems is very useful as it improves mechanical properties, stability, resistance to sol-
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vents or gases, improves surface properties and biocompatibility. Objective: Development and charac-
terization of an effervescent floating system for prolonged release, based on HPMC and Montmorillo-
nite clay. Methods: The tablets were manufactured by wet granulation and characterized by pharma-
copoeial tests including in vitro release studies using metformin as a model drug. Results: Using a
Taguchi design, 4 formulations of floating tablets with release times of 8 to 24 h were obtained. Formu-
lations 2 and 4 met USP extended-release requirements. It was observed that the combination of HPMC
and Montmorillonite favored prolonged release through gel formation and increased tortuosity. Con-
clusions: Four formulations of extended-release effervescent floating tablets were obtained. The combi-
nation of Montmorillonite clay and HPMC had an impact on the structural and barrier properties (tor-
tuosity) to control release, which depends on the ratio used in the polymer-clay combination and its
ability to stabilize the gel structure.

Keywords: Floating tablets; extended release; Montmorillonite; HPMC; Metformin

RESUMO

Desenvolvimento e caracterizacio de um comprimido flutuante a base de argila montmorilonita e
HPMC para libera¢iao prolongada

Introducdo: Os comprimidos flutuantes consistem em sistemas de baixa densidade que podem flutuar
no conteudo gastrico por aprisionamento de ar, seja com camaras de ar ou agentes efervescentes, per-
manecendo mais tempo no estdmago, permitindo um perfil de liberagao prolongado. A combinagao de
argilas e polimeros no desenvolvimento de novos sistemas de administracdo de farmacos é muito til
porque melhora as propriedades mecanicas, a estabilidade, a resisténcia a solventes ou gases, melhora
as propriedades da superficie e melhora a biocompatibilidade. Objetivo: Desenvolvimento e caracteri-
zagao de um sistema flutuante efervescente de liberagao prolongada, a base de HPMC e argila mont-
morilonita. Métodos: Os comprimidos foram fabricados por granulacdo imida e caracterizados por
testes farmacopeicos, incluindo estudos de liberacao in vitro usando metformina como medicamento
modelo. Resultados: Utilizando um delineamento Taguchi 132, foram obtidas 4 formulac¢des de com-
primidos flutuantes com tempos de liberagdo de 8 a 24 h. As formulagdes 2 e 4 atenderam aos requisitos
de liberacao prolongada de acordo com a USP. Observou-se que a combinac¢dao de HPMC e montmori-
lonita favoreceu a liberagdo prolongada através da formagao de gel e aumentou a tortuosidade. Con-
clusdes: Foram obtidas quatro formulagdes de comprimidos efervescentes flutuantes de liberagao pro-
longada. A combinacao de argila montmorilonita e HPMC teve impacto nas propriedades estruturais e
de barreira (tortuosidade) para controlar a liberagao, que depende da proporg¢ao usada na combinagao
de polimero e argila e sua capacidade de estabilizar a estrutura do gel.

Palavras-chave: Pastilhas flutuantes; libera¢do prolongada; Montmorilonita; HPMC; Metformina

1. INTRODUCCION

Las formas farmacéuticas de liberacién modificada han sido disefiadas con el fin de modificar
el sitio o la velocidad a la que es liberado el principio activo. Las ventajas de estas formas de
liberacion modificada incluyen la reduccién de la frecuencia de administracion, reduccion de
las fluctuaciones en las concentraciones plasmaticas, control del sitio de liberacion del farmaco
en el tracto gastrointestinal, mejorar la biodisponibilidad etc. Dentro de las formas de libera-
cién modificada, existen diferentes sistemas como los comprimidos flotantes, los cuales con-
sisten sistemas de baja densidad que pueden flotar en el contenido gastrico, por accién de
atrapamiento de aire, ya sea con cdmaras de aire o agentes efervescentes, manteniéndose por
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mas tiempo en el estdbmago [1]. Los sistemas flotantes logran un perfil de administracién pro-
longado debido a que permanecen en el estbmago por un intervalo de tiempo suficiente, so-
portando las condiciones gastricas y liberando el farmaco de forma sostenida, manteniendo
una concentracion del principio activo en la circulacion sistémica. Los sistemas flotantes pue-
den ser efervescentes o no efervescentes. En los efervescentes se incluyen en su formulacion
excipientes formadores de gas (sales de bicarbonato o agentes dcidos) los cuales producen di6-
xido de carbono en presencia del acido gastrico, el gas producido mantiene flotando el sistema.
Mientras que los comprimidos no efervescentes incluyen un alto nivel (20-75%) de excipientes
hinchables y formadores de gel como polimeros derivados de celulosa [2]. Entre los polimeros
hidrofilicos mas usados en la elaboracién de matrices de liberacién modificada se encuentra la
hidroxipropil metilcelulosa (HPMC) que al entrar en contacto con agua o fluido gastrointes-
tinal, se hidrata y forma rdpidamente un gel viscoso que permite la relajacion y separacion de
las cadenas del polimero, mostrando una reduccion en el valor de temperatura de transicion
vitrea (Tg), lo que favorece la difusion del principio activo [3].

Por otro lado la arcilla montmorillonita (MMT) es una arcilla de origen natural que
pertenece a la familia de las esmetictas, las cuales presentan una estructura de capas 2:1, en la
que una capa octaédrica se encuentra entre dos capas tetraédricas, y en la que la superficie
siempre estd oxigenada por una capa de grupos siloxano. Esta arcilla tiene excelentes propie-
dades de hinchamiento, adsorcion, tixotropia y formacion de geles [4]. La combinacién de ar-
cillas y polimeros en el desarrollo de nuevos sistemas de liberacion de farmacos resulta muy
atil pues se mejora las propiedades mecanicas, la estabilidad dimensional, la resistencia a
disolventes o gases, mejora propiedades superficiales y la biocompatibilidad [5]. Debido a esto
se propuso como objetivo el desarrollo y caracterizacion de un sistema flotante efervescente
para liberaciéon prolongada, a base de una combinacion de HPMC y arcilla montmorillonita,
para evaluar sus propiedades de hinchamiento/erosion asi como el efecto de su combinacién
en el perfil de liberacion in vitro, empleando Clorhidrato de metformina como farmaco modelo
de alta solubilidad.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

La hidroxipropil metilcelulosa 90 SH-100000 (HPMC) se obtuvo de SHIN-ETSU CHEMICAL,
polivinilpirrolidona (PVP K-30) se obtuvo de Drogueria Cosmopolitana. El bicarbonato de so-
dio (BS) y el acido clorhidrico (HCI) fueron de JT Baker, el estearato de magnesio se obtuvo de
Quimica Lufra y la arcilla montmorillonita (MMT) de Sigma-Aldrich. El clorhidrato de met-
formina (MEH) se obtuvo de Simbiotik. Todas las soluciones se prepararon de acuerdo a la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 13? edicion (2021).

2.2. Metodologia

Se empled un disefio experimental Taguchi L3? con 3 factores controlables en dos niveles cada
uno, con lo que se obtuvieron 4 formulaciones (Tabla 1). Se estudi6 la cantidad (%) de MMT,
HPMC y BS. Se utiliz6 clorhidrato de metformina (MEH) como fdrmaco modelo de alta solu-
bilidad. Los demds componentes de la formulacién, como MEH, PVP y estearato de magnesio
(EM), permanecieron constantes.

2.2.1. Fabricacion de comprimidos

250



Comprimido flotante a base de arcilla Montmorillonita y HPMC para liberacién prolongada

Se utiliz6 el método de granulacion via himeda para obtener los comprimidos. Las materias
primas se tamizaron (malla #60) y se mezclaron durante 10 minutos a 30 rpm. Posteriormente,
la mezcla de polvo se humedecié con una solucion de PVP K-30. La masa himeda se tamizo
(malla #18) y se secd en horno estatico (estufa de secado BG) a 60 °C hasta alcanzar una hume-
dad de 1 a 3% (Termobalanza ROCA). Los granulos secos se tamizaron (malla #18) y se mez-
claron con BS (malla #60) durante 5 minutos a 30 rpm. Finalmente, el granulo se mezcld con
EM (malla #60) durante 2 minutos a 30 rpm. La mezcla de polvo resultante se comprimio
usando un juego de punzones de cara plana de 13 mm en una prensa hidraulica de laboratorio
con 4000 psi (Prensa hidraulica Enerpac P392).

Tabla 1. Composicion de formulaciones por disefio experimental Taguchi L4 23

Componente Formulacion 1 Formulacion 2 Formulacion 3 Formulacion 4

(F1) (F2) (F3) (F4)

MMT (g) 0,150 0,150 0,200 0,200
HPMC (g) 0,075 0,150 0,075 0,150
BS (g) 0,075 0,100 0,075 0,100
PVP K-30 0,065 0,065 0,065 0,065
EM (g) 0,010 0,010 0,010 0,010
MEH (g) 0,750 0,750 0,750 0,750

2.2.2. Evaluacion de granulos

La caracterizacion reoldgica de los granulos se llevo a cabo mediante parametros de precom-
presion tales como determinaciones de densidad aparente y compactada, indice de Carr, in-
dice de Hausner, velocidad de flujo y dangulo de reposo (n=3) de acuerdo a la Farmacopea de
los Estados unidos Mexicanos (FEUM).

2.2.3. Evaluacién de comprimidos

Se evaluaron los comprimidos formuladas en cuanto a variacion de peso (balanza analitica
SHIMADZU), dureza (n=10) (durémetro ERWEKA) y prueba de friabilidad (Friabilizador
Elecsa) de acuerdo a la FEUM.

2.2.4. Contenido de farmaco

Se pulverizaron los comprimidos y se tomo la cantidad de polvo equivalente a 100 mg de
MEH, se transfiri6 a un matraz aforado de 100 ml con agua. Posteriormente, se filtr6 1 ml de
la solucion y se diluyd en 100 ml de agua. La medicion se realizd en un espectrofotometro UV-
VIS (Espectrofotémetro UV-VIS VELAB 85) a una longitud de onda de 232 nm (n=3). El conte-
nido de MEH se calculé a partir de una curva de calibracion de 8 puntos de concentracion de
1a20 pug/ml (n=3).

2.2.5. Perfil de Liberacién in vitro y cinética de liberacién

El perfil de liberacion in vitro se realizd con un aparato II (Disolutor LABINDIA modelo DS
8000) a 100 rpm con 900 ml de un fluido gastrico simulado previamente desgasificado (pH 1,2)
consistente en una solucién de HC1 0,1 N a 37+0,5 °C como medio de disolucion. Se extrajeron
muestras de 5,0 ml a intervalos de tiempo predeterminados (0,5, 1, 2, 3,4, 6,8,10,12y 24 h) y
se reemplazaron con medio fresco. Las alicuotas se filtraron (0,45 um) y para la cuantificacién
de MEH se utilizo una curva de calibracion con HCI 0,1 N (n=3) en concentracion de 1 a 50
ug/ml. La medicion se realizo en un espectrofotémetro UV-VIS (Espectrofotometro UV-VIS
VELAB 85) a una longitud de onda de 232 nm.

251



P. Garcia-Guzman, L. Ortega Almanza, L. Schifter Aceves & E. Solis-Candelas.

El mecanismo de liberacion se determind ajustando los datos de liberacién in vitro a los
siguientes modelos matematicos. Se determind el coeficiente de determinacion (R?) y el coefi-
ciente de determinacion ajustado (R?aqj). Los valores mas altos de R?y R2aqjse consideraron
como el modelo de mejor ajuste.

Cinética de liberacidn de orden cero Q = Qo + kot
Cinética de liberacion de primer orden logC, = logCy- kt /2303
Higuchi Q = KH t'/?
Korsmeyer-Peppas Mt /Ma = Kt"
Hixson-Crowell Qt'/3 = Q03 — Kyt

1
Q03 — Qt3 = Kyt

2.2.6. Indices de hinchamiento-erosion y propiedades de flotacién in vitro

Las propiedades de flotacion in vitro se caracterizaron a partir del tiempo de retardo de flota-
cion y del tiempo de flotacion total. Los comprimidos se colocaron individualmente en vasos
de precipitados que contenian 100 ml de liquido gastrico simulado (HC1 0,1 N) a 37 + 0,5 °C
[6]. El tiempo necesario para que la tableta flote se determind como tiempo de retardo de flo-
tacion, también se midio el tiempo total en el que la tableta permanecio en flotacion. Los indi-
ces de hinchamiento y erosion se determinaron mediante el método de andlisis gravimétrico.
Se pesaron los comprimidos secos y se colocaron en el medio de prueba. En experimentos
separados, los comprimidos se retiraron del medio de disolucién alas 0,5, 1, 2, 4, 8, 12 horas y
se secaron ligeramente con papel de filtro para eliminar el exceso de agua. Los comprimidos
hinchados se pesaron para determinar el grado de absorcion de agua y luego se secaron en
estufa a 40 °C durante 12 h, y se pesaron nuevamente denominandose esta tiltima medida peso
seco [7]. El indice de hinchamiento y el indice de erosion se calcularon utilizando las siguientes
ecuaciones:

. ) Ws — Wi
% hinchamiento = TX 100

wWi-w

t
% erosion = TX 100

2

Donde Ws es el peso de las muestras hinchadas en el momento del muestreo, Wi es el peso
inicial del comprimido y Wt es el peso de los comprimidos secos en el momento del muestreo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los comprimidos flotantes se prepararon segun el disefio experimental de Taguchi utilizando
combinaciones de un polimero hinchable HPMC, arcilla de montmorillonita como agente de
control de la desintegracion y bicarbonato de sodio como agente generador de gas (CO2) para
inducir la flotaciéon. Los comprimidos flotantes como sistema de liberacioén prolongada gastro
resistente se han reportado empleando matrices a base de polimeros hidrofilicos como HPMC
[8], combinaciones de polimeros como HPMC y goma acacia [9], carbopol o alginato de sodio
[10], combinaciones de polimeros con materiales lipidicos como behenato de glicerilo o palmi-
toestearato de glicerilo [11], HPMC y alcohol cetilico [10]. Sin embargo, existen pocos estudios
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de la obtenciéon de comprimidos flotantes a base de polimeros y materiales inorganicos como
arcillas. Se ha reportado el uso de bentonita en la obtencién de comprimidos de liberacion
sostenida [12], comprimidos a base de combinaciones de HPMC y bentonita [13], finalmente
se ha estudiado las propiedades de liberacion prolongada de la MMT con HPMC [14]. La
fabricacion se realizd mediante granulacion via hiimeda, obteniéndose granulos de tamafio de
particula homogéneo con buenas propiedades reoldgicas y de compresibilidad alcanzando va-
lores de humedad de 1,40 a 2,71 %. En la Tabla 2 se presentaron los resultados obtenidos de
parametros de precompresion como densidad aparente y compactada, indice de Carr, indice
de Hausner, velocidad de flujo y angulo de reposo. Todas las formulaciones presentaron ex-
celentes propiedades de fluidez, segtin el angulo de reposo (15-18°) e indice de Hausner (0,81-
0,84), y excelentes propiedades de compresion, segun el indice de Carr (5-11).

Tabla 2. Evaluacidén reolégica de granulos

Densidad Densidad co ‘
., .. Indice de Angulo de re-
Formulacion aparente compactada Indice Carr o
Hausner poso (°)
(g/ml) (g/ml)
F1 0,251+0,039 0,519+0,033 17,622+0,268 0,824+0,043 15,810+0,231
F2 0,453+0,003 0,553+0,005 18,114+0,118 0,819+0,001 18,433+0,280
F3 0,492+0,003 0,588+0,000 16,390+0,591 0,836=0,006 15,959+0,577
F4 0,473+0,014 0,558+0,004 15,317+1,913 0,847+0,019 16,558+0,779

Todas las formulaciones permitieron obtener comprimidos redondos de color blanco sin par-
ticulas extranas de 13 mm de didmetro con buenas caracteristicas fisicas, como se muestra en
la Tabla 3. Todas las formulaciones mostraron una variacion de peso de CV< 5% y las especi-
ficaciones de dureza deseadas (12-14 Kp). Los comprimidos mostraron buena resistencia a la
abrasion en la prueba de friabilidad con una pérdida de peso no superior al 1% y un contenido
de farmaco del 95 al 105%.

Tabla 3. Propiedades fisicas de los comprimidos

Formulacion Peso (g) Peso CV (%) Dureza (Kp) | Friabilidad (%) iz:r::clj?‘yf)e
F1 1,115 0,280 13,092 0,985 100,952
F2 1,210 0,609 12,500 0,890 99,001
F3 1,191 0,575 13,060 0,830 102,000
F4 1,244 0,410 13,992 0,830 104,000

3.1. Perfil de Liberacion in vitro y cinética de liberacion

La liberacion in vitro de MEH se evalu6 en fluido gastrico simulado a temperatura corporal
(37,0 °C) (Figura 1a). Los perfiles mostraron dos patrones de liberacion, las formulaciones F1
y F3 permiten una liberacion del 80 a 90% a las 8 y 10 h. Las formulaciones F2 y F4 mostraron
una liberacion mas lenta de MEH, hasta alcanzar valores entre 70 y 90% a las 24 h.

Se observo que en las formulaciones F2 y F4 los % de farmaco liberado se encontraron
dentro de los limites de aceptacion en los tiempos especificos para comprimidos de liberacion
prolongada de acuerdo a la USP y cumplen con la prueba de disolucion (Figura 1b), por lo
que dichas formulaciones pueden ser empleadas como plataforma para la liberacion prolon-
gada de Metformina. Al evaluar el efecto de los factores de estudio en el % maximo liberado
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(Figura 1c y d) se observo que los tres factores de estudio pueden reducir la liberaciéon del
farmaco. Las formulaciones F2 y F4 que contienen un alto porcentaje de HPMC tienen una
duracion mayor que las formulaciones 1y 3 en las que el porcentaje de HPMC es menor, de-
bido a la barrera fisica de la capa gel que se obtiene por el HPMC al entrar en contacto con el
medio de prueba [15]. Por otro lado, la arcilla MMT tuvo un impacto en el porcentaje de libe-
racion con respecto al tiempo, lo cual se observo en las formulaciones F3 y F4 que tienen una
liberacion mas lenta. Diversas arcillas han sido estudiadas en la preparacion de materiales
compuestos y sistemas de liberacion de farmacos como caolinita, hidrotalcita, brucita, lapo-
nita, etc. Sin embargo, la MMT se ha vuelto prominente entre otras arcillas debido a sus diver-
sas propiedades, abundancia, inocuidad al medio ambiente y quimica bien estudiada. La MMT
se ha reportado en la obtencion de formas farmacéuticas como agente emulsificante, espesante,
agente suspensor y gelificante, ademas en tabletas como agente desintegrante debido a su ca-
pacidad de hinchamiento, permitiendo una liberacion superior al 70% en 30 min [16]. Sin em-
bargo al estudiar el efecto de la MMT en el perfil de liberacion (Figura 1c) se observo que al
aumentar la proporcion de MMT disminuyo el farmaco liberado, lo cual se puede deber a que
la presencia de MMT mejoré de las propiedades de barrera mediante el incremento en la tor-
tuosidad, debido a la creacién de un camino tortuoso por la presencia de las ldminas caracte-
risticas que forman la estructura de la arcilla, lo cual retarda la difusién de moléculas de far-
maco desde el interior y asi mismo disminuye la penetracion o absorcion del medio disolvente
[17]. Por tanto, la combinacién de un alto porcentaje de HPMC y MMT ralentiz¢ la liberaciéon
del farmaco, ademas se ha reportado previamente que la presencia de HPMC permite la for-
macion de estructura tipo gel de la MMT favoreciendo la liberacién prolongada [13]. Final-
mente el BS también tuvo un efecto al disminuir el % liberados, debido a que un exceso de gas
puede obstruir los canales de difusion dentro de la matriz disminuyendo asi la velocidad de
liberacion [18].

Se evalu¢ la cinética de liberacion mediante diversos modelos matematicos (Tabla 4),
los valores mas altos de R?y R? ajustados fueron con el modelo de Korsmeyer-Peppas. Se ob-
servo que las formulaciones F1 (n=0,447 KKP= 48,418) y F3 (n=0,446 KKP=49,375) presentan
valores de n que corresponden a una liberacion mediante difusion tipo Fick (n<0.45), mientras
que las formulaciones F2 (n= 0,471 KKP=29,941) y F4 (n=0,567 KKP=28,028) presentan valores
de n entre 0.45 y 0.89, esto sugiere que el mecanismo de liberacién principal es no Fickiano, es
decir es una combinacién entre difusidn y erosion [19].

Tabla 4. Valores de R 2y R 2adj. de modelos de liberacién de formulacién

Formula- Orden Primer . . | Korsmeyer- Hixson- Hopfen-
., Higuchi
ciéon cero Orden Peppas Crowell berg

F1 R2 -1.4751 0.7962 0.5462 0.9712 0.6092 0.7961
R?2 agj -1.4751 0.7962 0.5462 0.9425 0.6092 0,7554

D R2 -1.2360 0.7974 0.6092 0.9952 0.6401 0.7972
R2 aqj -1.2360 0.7974 0.6092 0.9903 0.6401 0.7718

F3 R2 -2.0667 0.5504 0.3733 0.9883 0.2737 0.5502
R?2 agj -2.0667 0.5504 0.3733 0.9765 0.2737 0.4377

F4 R2 -0.9144 0.9046 0.6694 0.9896 0.7754 0.9045
R?2 a4 -0.9144 0.9046 0.6694 0.9861 0.7754 0.8926
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Figura 1 (a) Grafica de perfiles de disolucién de las formulaciones, (b) Perfiles de liberacion que cum-
plen con especificaciones de liberacion prolongada de MEH, (c) Grafica de efectos principales sobre el
% maximo liberado, (d) Grafica de superficie de respuesta estimada para % maximo liberado.

3.2. Indices de hinchamiento-erosion y propiedades de flotacién in vitro

La tabla 5 muestra los resultados de la evaluacion de tiempo de flotacion (h). Todas las formu-
laciones mostraron capacidad de flotacidon lo que puede atribuirse al efecto del NaHCOs, de-
bido a que se ha reportado que en los sistemas flotantes efervescentes, el bicarbonato de sodio
mejora la flotabilidad de los comprimidos, especialmente en combinaciéon con polimeros hi-
drofilicos como el HPMC, ya que el gas que se genera al quedar atrapado dentro del gel se
forma por la hidratacion del polimero, disminuyendo la densidad de la tableta aumentando
asi su capacidad de flotacion en el estémago [18, 20]. Sin embargo, sdlo las formulaciones 2 y
4 presentaron un tiempo total de flotacion de hasta 24 horas.

Tabla 5. Propiedades fisicas de los comprimidos

Formulacién Tiempo de retraso de flotacion (min) Tiempo total de flotaciéon (h)
F1 16,6 h+0,12 10
F2 149h +0,32 24
F3 14,8 h+0,32 8
F4 18,0 h + 0,28 24

3.3. Indice de hinchamiento y erosién

La Fig. 2 presenta el perfil de hinchamiento y erosion de cada formulacion en funcién del
tiempo de estudio. En cuanto al indice de hinchamientos (Figura 2c) las formulaciones presen-
taron los valores maximos en el siguiente orden F4>F2>F1>F3, mientras que presento un orden
inverso para el indice de erosion F3>F1>F2>F4 (Figura 2d).
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La formulacién F3 no present6 hinchamiento y por consiguiente la erosion aumenta rapi-
damente hasta un 92,72% a las 4 horas. De forma similar la F1 presento un ligero hinchamiento
hasta las 4 horas y posteriormente se erosiono casi por completo a las 8 h. Las formulaciones
F3 y F1 al tener el nivel bajo de HPMC no se logro estabilizar la estructura gel con la arcilla,
lo cual favorecié el fenémeno de erosion sobre el de hinchamiento.

En la formulacién 2, en la que se percibe que el hinchamiento aumenta rapidamente hasta
las 4 horas, seguido de un periodo de hinchamiento lento de so6lo el 1,73% en un periodo de 4
horas. Las curvas de hinchamiento y erosion se cruzan en el punto de tiempo entre 6 y 10
horas, a partir del segundo punto se presenta un incremento del 26,61% en el indice de hin-
chamiento alcanzando su maximo porcentaje. Sin embargo, la pérdida de masa se produce
durante todo el proceso llegando hasta un 83,45% de erosion en 12 horas.

En la formulacion 4 existe un alto grado de hinchamiento (108%), asi como un menor por-
centaje de erosion en comparacion con las otras formulaciones, esto se debe a la presencia de
un alto contenido de HPMC y la combinacion con un nivel alto de MMT que permite formar
una estructura tridimensional que limita la erosiéon [13]. Los fendmenos de hinchamiento y
erosion son complejos, pero mediante disefio de experimentos pueden ser abordados, por lo
que este estudio abre un panorama en el que se puede estudiar el comportamiento in vitro en
nuevas proporciones para evaluar el impacto de la arcilla en la formacién de la red tridimen-
sional, asi como evaluar el efecto de las cargas eléctricas en ambos procesos empleando poli-
meros catidnicos.
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Figura 2 (a) Grafica de efectos principales sobre el % maximo de hinchamiento, (b) Grafica de efectos
principales sobre el % méaximo de erosién, (c) Grafica de Indice de hinchamiento (%)o de las formula-
ciones , (d) Grafica de Indice de erosién (%)o de las formulaciones
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4. CONCLUSIONES

Se obtuvieron cuatro formulaciones de comprimidos flotantes efervescentes que mantuvieron
la liberacion prolongada de 8 a 24 horas. Las formulaciones F2 y F4 cumplen con los criterios
de aceptacion para la liberacion prolongada de acuerdo a los criterios de la USP. La combina-
cion de arcilla Montmorillonita y HPMC tuvo un impacto significativo las propiedades estruc-
turales y de barrera (tortuosidad) para controlar la liberacién del farmaco modelo. Todas las
formulaciones siguieron el modelo cinético de Korsmeyer-Peppas en el que la liberacion del
farmaco depende de la proporcion empleada en la combinacidon de polimero y arcilla y su
capacidad para estabilizar la estructura del gel.
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RESUMEN

Introduccion: Se realizé un estudio costo-beneficio en donde se estimo el impacto en la productividad
debido a la introduccién de las vacunas COVID-19 en el afio 2021 en Colombia. Métodos: Se simulé un
escenario de no vacunacion al retirar la proteccion de las vacunas administradas. Se desarrollé un mo-
delo en Excel mediante un arbol de decision para evaluar los escenarios desde la perspectiva de la so-
ciedad. Las entradas de efectividad y de costos se obtuvieron de literatura, y fueron valoradas mediante
el manual tarifario ISS 2001 + 30%. Resultados: Los escenarios propuestos evaltian la productividad por
mortalidad prematura e incapacidad laboral, y el costo médico. Los resultados del modelo indican que
los afios de productividad ganados debido al escenario con vacunacion fueron de 16.586, el costo médico
evitado fue de COP 3,598 billones (749.583 USD; 1 USD 0 4.800COP), el costo de productividad perdida
fue de COP 352,48 mil millones (73.334 USD). Conclusidn: el Informe de Coyuntura Econdémica Regio-
nal (ICER) obtenido fue 10,21 y el beneficio neto fue de COP 3.246 billones (676.250 USD) desde la pers-
pectiva de la sociedad.

Palabras clave: Analisis Costo Beneficio; Vacunas COVID-19; Colombia.

SUMMARY
Cost-benefit analysis of COVID-19 vaccines in Colombia

Introduction: A cost-benefit study was conducted to estimate the impact on productivity due to the
introduction of COVID-19 vaccines in 2021 in Colombia. Methods: A non-vaccination scenario was sim-
ulated by withdrawing protection from the administered vaccines. An Excel model was developed us-
ing a decision tree to evaluate the scenarios from a societal perspective. Effectiveness and cost inputs
were obtained from the literature and assessed using the ISS 2001 + 30% tariff manual. Results: The
proposed scenarios evaluate productivity due to premature mortality and work disability, and medical
costs. The model results indicate that the years of productivity gained due to the vaccination scenario
were 16,586, the avoided medical costs were COP 3.598 trillion (USD 749,583; USD 1 0 COP 4,800), and
the cost of lost productivity was COP 352.48 billion (USD 73,334). Conclusion: The Regional Economic
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Situation Report (RESP) obtained was 10.21, and the net benefit was COP 3.246 trillion (USD 676,250)
from a societal perspective.

Keywords: Cost-Benefit Analysis; COVID-19 Vaccines; Colombia.

RESUMO
Analise de custo-beneficio das vacinas contra a COVID-19 na Colombia

Introdugdo: Um estudo de custo-beneficio foi conduzido para estimar o impacto na produtividade de-
vido a introdugado das vacinas contra a COVID-19 em 2021 na Coldmbia. Métodos: Foi simulado um
cenario de ndo vacinagao retirando a proteg¢do das vacinas administradas. Um modelo de arvore de
decisao foi desenvolvido no Excel para avaliar os cenarios de uma perspectiva social. Os dados de efi-
cacia e custo foram obtidos da literatura e avaliados utilizando o manual tarifario ISS 2001 + 30%. Re-
sultados: Os cenarios propostos avaliam a produtividade devido a mortalidade prematura e incapaci-
dade para o trabalho, e os custos médicos. Os resultados do modelo indicam que os anos de produtivi-
dade ganhos devido ao cendrio de vacinagao foram de 16.586, o custo médico evitado foi de COP 3,598
trilhoes (US$ 749.583; US$ 10 COP 4.800) e o custo de produtividade perdida foi de COP 352,48 bilhdes
(US$ 73.334). Conclusdo: O Relatério de Situagao Econdmica Regional (ICER) obtido foi de 10,21 e o
beneficio liquido foi de COP 3,246 trilhoes (US$ 676.250) da perspectiva da sociedade.

Palavras-chave: Analise de Custo-Beneficio; Vacinas para o covid-19; Colombia.

1. INTRODUCCION

En diciembre de 2019, se detectd por primera vez un brote de neumonia en Wuhan (Hubei,
China) posteriormente llamado SARS-CoV2, el cual se extendié por China continental y luego
a otros paises del mundo, llegando a notificarse, para el 17 de febrero de 2020, cerca de 70.000
casos confirmados en todo el mundo [1]. Posteriormente, la OMS declaré pandemia por CO-
VID-19 el 11 de marzo de 2020 e insto a los paises a tomar acciones de identificacién, control,
aislamiento, seguimiento y medidas de prevencién de contagio [2].

Los sintomas por infeccion de SARS-CoV2 pueden diferir segtin el paciente; en general,
se desarrolla un cuadro agudo a moderado, sin necesidad de hospitalizacion con fiebre, tos,
cansancio generalizado y pérdida del gusto y olfato. No obstante, en cuadros clinicos severos
los pacientes experimentan dificultad para respirar, disfagia, ataxia, dolor de pecho hasta in-
cluso pérdida de la movilidad. En consecuencia, algunos pacientes requieren hospitalizaciones
para superar el cuadro de infeccion o en el peor de los casos el paciente requiere manejo en
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) para salvar su vida; Finalmente, el paciente puede que-
dar recuperado sin secuelas, recuperado con secuelas o morir [3, 4].

Desde finales del afio 2020 se ha avanzado a nivel mundial en la implementacién de pro-
gramas de vacunacion contra COVID-19 debido al desarrollo de vacunas por parte de labora-
torios como: Pfizer-Bio-Ntech (vacuna Pfizer), Oxford-AstraZeneca (vacuna AstraZeneca),
Moderna (vacuna Moderna, vacuna ARNm-1273), Janssen (vacuna Janssen, vacuna JNJ-
78436735) y SINOVAC (vacuna CoronaVac). En Colombia, la vacunacion masiva contra el CO-
VID-19 comenz6 en febrero de 2021 en el marco del Plan Nacional de Vacunacién adoptado
mediante el Decreto 109 de 2021 y modificado por los Decretos 404, 466, 630, 744 y 1671 de
2021. Este plan se dividio en dos fases, y cinco etapas [5]. La primera fase incluyo las etapas 1,
2y 3; donde su principal objetivo fue reducir la morbimortalidad y el nimero de casos graves
que requieren una asistencia sanitaria mas compleja. Posteriormente, continuaron las Fases 4
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y 5, cuyo objetivo fue proteger a la poblacion general y reducir la transmisiéon comunitaria del
virus.

El Ministerio de Salud y Proteccion Social, ente rector del sistema de salud y responsable
del disefio, seguimiento, monitoreo y evaluacion del Plan Nacional de Vacunacién contra el
COVID-19 en Colombia, establecié la Cohorte Esperanza, con el objetivo de evaluar y monito-
rear sistematicamente el plan de vacunacion en conjunto con el Departamento Administrativo
Nacional de Estadistica (DANE). La Cohorte Esperanza estuvo constituida por todos los habi-
tantes del territorio colombiano, los cuales hacen parte de la poblacion objeto del Plan Nacio-
nal de Vacunacion contra el COVID-19 [6]. Cabe resaltar que a nivel macroeconémico la pro-
pagacion de la pandemia COVID-19, conllevé a Colombia a finales de marzo de 2020 a esta-
blecer cuarentenas en todo el pais, con el objetivo de mitigar el contagio y minimizar las muer-
tes causadas por la pandemia [7, 8]. Las medidas de distanciamiento fisico, las cuarentenas y
el confinamiento voluntario en poblacidn, condujo a que se redujeran las actividades de pro-
duccién y comercio a nivel nacional, agravando la situacion financiera de los hogares colom-
bianos. Durante la pandemia se cerraron empresas, hubo destruccion del tejido empresarial,
como también pérdida de empleos e ingresos de los trabajadores [7, 8]. Otro aspecto impor-
tante para resaltar fue la incapacidad laboral generada por el contagio de SARS-CoV2 y el
tiempo de tratamiento, es decir, quien contrajo el virus dejo de trabajar al menos 7 dias o mu-
rio, y a través de este hecho se puede establecer la pérdida de productividad. En consecuencia,
las vacunas contra la COVID-19 pretenden disminuir el riesgo de morbilidad, disminuir la
severidad de la enfermedad, reducir los eventos por hospitalizacion y reducir los eventos de
muerte [9]. Este estudio costo-beneficio tiene como objetivo determinar la razon costo-benefi-
cio de introducir las vacunas COVID-19 y el impacto en la productividad para la sociedad en
Colombia para el afo 2021.

2. METODOLOGIA

2.1. Modelo

Para el estudio de costo-beneficio se desarrolld un modelo de arbol de decision en Microsoft
Excel®, el cual permite modelar una enfermedad transmisible no crénica que se auto resuelve
en un plazo menor a un afno, en la cual las intervenciones médicas prolongan la vida o mitigan
la carga de sintomas de la enfermedad. El modelo propuesto plantea un escenario con vacu-
nacién (escenario de referencia) y un escenario sin vacunacion, en el cual se retira el efecto
protector de las vacunas (Ver Figura 1).

Las vacunas incluidas en el analisis fueron las aprobadas por el Instituto Nacional de Vi-
gilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) [10]: Pfizer-Biontech [11], Astrazeneca [12],
Janssen [13], Coronavac-Sinovac [14] y Moderna [15], cuya efectividad fue obtenida de una
revision Cochrane de efectividad y seguridad [16]. El modelo incorpora las probabilidades de
ser un paciente vacunado que muere o sobrevive después de haber cursado la enfermedad;
pudiendo recibir diferentes tratamientos segun la severidad de esta (paciente sintomatico, sin-
tomatico UCI y no sintomatico). Se consider6 un horizonte temporal de 1 afio, desde el 17 de
abril de 2021 hasta el 17 de abril de 2022, dado que se tiene registro de datos en esta tempora-
lidad y ajustar la simulacién para estimar la productividad e incapacidades generadas en este
ano, empleando el PIB per capita reportado por el DANE [17] como referencia de la producti-
vidad anual de un colombiano. No se emple6 tasa de descuento, ni ajustes por inflaciéon debido
al horizonte temporal utilizado.
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Se incluyeron los siguientes desenlaces: 1) Numero de muertes por causa directa a CO-
VID-19. 2) Afios potencialmente perdidos por muerte prematura (AVP). 3) Afios de vida por
incapacidad (AVI) y 4) Anos perdidos de productividad (AVP + AVI). Para los AVP se tomo
la cantidad de muertes observadas en cada escenario, es decir, una persona fallecida aporta
solo un afo de pérdida de productividad por muerte.

Se incorporaron los costos relacionados con la vacunacion (costo de adquisicion por dosis
vacuna + costo por dosis de la vacuna + costo de la prueba confirmatoria de SARS-CoV2 (solo
aplica para pacientes sintomaticos)). No se considero el transporte de las vacunas y el costo
médico por tratamiento que puede variar segun la severidad de la enfermedad. En el escenario
sin vacunacion, no se asumieron los costos de adquisicion ni el costo de administracion de las
vacunas.

Finalmente, para hallar el costo de la productividad ganada en cada escenario se procedio
a multiplicar los afios perdidos de productividad por un PIB per Cépita del ano 2021, luego se
procedio a calcular la razén de costo-beneficio incremental teniendo en cuenta los costos mé-
dicos de cada escenario. La interpretacion del Informe de Coyuntura Econdmica Regional
(ICER) permite conocer el aumento en productividad por cada peso invertido en costo médico
directo.

Hospitaliza:

No Sintoma-
Paciente
susceptible

SARS-CoV-

No Sintoma-

Vivos
4

Fig. 1. Modelo Arbol de Decisién.

2.1.1. Entradas del modelo

2.1.1.1. Datos demogrificos y datos de la enfermedad

La poblacién objetivo se estimd partir del registro del programa de vacunaciéon COVID-19 y
los protocolos de vacunacion [9, 5, 17, 18] en el periodo de estudio. Los datos de la poblacién,
los porcentajes de vacunacion con cada vacuna y la cantidad de dosis aplicadas por esquema
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de vacunacién fueron obtenidos de fuentes de datos publicas [19, 20]. La razén de tasas de
mortalidad y de hospitalizacion fueron obtenidas de los informes técnicos de la Cohorte Espe-
ranza [6, 21, 22], mientras que el porcentaje de poblacion no sintomatica, porcentaje de morta-
lidad en UCI, la mortalidad en hospitalizacion y la mortalidad no sintomatica, fueron obteni-
dos de literatura [23, 24]. Los dias de incapacidad fueron tomados de la Circular Conjunta 004
de 2022 [9] y la Resolucion 914 de 2020 [25]. En la tabla 1, se observan los parametros del caso

base.

Tabla 1. Parametros del caso base.

Variable Caso base Valor minimo | Valor maximo Fuente
Poblacién Vacunada 35.000.000 33.250.000 36.750.000 Autores [22]
% Pob. Vacunada Pfizer-Bio-Ntech 28% 26,8% 29,6% [23]
% Pob. Vacunada Oxford-AstraZeneca 14% 13,7% 15,1% [23]
% Pob. Vacunada Moderna 20% 19,4% 21,4% [23]
% Pob. Vacunada Jnj-78436735 De Janssen 10% 9,8% 10,8% [23]
% Pob. Vacunada CoronaVac 27% 25,4% 28,0% [23]
% Pob. con 1ra Dosis 51% 48,9% 54,0% [23]
% Pob. Con 2da Dosis 34% 32,5% 35,9% [23]
% Pob. Dosis Refuerzo 14% 13,7% 15,1% [23]
Relacién Tasas Hospitalizacion* 2 1,86 2,05 [24-26]
Relacion Tasa Mortalidad* 2 1,96 2,16 [24-26]
% Pob. No Sintomatica 65% 61,7% 68,2% [27]
% Mortalidad UCI 46% 43,9% 48,5% [27]
% Mortalidad Hospitalizacién 33% 31,6% 35,0% [28]
% Mortalidad No Sintomatica 2% 1,8% 2,0% [28]
% Proteccion Pfizer-Bio-Antich 95,0% 90,3% 99,8% [29]
% Proteccién Oxford-AstraZeneca 62,1% 59,0% 65,2% [29]
% Proteccion Moderna 94,1% 89,4% 98,8% [29]
% Proteccion Jnj-78436735 De Janssen 66,1% 62,8% 69,4% [29]
% Proteccion CoronaVac 67,0% 63,7% 70,4% [29]
Tasa de fallecidos Vacunados 0,2% 0,2% 0,2% [24-26]
Tasa de fallecidos No Vacunados 2,0% 1,9% 2,1% [24-26]
Tasa de hospitalizacion vacunados 0,7% 0,7% 0,8% [24-26]
Tasa de hospitalizacién NO Vacunados 2,5% 2,3% 2,6% [24-26]
Dias de incapacidad poblacién no sinto- 7 6,9 7,6 [14]
matica

Dias de incapacidad Poblacién sintoma- 21 20,0 22,1 [14]
tica UCI

Dias de incapacidad Poblacién sintoma- 14 13,3 14,7 [15]
tica Hospitalizacién

Costo Vacuna Pfizer-Bio-Antich $ 44.655 $42.422 $ 46.888 [30]
Costo Vacuna Oxford-AstraZeneca $22.327 $21.210 $23.443 [30]
Costo Vacuna Moderna $ 86.202 $ 81.892 $90.512 [30]
Costo vacuna Janssen $34.112 $ 32.407 $ 35.818 [30]
Costo Vacuna CoronaVac $9.699 $56.714 $ 62.684 [30]
Costo dia de incapacidad $ 59.949 $ 56.952 $ 62.947 Autores
Costo aplicacién vacuna $94.371 $ 89.652 $99.090 [31]
Costo PIB per Capita 2021 (COP) $ 22.796.648 $ 21.656.816 $ 23.936.481 [32]
Costo de atencion asintomatico $ 1.730.586 $ 1.644.057 $1.817.115 Autores
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Costo de atencion sintomatico hospitaliza- | $ 15.899.535 $15.104.558 $16.694.511 Autores
cion

Costo de atencién paciente sintomatico $35.732.621 $ 33.945.990 $ 37.519.252 Autores
UCI

Prueba confirmatoria PCR-RT $ 266.903 $ 253.558 $ 280.248 [33]

(Vacunados vs. No vacunados) *Fuente: Autores 2023

Tabla 2. Tasas de hospitalizacion y muerte por COVID-19 segtin estado de vacunacion por grupos eta-
rios. Colombia, 28 noviembre de 2021 — 08 enero de 2022.

Hospitalizaciéon por COVID-19 Mortalidad por COVID-19

Grupo Tasa en no Tasaen | Razénde Tasa en no Tasaen | Razon
edad vacunados | vacunados tasas IC 95% | vacunados | vacunados | de tasas | IC 95%
30-39 3 1,3 2,3 1,9-2,8 1,7 0,4 4,6 4,3-5,0
40-49 7 2,1 3,3 3,1-3,5 4,8 0,5 9,9 9,8-10,1
50-59 14,8 3,6 4,1 4,0-4,3 11,1 1,8 6 5,9-6,2
60-69 32,9 8 41 4,0-4,2 34,4 6,8 51 5,0-5,2
70-79 59,4 19 3,1 3,0-3,3 77,3 18,2 42 4,1-44
80 y mas 172,1 34,8 5 4,8-5,1 274,3 51,4 53 5,3-54

Fuente: Cohorte Esperanza

2.1.1.2. Costos relacionados

El costo de adquisicion por dosis de vacuna fue tomado del del informe al Congreso del De-
partamento Administrativo de la Presidencia de la Republica en 2022 [26]. El costo de aplica-
cion por dosis de vacuna fue tomado de la Resolucion 651 de 2021 [27] y el costo de la prueba
de confirmatoria de SARS-CoV2 fue tomada de la Resolucion 1630 de 2020 [28]. El costo de
incapacidad fue calculado como la division del producto interno bruto del afio 2021 divido en
los 365 dias al afio, el valor del PIB per capita para el afio 2021 fue tomado del DANE [17, 29].
La identificacion y caracterizacion de los recursos en salud empleados en pacientes asintoma-
ticos, sintomaticos y sintomaticos UCI fueron hallados en la guia de lineamientos para el ma-
nejo clinico de pacientes con infeccion por nuevo coronavirus COVID-19 [30], estos recursos
en salud fueron valorados mediante el manual tarifario ISS 2001 + 30% [31] segtin las recomen-
daciones del Instituto de Evaluacion en Tecnologias Sanitarias-IETS [32].

2.1.2. Salidas del Modelo

El modelo evalta el valor monetario de los afios de productividad estimando la sumatoria de
los afios potencialmente perdidos mas los afios de vida por incapacidad. Para calcular las in-
capacidades, se asume que una persona solo puede tener una incapacidad médica 1 vez al afio
por COVID 19. Una vez se conocen los afnos de productividad perdidos, se multiplica por un
PIB per capita de 2021 para determinar el valor de la productividad asociada. Ademas, el mo-
delo calcula los costos médicos de la atencion hospitalaria de los casos sintomaticos.

2.2. Analisis de sensibilidad

Se realiz6 un andlisis de sensibilidad deterministico para establecer cudles variables impactan
mas en el ICER. Ademas, se realiz6 un andlisis se sensibilidad probabilistica de 1000 iteracio-
nes. Para pardmetros como tasas y probabilidades de ocurrencia se empled una distribucion
beta, para los pardmetros de costos se emple6 una distribucién gamma, y para el resto de las
variables, se empled una distribucién normal.
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3. RESULTADOS

3.1. Resultados del caso base

Se determiné que el escenario con mayor costo médico fue aquel sin vacunacion con COP 5,02
Billones en comparacion con el escenario con vacunacion que tuvo un costo esperado de COP
1,42 Billones (ver tabla 3). Los resultados clinicos determinaron que se espera mayor cantidad
de afnos productivos perdidos por muerte prematura en el escenario sin vacunacion, en com-
paracion con el escenario de vacunacion (3.918 vs. 123); de igual forma, los afios perdidos por
incapacidad fueron mayores en el escenario sin vacunacion (17.462 vs. 5.149). Los afios de pro-
ductividad perdidos fueron mayores en el escenario sin vacunaciéon en comparacion con el
escenario con vacunacion (21.380 vs. 5.271). Los afios de productividad evitados debido al es-
cenario con vacunacion fueron 16.109, el costo medico evitado fue de COP 3,59 Billones y el
costo de productividad fue de COP 352,48 mil millones. Finalmente, el ICER obtenido fue -
10,21, es decir que, por cada COP ahorrado en costo médico, el valor monetario de la produc-
tividad ganada fue de COP $1. De igual forma, las diferencia entre los beneficios y costos ba-
sados en la metodologia de beneficio neto fueron de COP 3,2 Billones a favor de la vacunacion.
El escenario con vacunacion domina al escenario sin vacunacion.

Tabla 3. Resultados del caso base

Alternativa Escenario con vacunacion | Escenario sin vacunacion
Costo sanitario COP 1.426.476.294.249 COP 5.025.455.690.067
Muertes ano 123 3.918

Afios de incapacidad 5.149 17.462

Anos de productividad perdidos 5.271 21.380

Costo productividad COP 115.346.259.909 COP 467.835.465.930
Afios de productividad ganados 16.109

Costo médico incremental COP 3.598.979.395.818

Costo productividad ganada incremental | -COP 352.489.206.020

ICER -10,21

Fuente: Autores 2023.

3.2. Analisis de sensibilidad

Los resultados del analisis de sensibilidad se observan en las Fig. 2 y. 3. En el diagrama de
tornado se observo que las variables que mas afectaron el modelo fueron, de mayor a menor
impacto: el porcentaje de poblacion no sintomatica, porcentaje de mortalidad UCI y el costo
de atencion paciente UCL en la Fig. 2, se observan las 14 variables que mas impactan el modelo.
En la Fig. 3, se observa el plano de costo-beneficio incremental de las 1000 iteraciones; aqui se
observa que la nube de puntos hallada genera mayores costos médicos evitados y genera ma-
yores costos de productividad ganados en el 100% de las simulaciones realizadas.
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Diagrama de tornado

Porcentaje poblacion No sintomatica I
Porcentaje de mortalidad en UCI [ |
Costo de atencion paciente sintomatico UCI I
Relacién tasa mortalidad vacunados vs no vacunados I
Dias de incapacidad sintomatico UCI ! |
Costo de incapacidad asintomatico I
Dias de incapacidad poblacion No sintomatica I
Dias de incapacidad poblacién sintomatica UCI [ |
Tasa de fallecidos No Vacunados |
Costo de atencion sintomatico hospitalizacion ||
Costo de atencion asintomatico [ ]
Costo de incapacidad sintomatico hospitalizacién [ ]
Porcentaje de mortalidad en Hospitalizaciéon |
Dias de incapacidad poblacién sintomética... [ [ ]
9.0 9.5 10.0 10.5 11.0

Fig. 2. Diagrama de tornado.

Simulacién de Monte Carlo
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$ 2,000,000
$ 1,000,000

-
-$ 500,000 -$ 400,000 -$ 300,000 -$ 200,000 -$ 100,000 S-
Millones

Fig. 3. Plano costo beneficio incremental.

4. DISCUSION

Los resultados determinaron que la introduccion de las vacunas COVID-19 a Colombia en el
ano 2021 generaron un ahorro potencial de COP 352.489.206.020 en productividad y un costo
médico evitado de COP 3.598.979.395.818 desde la perspectiva de la sociedad, los cuales, son
consistentes con la literatura publicada. Un estudio de impacto presupuestal realizado por
Taborda et al. [33], determiné que la introduccion de las vacunas COVID-19 en paises de Lati-
noamérica generaria un ahorro potencial entre 100 -1500 millones de pesos de costos médicos
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directos desde la perspectiva del tercer pagador; por su parte, un estudio costo beneficio de
Reino Unido en el afio 2021 [34, 35] determind que la introduccién de la vacunas COVID-19
generaria un esfuerzo financiero en dolares entre $17.6 billones - $4899 billones para el sistema
de salud Reino Unido; un estudio costo-beneficio de los autores Lopez et al. [36] determino un
ICER de 3,3 desde la perspectiva de la sociedad y un estudio costo-beneficio canadiense [37]
determind que la introduccion de las vacunas COVID-19 generaria un ahorro potencial de
costos de productividad de CAD $222 billones (161.773.620.000 USD) desde la perspectiva de
la sociedad.

Las vacunas COVID-19 a nivel mundial son consideradas como la estrategia mas reco-
mendada para mitigar el impacto de la Morbi-mortalidad por SARS-CoV2 [38]; sin embargo,
es importante considerar que las acciones sociales tomadas por el gobierno de Colombia [39,
40], como el aislamiento voluntario, las cuarentenas obligatorias y las acciones de prevencion
y mitigacion de contagio, pueden modificar el resultado del estudio, por lo cual la pérdida de
productividad en el escenario sin vacunacién puede ser mayor a lo simulado.

Por otro lado, existen limitaciones en cuanto a la disponibilidad de informacién dado que
las bases de datos empleadas son de manejo publico en su mayoria, informacion sensible al
reporte por asegurador o prestador. Los valores de los dias de incapacidad fueron tomados de
referencias publicas, sin embargo, estos pueden ser mayores a los reportados; el presente es-
tudio no tuvo en cuenta los gastos de inversion en estructuras, infraestructuras e insumos mé-
dicos y contratacion de personal calificado para la gestion antes y después de la administracion
de las vacunas, ni el gasto de bolsillo de la poblaciéon que recibié manejo no hospitalario. La
mayoria de las fuentes de efectividad fueron tomadas del reporte de la Cohorte Esperanza,
mientras que la fuente de costo de adquisicion de las vacunas fue tomada del informe del
DAPRE vy la calidad de los reportes no fue evaluada.

5. CONCLUSIONES

La introduccion de las vacunas COVID-19 en Colombia en el afio 2021, generd ahorro de costos
meédicos directos y ganancia en productividad, generando beneficios para la sociedad.

La introduccion de las vacunas COVID-19 en Colombia en el afio 2021, generaria un costo
de productividad ganada de COP 352.489.206.020 (73.435 USD (31)) y un costo medico evitado
de COP 3.598.979.395.818 desde la perspectiva de la sociedad (749.787 USD). E1 ICER obtenido
fue 10,21. El beneficio neto (37) fue de COP 3.246 Billones (676.250 USD).

El andlisis deterministico indicé que las variables que mds afectan el modelo son el por-
centaje de poblacion no sintomatica, porcentaje de mortalidad UCI y el costo de atencion pa-
ciente UCI.

El analisis probabilistico indic6é que el escenario con vacunacion generaria resultados do-
minantes a favor de la vacunacion con costos médicos evitados y costos de pérdida de produc-
tividad evitados en todas las iteraciones evaluadas.
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SUMMARY

Background: Self-nanomicellizing solid dispersion (SNMSD) is a method that integrates the advantages
of solid dispersion with nanomicelles, enhancing the oral bioavailability of poorly water-soluble phar-
maceuticals. This solid drug delivery system, when it comes into contact with GIT fluids, it forms na-
nomicelles. Canagliflozin (CFZ), a sodium-glucose co-transporter inhibitor, has become popular for
managing type 2 diabetes. CFZ faces biopharmaceutical challenges such as poor water solubility, poor
permeation, and susceptibility to P-glycoprotein mediated efflux, posing challenges for its pharmaceu-
tical development. This study aims to compare the in-vivo pharmacokinetic parameters of CFZ in rats
when prepared as SNMSD versus CFZ-suspension. Methods: The SNMSD formula was prepared using
a solvent evaporation method using soluplus as a nanocarrier in a drug-to-carrier ratio of 1:4. The in-
vivo studies were conducted on twelve male Wister rats with an average weight of 230+9.3 g. The rats
were divided into two groups. In Group 1, the rats were orally administered pure CFZ in 0.1% w/v
carboxymethylcellulose 2 mg/mL suspension. In Group 2, the rats were administered the identical dos-
age of the CFZ-SNMSD formula dissolved in water given orally. Results: The pharmacokinetics param-
eters in rats were obtained from plasma concentration/time data of the prepared CFZ-SNMSD formula,
and these parameters were significantly higher (p < 0.05) when compared with CFZ-suspension. Cmax
for the CFZ-SNMSD formula was 4109 ng/ml, and Tmax was 2 hours compared to the CFZ-suspension
Cmax value of 1401 ng/mL and 4 hours. The relative bioavailability of canagliflozin for oral SNMSD cap-
sule to oral suspension was equal to 204.7%. This is due to soluplus® dispersibility, solubilization, and
p-glycoprotein inhibitory effect, overcoming GIT membrane barriers. Conclusions: The utilization of
SNMSD demonstrated great promise as an oral delivery system to enhance the oral bioavailability of
canagliflozin.

Keywords: Self-nanomicellizing; pharmacokinetics; bioavailability; canagliflozin

RESUMEN

Evaluacion de la farmacocinética in vivo de la dispersion solida auto-nanomicelizante de canagli-
flozina en capsulas orales

Antecedentes: La dispersion sdlida auto-nanomicelizante (SNMSD) es un método que combina las ven-
tajas de la dispersion solida con nanomicelas, mejorando la biodisponibilidad oral de farmacos poco
solubles en agua. Este sistema de liberaciéon de medicamentos sélidos forma nanomicelas al entrar en
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contacto con los fluidos del tracto gastrointestinal (GIT). La canagliflozina (CFZ), un inhibidor del co-
transportador de sodio-glucosa, ha ganado popularidad para el tratamiento de la diabetes tipo 2. Sin
embargo, CFZ enfrenta desafios biofarmacéuticos, como baja solubilidad en agua, baja permeacion y
susceptibilidad a la expulsién mediada por la glicoproteina P, lo cual representa un reto para su desa-
rrollo farmacéutico. Este estudio tiene como objetivo comparar los parametros farmacocinéticos in vivo
de CFZ en ratas cuando se prepara como SNMSD en comparacién con una suspension de CFZ. Méto-
dos: La férmula SNMSD se prepar6 mediante un método de evaporacion de solvente utilizando solu-
plus como nanotransportador en una relacion farmaco-transportador de 1:4. Los estudios in vivo se
realizaron en doce ratas Wister machos con un peso promedio de 230 + 9,3 g. Las ratas se dividieron en
dos grupos: en el Grupo 1, las ratas recibieron oralmente CFZ puro en una suspension de 2 mg/mL en
carboximetilcelulosa al 0,1% p/v. En el Grupo 2, las ratas recibieron la misma dosis de la férmula CFZ-
SNMSD disuelta en agua por via oral. Resultados: Los parametros farmacocinéticos en ratas se obtu-
vieron a partir de datos de concentracién plasmatica/tiempo de la formula CFZ-SNMSD, y estos para-
metros fueron significativamente mas altos (p <0,05) en comparacion con la suspension de CFZ. El valor
de Cmax para la formula CFZ-SNMSD fue de 4109 ng/ml, y el Tmax fue de 2 horas en comparacion con
el valor de Cmax de 1401 ng/mL y Tmax de 4 horas de la suspension de CFZ. La biodisponibilidad relativa
de la canagliflozina para la capsula oral de SNMSD en comparacion con la suspension oral fue del
204,7%. Esto se debe a la capacidad de dispersion, solubilizacién y el efecto inhibidor de la glicoproteina
P de Soluplus®, superando las barreras de la membrana del GIT. Conclusiones: El uso de SNMSD de-
mostrd un gran potencial como sistema de liberacion oral para mejorar la biodisponibilidad de la cana-
gliflozina.

Palabras clave: Auto-nanomicelizante; farmacocinética; biodisponibilidad; canagliflozina

RESUMO

Avaliacao farmacocinética in vivo da dispersdo solida autonanomicelizante de canagliflozina como
formas de dosagem de capsulas orais

Contexto: A dispersao sdlida autonanomicelizante (SNMSD) é um método que integra as vantagens da
dispersao solida com nanomicelas, aumentando a biodisponibilidade oral de produtos farmacéuticos
pouco soluveis em agua. Este sistema de administragao de medicamentos sélidos, quando entra em
contato com fluidos do TGI, forma nanomicelas. A canagliflozina (CFZ), um inibidor do cotransporta-
dor de sddio-glicose, tornou-se popular no tratamento do diabetes tipo 2. A CFZ enfrenta desafios bio-
farmacéuticos, como baixa solubilidade em agua, baixa permeagao e suscetibilidade ao efluxo mediado
pela glicoproteina P, o que representa desafios para seu desenvolvimento farmacéutico. Este estudo tem
como objetivo comparar os parametros farmacocinéticos in vivo da CFZ em ratos quando preparada
como SNMSD versus suspensao de CFZ. Métodos: A férmula SNMSD foi preparada usando um mé-
todo de evaporacao de solvente usando Soluplus como nanocarreador em uma proporcao de farmaco
para carreador de 1:4. Os estudos in vivo foram conduzidos em doze ratos Wister machos com peso
médio de 230 + 9,3 g. Os ratos foram divididos em dois grupos. No Grupo 1, os ratos receberam CFZ
puro por via oral em suspensdo de carboximetilcelulose 0,1% p/v 2 mg/mL. No Grupo 2, os ratos rece-
beram a dosagem idéntica da férmula CFZ-SNMSD dissolvida em agua administrada por via oral. Re-
sultados: Os parametros farmacocinéticos em ratos foram obtidos a partir de dados de concentragao
plasmatica/tempo da férmula CFZ-SNMSD preparada, e esses parametros foram significativamente
maiores (p < 0,05) quando comparados com a suspensao CFZ. Cmax para a formula CFZ-SNMSD foi de
4109 ng/ml, e Tmax foi de 2 horas em comparagao com o valor Cmax da suspensao CFZ de 1401 ng/mL e 4
horas. A biodisponibilidade relativa da canagliflozina para capsula oral de SNMSD para suspensao oral
foi igual a 204,7%. Isso se deve a dispersibilidade, solubilizacao e efeito inibitorio da glicoproteina P do
Soluplus®, superando as barreiras da membrana do TGIL. Conclusées: A utilizacao de SNMSD demons-
trou grande promessa como um sistema de administragao oral para aumentar a biodisponibilidade oral
da canagliflozina.

Palavras-chave: Autonanomicelizacdo; farmacocinética; biodisponibilidade; canagliflozina
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1. INTRODUCTION

Self-nanomicellizing solid dispersion combines widely accepted solid dispersions and na-
nomicelles strategies to improve the oral bioavailability of challenging drugs. This novel strat-
egy offers the advantage of solid dispersion and nanotechnology-based approaches as it forms
nanosized micelles upon contact with an aqueous media. It combines an active pharmaceutical
ingredient with a single or multiple amphiphilic block copolymer. It can achieve high dissolu-
tion characteristics of poorly water-soluble compounds by its self-nanomicellizing potency [1,
2].

Canagliflozin (CFZ) is a new orally active sodium-glucose co-transporter (SGLT II) inhib-
itor that diminishes renal tubular glucose reabsorption and is extensively utilized for the man-
agement of type 2 diabetes mellitus (T2DM) via insulin-independent mechanisms [3].

CFZ has an absolute oral bioavailability of about 60-65%, with plasma protein binding of
99%. After a single oral dosage, CFZ terminal half-life was 10.6-13.1 hrs. It is practically insol-
uble in aqueous media with a significant volume of distribution of 119 L [4]

Despite its promising anti-diabetic activity, CFZ faces biopharmaceutical challenges such
as poor water solubility, poor permeation, and susceptibility to P-glycoprotein (P-gp) medi-
ated efflux. These challenges can lead to erratic bioavailability, which poses a significant ob-
stacle to developing a successful oral drug product [5].

Soluplus® is an amphiphilic copolymer utilized to improve the stability and bioavailabil-
ity of hydrophobic substances. It forms a micelle with the drug through interactions between
its hydrophilic and hydrophobic regions [6].

Patil et al. 2023 studied and evaluated in-vitro, in-vivo, and in-silico molecular docking
canagliflozin hemihydrate-loaded bilosomes using the solvent evaporation method. The opti-
mized formulation was tested for in-vitro drug release, in-vivo pharmacokinetic evaluation,
and in-silico molecular docking to determine sodium deoxycholate's ability to lower blood
sugar levels. The optimized CFZ-blossoms showed a 92.60% w/w EE and 177.40 nm vesicle
size, significantly increasing CFZ release compared to CFZ in aqueous dispersion. CFZ-Bilo-
somes increased Cmax by 1.5 times, increased bioavailability by 1.6-fold when formulated as
Bilosomes, and in-silico molecular docking demonstrated hypoglycemic potential when com-
bined with SDC, suggesting potential synergistic treatment for diabetes mellitus [7].

Singh et al. in 2021 focus on optimizing and evaluating a polymeric precipitation inhibitor-
based supersaturable self-microemulsifying drug delivery system for the biopharmaceutical
classification system (BCS) class IV drug CFZ. The selected formula (OSS 1), containing 781.1
mg supersaturable self-microemulsifying drug delivery system (SS SMEDDS) and 2.24% w/w
Poloxamer 188, showed negligible aggregation and physical stability under various stress con-
ditions. The formulation had an elevated solubility rate of CFZ compared to pure CFZ, and its
permeability across different excised regions of the rat intestine was much greater, exhibiting
a higher Cmax and AUC o4s h following oral treatment to Wistar rats. The research indicated
that the considerable absorption of CFZ in SS SMEDDS was due to its affinity for P-glycopro-
tein substrates and considerable lymphatic absorption [8].

This study compares the in-vivo oral bioavailability pharmacokinetic parameters of CFZ
when applied as SNMSD versus CFZ-suspension.

2. METHODS
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2.1. Materials

CFZ was purchased from Wuhan Senwayer Century Chemical. Co. Ltd, China. Soluplus®
from gifted BASF pharma. Dapagliflozin was gifted from Pioneer, Iraq. Ethanol 99 % (HPLC
grade) was purchased from Merck, USA; Acetonitrile-HPLC grade purchased from Biosolve
BV, France; and carboxymethyl cellulose and Magnesium stearate from Glentham, UK. All
other reagents in this research were of analytical grade.

2.2. Preparation of self-nanomicellizing solid dispersion capsules

A solvent evaporation method was selected to prepare CFZ-SNMSD. Briefly, 100 mg of CFZ
and 400 mg of soluplus were dissolved in 10 mL of ethanol using a 100 mL round-bottom flask
in a bath sonicator at 25.0 +0.5 °C. The ethanol was evaporated at 40 °C under reduced pressure
in a rotating evaporator ( Buchi, turkey) revolving at 220 rpm until a thin, dry film formed on
the flask's inner wall. The film was crushed and collected by spatula and screened through an
80-dimension mesh to obtain a solid system named CFZ-SNMSD and stored [9, 10]. Figure 1
shows the preparation method of CFZ-SNMSD using the solvent evaporation method.
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Figure 1. Solvent evaporation method of preparation of CFZ-SNMSD system

For the formulation of capsules, the capsule filler powder was prepared by mixing selected
CFZ-SNMSD formula powder with an excipient. The capsules were prepared using the man-
ual capsule-filling machine (Capsuline, Davie, FL, USA). The compositions of the CFZ - cap-
sules are described in Table 1
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Table 1. Compositions of the CFZ-Capsules Formula

Materials Amounts

Powder equivalent to 100 mg CFZ-SNMSD | 515.5 mg powder of CFZ-SNMSD
Avicel PH102 229.5 mg

Magnesium stearate 5mg

Total weight 750 mg

2.3. Characterization of selected CFZ solid dispersion

2.3.1. Particle size and zeta potential analysis

Amounts of solid dispersion equivalent to 10 mg of CFZ were dispersed in 10 mL of deionized
water and stirred at 300 rpm with a magnetic stirrer for up to one hour, filtered by a 0.45-um
cellulose acetate syringe. The particle size (PS) and polydispersity index (PDI) of the devel-
oped CFZ-loaded nanomicelles were determined using a Malvern Panalytical Ltd Zetasizer.
The electrophoretic mobility of the selected formula was assessed and converted to zeta po-
tential. The zeta potential value indicates the charge on the nanomicelles [11].

2.4. In-vivo pharmacokinetic study

2.4.1. Animals

The in-vivo studies were conducted on male Wister rats (n=12) with an average weight of ap-
proximately 230+9.3 g. Upon procurement, the rats could acclimate for at least one week under
standard room temperature conditions (25 +3 °C). This acclimatization period guarantees that
the rats adjust to their new surroundings before the commencement of the study.

2.4.2. Dose calculation
The dose of CFZ for rats was estimated based on the body weight of the rats and the surface
area ratio. The animal dose can be calculated using equation 1 [12].

Animal dose (f—gg) = human dose (Il]:—gg) x conversion factor ....... Eq. (1)

The correction factor for rats weighing 0.080 - 0.250 kg is 6.17

When a typical rat weighs 230 g, the human weight is 70 kg, and the average human oral dose
of CFZ is 100 mg, converted to mg /kg by dividing it by human weight (70 kg), equal to 1.4285
mg/kg.

The oral dose of rats = 1.428 x6.17

Oral dose of rats = 8.81 mg /kg

The oral dose for each rat =2 mg

2.4.3. Study design

The rats were partitioned into two groups, each including six rats. In Group 1, the rats were
orally administered 8.8 mg/kg of pure CFZ in 0.1% w/v carboxymethylcellulose (CMC) sus-
pension to give 2 mg/mL. In Group 2, the rats were administered the same dose of the CFZ-
capsule dissolved in water to obtain 2 mg/mL, also given orally. Before the administration, the
rats were fasted overnight but had free access to water throughout the study. The formulation
was administered to the rats using a gavage tube. This method of administration ensures pre-
cise dosing of the drugs to the rats. Blood samples were obtained from the retro-orbital venous
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plexus before dosage administration to acquire a baseline measurement (time point zero) and
after administration at different time intervals at 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 24, and 48 hrs, in EDTA
vacuum glass tubes. The plasma was separated by centrifugation in the centrifuge (Hettich,
Germany) at 6000 rpm for 10 min and kept at 25 °C until analysis [13].

2.4.4. HPLC determination of canagliflozin

The Shimadzu HPLC system was used for this study. HPLC system with a UV detector, micro-
volume double plunger pump along 4.6 *150mm C-18 analytical column maintained at room
temperature. HPLC analysis was performed under the following conditions: The mobile phase
consists of HPLC grade of acetonitrile: 0.1% w/v orthophosphoric acid at a ratio of 50:50 %
v/v at ambient temperature. The mobile phase was filtered by a 0.45 um filter before use, and
the injection volume was 20 puL. The mobile phase was kept at a 1.0 mL/min flow rate. The UV
detector was employed to detect the substance at a wavelength of 290 nm, and the running
time was 10 minutes. The column was equilibrated for a minimum of 25 minutes before the
injection of the drug solution, with the mobile phase flowing through the system. The method
was validated using canagliflozin by ICH and FDA criteria regarding specificity/selectivity,
linearity, LOD, LOQ, accuracy, and precision [14].

2.4.5. Sample preparation

A simple liquid-liquid extraction technique was used to extract analyte and IS from plasma.
The plasma samples (stored at 20 °C) were allowed to be thawed before sample preparation.
An aliquot of 200 pL of plasma sample and 20 uL of IS solution (10 pg/mL of dapagliflozin)
was added into the tube and vortex-mixed for 30 seconds, followed by the addition of 2 mL of
acetone into each tube. The vortex mixing was conducted for 1 minute, subsequently followed
by centrifugation at 5000 rpm for 4 minutes. After centrifugation, the organic portion was
transferred to an acrylic tube, evaporated to dryness, and reconstituted with 200 uL of mobile
phase; from this, 20 uL was injected into the HPLC for analysis. The unknown concentration
of CFZ was calculated using the equation obtained from the spiked calibration curve [15].

2.4.6. Pharmacokinetic evaluation
Pharmacokinetic (PK) parameters were evaluated using conventional noncompartmental
methods with the aid of PK solver software. The plasma concentration-time data determined
essential pharmacokinetic parameters, including Cmax, Tmax, t 12, and AUCo-s of CFZ [16].
Relative bioavailability (F) is calculated by equation 2: [17].

AUC standard= dose test

F relative = UC tects dose standard x100 ...l Q(2)

2.4.7. Statistical analysis

The study employed one-way ANOVA to analyze results parameters, identifying statistically
significant differences between groups at p values of P < 0.05 and non-significant at P > 0.05
using Microsoft Excel 2016. The experimental results were presented as the mean samples =+
Sd. The PK parameters, such as Cmax, Tmax, and AUCo4s, underwent statistical examination by
a Student's t-test [18].
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3. RESULTS

3.1. Particle size and zeta potential analysis
In the selected CFZ- solid dispersion formula at a ratio of CFZ: Soluplus® 1:4, which gives PS
of 61.79+1.06 nm with PDI of 0.058+0.002, indicating good formulation stability upon dilution
in GIT. Figure 2 shows the average particle size for the selected CFZ- SNMSD formula. Zeta
potential determined for selected CFZ-solid dispersion. The result indicates a value of -9.4 mV
+0.2 of the Zeta potential d for selected CFZ- SNMSD as shown in Figure 2 which revealed the
intensity and position of the zeta peak for the selected formula.
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Figure 2. Average particle size for selected CFZ- SNMSD formula by Malvern zeta seizer
represents the intensity of particle size and the cumulative data
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3.2. Preparation of CFZ-SNMSD capsules

Hard gelatin capsules of 000 size were used in filling CFZ-capsule since they are the most
suitable size for the contents of dose encapsulation, according to calculation, depending on the
tapped density of the blending power for capsules obtained.

3.3. Validation of the HPLC method

The plasma sample demonstrated symmetric peaks with retention times of about 4.79 min for
CFZ and 2.92 min for dapagliflozin (IS), as illustrated in Figures 3A and B, respectively. In
contrast, Figure 3C is HPLC Chromatograms of CFZ in plasma spiked with IS (dapagliflozin).
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Figure 3. HPLC Chromatograms HPLC of A- canagliflozin in the mobile phase B- plasma
spiked with IS (dapagliflozin) C- canagliflozin in plasma spiked with IS (dapagliflozin)
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Figure 4 displays the calibration curves of CFZ by the HPLC method, obtained by plotting the
ratio of the peak area of the canagliflozin to the area of IS (dapagliflozin) against CFZ concen-
tration. These curves exhibit a straight line and a high correlation coefficient of 0.9999; the
regression equation was (Y= 0.1046X+0.0072).

LOD of canagliflozin = 3.3 X 0.002625/0.1046 = 0.0828 ug/mL

LOQ of canagliflozin = 10 X 0.002625/0.1046 = 0.25 pug/mL

y =0.1046x + 0.0072
R? = 0.9999
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Figure 4. Calibration curve of spiked plasma with canagliflozin and dapagliflozin as internal
standard

3.4. Determination of pharmacokinetic parameters

The in-vivo pharmacokinetics parameters of the selected CFZ-SNMSD formula were con-
ducted after oral administration in rats and compared with the oral suspension of the pure
drug. Figure 5 shows oral CFZ suspension's mean plasma concentration-time profiles versus
the CFZ -SNMSD oral capsule formula. The pharmacokinetic parameters of the oral CFZ-sus-
pension and selected CFZ-SNMSD formula were also presented in Table 2.
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Figure 5. Plasma concentration of CFZ-SNMSD capsules versus CFZ-suspension

Table 2: Pharmacokinetics Parameters of CFZ-SNMSD Formula versus CFZ-Suspension in
rats

Parameter Unit CFZ suspension CFZ - SNMSD
Crmax ng/mL 1401 4109
Tmax hr 4 2
AUC 0-48 ng/mLxhr | 19758.75 40440.75
Estimated ti2 hr 11.28 11.44

4. DISCUSSION

In the selected CFZ- solid dispersion formula at a ratio of CFZ: Soluplus® 1:4, the results show
better results in terms of PS and PDI due to the low CMC of Soluplus®. The CMC is an essen-
tial parameter influencing the stability of the nanomicelles in vitro and in vivo. Soluplus® is a
hydrophilic graft copolymer that can quickly form colloidal micelles with excellent solubiliza-
tion ability and stability due to its low value of CMC (0.0076 mg/mL). The low CMC value
ensures the CFZ self-nanomicellizing formula has high stability upon extreme dilution in GIT
[19].
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Optimized CFZ-SNMSD containing soluplus® formulation showed a slightly negative surface
charge; since pure Soluplus® micelles themselves reported have a slightly negative surface
charge, the absence of charge in this parameter upon loading CFZ would imply their complete
allocation within the core of the nanomicelles and not on their surface [20].

Good micrometric properties of the particles are obtained for the CFZ- capsules blend
powder, which may be due to the physical properties of the diluent. Avicel®PH102 is micro-
crystalline cellulose that possesses good flow properties [21].

The specificity of the HPLC method was verified by examining the chromatogram of
blank rat plasma spiked with the CFZ, plasma spiked with the internal standard (IS) (dapagli-
flozin), and plasma spiked with CFZ and IS (dapagliflozin). No interference was observed at
the retention time of the canagliflozin peak, confirming the method's specificity for accurately
quantifying CFZ in the presence of other components in the plasma samples. Dapagliflozin
was chosen as an internal standard due to its chemical structure similar to that of CFZ, its
consistent behavioral characteristics, and its physical and chemical properties, which align
with the chemical requirement for HPLC. Its commercial availability and high purity ensure
stability and avoid reactions with samples or mobile phases. While studying linear regression
analysis shows a linear relationship between peak areas and concentrations of CFZ in the
range of 0.1-15 ug/mL. The respective linear equation gives a high correlation coefficient
(0.9999). The study determined the LOD of CFZ was 0.0828 ug/mL, and the LOQ of CFZ was
0.25 pg/mL. The LOD and LOQ represent the lowest concentrations that yield a signal-to-noise
ratio of at least 3:1 and 10:1, respectively.

The Cmax of CFZ is (1401+ 5.7 ng/mL), and (4109+0.11 ng/mL) in oral suspension and oral
SNMSD capsule formula, respectively. The low Cmax of CFZ suspension indicates poor deliv-
ery of the pure drug from the oral route, while the Cmax of CFZ-SNMSD was much higher. In
other words, the Cmax of CFZ- SNMSD capsule was significantly (p <0.05) superior over oral
CFZ suspension. In addition, the Tmax value of CFZ- SNMSD was significantly less than that of
oral CFZ suspension; this may be attributed to the higher and rapid absorption of the SNMSD.
Furthermore, AUC o4s value of CFZ- SNMSD oral capsules was estimated to be (40440.75+21.2
ng/ml*h) which was significant (p < 0.05) compared to AUCo4s values of CFZ suspension
(19758.75 +12.3 ng /ml*h). The relative bioavailability (F) of canagliflozin (AUCo4soral SNMSD
capsule / AUCo4soral suspension) was equal to 204.7%. A high Cmax and a low Tmax in the CFZ-
SNMSD capsule indicated an enhancement in the bioavailability of the CFZ [22].

The results obtained in our study are higher in terms of pharmacokinetic parameters than
that obtained by Patil et al. (2023) who conducted a study on CFZ-loaded bilosomes, prepared
by solvent-evaporation method in which the optimized formula showed a 1.5-fold increase in
Cmax and 1.6-fold increase in relative bioavailability when formulated as bilosomes compare to
the pure drug [7].

The reasons for increased CFZ bioavailability in the SNMSD formula compared to pure
drugs in suspension are due to solubility enhancement by the presence of soluplus, which
increased the solubility of CFZ in water. The permeability and solubility of CFZ are enhanced
by soluplus due to nanomicelles formation, leading to increased drug absorption. Also, solup-
lus inhibits CFZ precipitation and crystallization, keeping drug supersaturation in the GIT.
Additionally, it improves drug wettability and stability, which is vital for improving drug dis-
solution and absorption [23, 24].

The study found that nanomicelle formulation significantly enhances intestinal permea-
tion by presenting CFZ in a solubilized form at its absorption sites, compared to the crystalline
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state of a pure CFZ. The nanomicelles provide a large surface area for penetration, and na-
nosized particles can internalize cells through the endocytosis pathway [25].

Soluplus® is commonly studied for its solubilizing properties and ability to improve the
bioavailability of drugs with poor aqueous solubility. There have been several studies that
explore the use of Soluplus® as a nanocarrier to enhance the bioavailability of poorly soluble
drugs, including canagliflozin, and that investigate its potential effect on P-glycoprotein (P-
gp) inhibition. One study that supports the claim of solubilization and P-gp inhibition by
Rehman et al. (2017) examined the role of Soluplus® in the inhibition of P-gp activity. They
found that Soluplus® reduced the efflux of certain drugs mediated by P-gp, which could po-
tentially increase drug (Darunavir) absorption and bioavailability. This was assessed by
transport studies across Caco-2 cell monolayers, which are commonly used as a model for
intestinal absorption [26].

Another study by Jassem & Abd (2024) explored the development of nanodispersion for-
mulations of canagliflozin, using surfactants like poloxamers and Soluplus®. They found that
formulations with Soluplus® had a significantly enhanced dissolution rate and bioavailability
compared to the free drug [27].

5. CONCLUSIONS

The study concludes that the subsequent in-vivo pharmacokinetic study (Cmax, Tmax, and AUC
048) indicated valuable improvement in the oral bioavailability parameters of CFZ-SNMSD oral
capsules in rats as compared with pure CFZ in 0.1% w/v carboxymethylcellulose suspension.
This study was a suitable strategy for enhancing canagliflozin's dissolution and oral bioavail-
ability.
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RESUMEN

Objetivo: Disefiar una crema a partir de un extracto hidroalcoholico de la cascara de Nephelium lappa-
ceum L (achotillo) para fines cosméticos. Métodos: Se evalud la calidad de la droga cruda y del extracto
hidroalcohdlico al 80 % de cascaras de achotillo, determinando su actividad antioxidante mediante el
ensayo DPPH. En el disefio de la crema se utilizé un disefio de mezcla con restricciones, con cera auto-
emulsionable, alcohol cetilico y agua como factores, y pH y extensibilidad (24 y 72 horas) como variables
respuesta. Se realizé una evaluacion sensorial de las formulaciones 6ptimas (100 % deseabilidad) me-
diante encuestas a 50 estudiantes universitarios. E1 Analisis de Correspondencia Multiple se utilizé para
explorar relaciones entre variables significativas. Preliminarmente, se evalu6 la estabilidad de la formu-
lacién 13 bajo condiciones de estrés térmico y centrifugacion. El analisis microbioldgico sigui6 la norma
INEN 2867:2015 para productos cosméticos. Resultados: La droga cruda y el extracto presentaron va-
lores comparables a estudios previos, y la actividad antioxidante por DPPH fue de 9,0603 mg/g TEAC.
Los datos de extensibilidad se ajustaron a modelos cuadraticos significativos (p<0,05) con un R? de
0,7829. La evaluacion sensorial identifico a la formulaciéon 13 como la mas aceptada, la cual mostr6 un
pH 5,10, viscosidad y extensibilidad adecuadas. Las pruebas de estabilidad fisica preliminares arrojaron
resultados favorables y las formulaciones no mostraron crecimiento bacteriano o fungico. Conclusio-
nes: Se disenié un nuevo producto fitocosmético con extracto de Nephelium lappaceum L., utilizando di-
sefio experimental para optimizar componentes. La formulacion 13 destacé por su alta aceptacion sen-
sorial.

Palabras clave: Nephelium lappaceum L (achotillo); crema fitocosmética; disefio D-optimal; evaluacién
sensorial.

SUMMARY

Design of a phytocosmetic cream from Nephelium lappaceum L. peel extract applying a mixture de-
sign
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Diseno de una crema fitocosmética a partir del extracto de cascara de Nephelium lappaceum L.

Objective: To design a cream using a hydroalcoholic extract from the peel of Nephelium lappaceum L
(rambutan) for cosmetic purposes. Methods: The quality of the raw material and the 80% hydroalco-
holic extract of rambutan peel was evaluated, and antioxidant activity was determined using the DPPH
assay. A constrained mixture design was employed for the cream formulation, with self-emulsifying
wayx, cetyl alcohol, and water as factors, and pH and spreadability (measured at 24 and 72 hours) as
response variables. Sensory evaluation of the optimal formulations (100% desirability) was conducted
via surveys with 50 university students. Multiple Correspondence Analysis was applied to explore re-
lationships between significant variables. Preliminary stability of formulation 13 was assessed under
thermal stress and centrifugation conditions. Microbiological analysis was performed in accordance
with the INEN 2867:2015 standard for cosmetic products. Results: The raw material and extract demon-
strated values consistent with previous studies, with antioxidant activity measured at 9.0603 mg/g
TEAC by DPPH. Spreadability data fit significant quadratic models (p<0.05) with an R2 of 0.7829. Sen-
sory evaluation identified formulation 13 as the most preferred, exhibiting a pH of 5.10, and appropriate
viscosity and spreadability. Preliminary physical stability tests yielded favorable results, with no bacte-
rial or fungal growth detected in the formulations. Conclusions: A novel phytocosmetic cream incor-
porating Nephelium lappaceum L. extract was successfully developed using experimental design tech-
niques to optimize component ratios. Formulation 13 stood out for its high sensory acceptance.

Keywords: Nephelium lappaceum L (achotillo); phytocosmetic cream; D-optimal design; sensory evalua-
tion.

RESUMO

Desenvolvimento de um creme fitocosmético a partir do extrato da casca de Nephelium lappaceum
L. aplicando um design de mistura.

Objetivo: Desenvolver um creme a partir de um extrato hidroalcodlico da casca de Nephelium lappaceum
L. (achotillo) para fins cosméticos. Métodos: Avaliou-se a qualidade da droga crua e do extrato
hidroalcodlico a 80% das cascas de achotillo, determinando sua atividade antioxidante por DPPH. No
desenvolvimento do creme, utilizou-se um design de mistura com restrigdes, com cera
autoemulsionante, alcool cetoestearilico e 4gua como fatores, e pH e extensibilidade (24 e 72 horas) como
varidveis resposta. A avaliacdo sensorial das formulagdes 6timas (100% de desejabilidade) foi realizada
por meio de questiondrios aplicados a 50 estudantes universitarios. A Andlise de Correspondéncia
Multipla foi utilizada para explorar relagdes entre varidveis significativas. Preliminarmente, avaliou-se
a estabilidade da formulagdo 13 em condigdes de estresse térmico e centrifugagdo. A analise
microbioldgica seguiu a norma INEN 2867:2015 para produtos cosméticos. Resultados: A droga crua e
o extrato apresentaram valores comparaveis a estudos anteriores, e a atividade antioxidante por DPPH
foi de 9,0603 mg/g TEAC. Os dados de extensibilidade ajustaram-se a modelos quadraticos
significativos (p<0,05) com um R? de 0,7829. A avaliagao sensorial identificou a formulacdo 13 como a
mais aceita, com pH de 5,10, viscosidade e extensibilidade adequadas. Os testes preliminares de
estabilidade fisica apresentaram resultados favoraveis e as formulagdes nao mostraram crescimento
bacteriano ou fingico. Conclusdes: Foi desenvolvido um novo produto fitocosmético com extrato de
Nephelium lappaceum L., utilizando design experimental para otimizar os componentes. A formulacao
13 destacou-se por sua alta aceitagao sensorial.

Palavras-chave: Nephelium lappaceum L. (achotillo); creme fitocosmético; design D-Optimal; avaliacdo
sensorial.
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1. INTRODUCCION

En el campo de la cosmética, la busqueda de ingredientes naturales y sostenibles ha cobrado
un interés creciente debido a la preferencia de los consumidores por productos mas seguros y
ambientalmente responsables. A pesar de este interés, el desarrollo de formulaciones cosméti-
cas utilizando componentes naturales presenta desafios significativos. En este contexto, el uso
de subproductos agroindustriales como las cascaras de frutas ofrece una doble ventaja: la va-
lorizacidon de desechos y la incorporacion de ingredientes bioactivos con potenciales beneficios
para la piel [1, 2].

Nephelium lappaceum L., conocido cominmente como rambutan o achotillo en Ecuador, es
un fruto de la familia Sapindaceae, originario del sudeste asiatico. Este fruto, de forma ova-
lada, se distingue por su cascara cubierta de pelos y sus colores llamativos, que varian entre
rojo, amarillo y naranja, haciéndolo facilmente reconocible por su apariencia exotica y atractiva
[3]. Su pulpa, de sabor refrescante, se consume fresca, enlatada o procesada, mientras que los
residuos, como las semillas y cdscaras, son generalmente desechados a gran escala. Sin em-
bargo, investigaciones recientes han revelado que la cascara del achotillo, que normalmente se
considera un desecho, contiene metabolitos de gran interés como acido elagico, corilagina, ge-
raniina, (3-caroteno y vitamina C, los cuales poseen propiedades antimicrobianas, antioxidan-
tes, antiobesogénicas y antidiabéticas [4]. Estos compuestos son capaces de neutralizar los ra-
dicales libres, protegiendo asi la piel contra el dafo oxidativo debido a su elevada actividad
antioxidante. Ademas, la presencia de compuestos fendlicos y cumarinas en la cascara la con-
vierte en un ingrediente valioso para aplicaciones en las industrias nutracéutica, farmacéutica,
fitocosmética y alimentaria [5]

Considerando el impacto en la salud publica y la posibilidad de aprovechar los desechos
del procesamiento de frutas, el objetivo de este trabajo es disefiar una crema a partir de un
extracto hidroalcohdlico de la cascara de Nephelium lappaceum L (achotillo) para fines cosméti-
COs.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Recoleccion, seleccion y procesamiento del material vegetal

Los frutos de achotillo de la variedad amarga/acida fueron recolectados en marzo de 2023 en
la hacienda “Voluntad de Dios” via a canalito km 7,5 en la Ciudad de Quevedo — Los Rios —
Ecuador (1°1'49” Sy 79°24'48” E). Se seleccionaron plantas adultas en estado de floracion-
fructificacion, de aproximadamente 15 a 25 m de altura. El cédigo de identificacion asignado
fue GUAY-13.114 (Herbario de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de Gua-
yaquil).

Alos frutos se le realizé un analisis macromorfoldgico y morfométrico considerando: mor-
fologia, tamarfio, olor, color y textura de los drganos vegetales [6]. Se seleccionaron 100 frutos
frescos al azar y se midi6 la longitud y el ancho de la cascara del achotillo utilizando un cali-
brador Vernier INCCO.

Los exocarpios (cascara) de achotillo en buen estado se pelaron, se lavaron con agua po-
table para eliminar la pulpa y luego con agua destilada. Posteriormente, las cdscaras se secaron
en una estufa de recirculacion de aire (Memmert Basic UNB 400) a una temperatura de 50 °C
hasta alcanzar peso constante. Las muestras se trituraron en un molino de cuchilla Pulvex
hasta alcanzar un tamafio de particula de 2 mm. Finalmente, se almacenaron en frascos de
vidrio &mbar a temperatura ambiente.
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2.2. Control de calidad de la droga cruda
Todos los ensayos se efectuaron por triplicado siguiendo la metodologia establecida por la
USP 43-NF 38 [7] y OMS [8]

En el analisis granulométrico se utilizaron 50 g de droga cruda, los cuales, se colocaron en
la parte superior del equipo tamizador de la marca WS-Tyler Mentor OH Model RX-99. La
bateria de tamices utilizada fue: 0,125; 0,150; 0,250; 0,425 y 1,18 mm, con una frecuencia de
vibracion 7 Hz, durante 5 minutos [9]. Luego se pesoé el contenido de sélidos retenido en cada
tamiz en la balanza analitica Pioneer Ohaus.

La humedad se determind en la balanza termogravimétrica OHAUS de la serie MB 90/120,
donde se peso 2 g de droga cruda (desviacion de 0,5 mg) y se ajustd la temperatura a 105 °Cy
el tiempo de secado 5 minutos.

Las cenizas totales se evaluaron en una mufla modelo Navertherm L-150KICN. Las pesa-
das se realizaron en balanza analitica marca Radwag (serie AS 310.R2).

En la determinacion de sustancias solubles se sigui¢ la metodologia descrita por Miranda
y Cuellar (2000) y Valdez-Lopez et al. (2022) [10]. El experimento se realizé con 2,5 gramos de
droga cruda, utilizando mezclas hidroalcohdlicas al 50 % y 80 %, y agua destilada como disol-
vente. Las muestras se agitaron durante seis horas con un equipo Erweka y luego se filtraron.
Cada extracto se desecd en una estufa Memmert a 105 °C por tres horas. Finalmente, las mues-
tras se enfriaron en un desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente y se pesaron.

2.3. Obtencion y control de calidad del extracto hidroalcohdlico 80 % de N.

lappaceum L

El extracto se obtuvo por maceracion, utilizando una mezcla hidroalcoholica al 80 %, siguiendo
la metodologia descrita por Valdez-Lopez et al. (2022) [10]. Las condiciones del proceso fueron
durante 7 dias, con agitacion a 10 Hz (agitador magnético Cimarec — Barnstead / Thermolyne)
y temperatura constante de 30 + 2 °C. El extracto obtenido se conservé a temperatura ambiente
y protegido de la luz.

El control de calidad del extracto se llevo a cabo por triplicado, siguiendo la metodologia
descrita en la norma NRSP 312 [11] y por Miranda y Cuellar (2000) [6], evaluando las propie-
dades organolépticas, densidad relativa, pH, indice de refraccion-grados brix y solidos totales.

El andlisis de la densidad relativa se llevd a cabo por picnometria y se emple6 una balanza
analitica Pioneer Ohaus de la serie PX224. El pH se determin6 con un pH-metro digital de
marca Bante, previa calibracion y ajuste con soluciones buffer (Fisher Scientific, USA, Lote
190071). El indice de refraccion y grado brix se determiné utilizando un refractometro de la
marca Anton Parr. En los sélidos totales, se transfirieron 5 mL de muestra a una capsula de
porcelana seca y tarada, se evaporaron en bafio maria y se secaron a 105 + 2 °C durante 3 horas.
Tras enfriar en una desecadora, se pesaron las muestras. El secado se repitié por 60 minutos
hasta obtener una masa constante.

2.4. Capacidad antioxidante por DPPH (2,2-difenil-1-picril hidracilo)

La actividad de secuestro de radicales libres del extracto hidroalcoholico 80 % (N. lappaceum
L.) se determind siguiendo la metodologia descrita por Brand-Williams et al. en 1995 [12], con
algunas modificaciones. Se afiadieron 10 mL de solucion etandlica, 200 uL de extracto hidroal-
cohdlico y 3.8 mL de DPPH (0,1 mM) de Aldrich Co, St Louis, USA, manteniendo la mezcla a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 minutos. La absorbancia se midié a 517 nm
con un espectrofotémetro (UV-Visible Evolution 201 Thermo Scientific, USA) en microceldas
de 2 mL, usando metanol como blanco. El procedimiento se repiti6 tres veces, expresando el
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resultado como capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC) de Aldrich® (St. Louis,
MO, USA) por gramo. El porcentaje de inhibicion del DPPH (% DPPH) se calcul6 con la for-
mula: % de inhibicién = (Abs control — Abs muestra/Abs control) x 100.

2.5. Diseno de la crema fitocosmética a partir de extracto hidroalcohélico
(achotillo)

La seleccion de los componentes de la crema se basd en formulaciones tipicas de emulsiones
O/W descrita en la literatura [13, 14]. Se establecié un 5 % del extracto de achotillo, porcentaje
en correspondencia con los resultados de la evaluacion de la actividad antioxidante y por Thi-
tilertdecha et al. (2020) [5]. Los componentes de las formulaciones y excipientes, fueron de ca-
lidad farmacéutica y se seleccionaron de acuerdo al tipo de preparacion: cera autoemulsiona-
ble (polawax NE/MP-COSMETP-OL 0096); alcohol cetilico (MP-TECPOL 0020), aceite mineral
(MP-ALIMLIQ 0007); &cido hialurénico 1%; benzoato de sodio (MP-ALIMPOL 0091) y aceite
esencial de naranja (NSOC75826-16CO) todos del Laboratorio Cevallos S.A. de la ciudad de
Guayaquil.

Para optimizar la formulacion en funcion de su consistencia, se aplico un disefio experi-
mental de mezclas con restricciones de tres componentes: cera autoemulsionable proporcion
3 — 6 %, alcohol cetilico 2-5 % y agua desionizada 69,57 — 74,60 %. Las variables respuesta
fueron pH y extensibilidad. Se elaboraron en total 15 experimentos (Tabla 1), siete para estimar
el modelo, tres para pérdida de ajuste y cinco restantes de réplicas. El estudio se realiz6 con
ayuda del software Design-Expert version 12 de 2019 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, USA) [15].
Los modelos matematicos de cada variable respuesta fueron seleccionados de acuerdo con las
comparaciones de significacion, pérdida de ajuste, precision adeq, coeficientes de determina-
cion R2. Estos ensayos tuvieron en cuenta las caracteristicas y restricciones de los componentes
y las formulaciones fueron preparadas en orden aleatorio como lo indicé el software. Se ela-
boraron a escala de laboratorio 200 g de cada una.

Tabla 1. Disefio experimental de mezclas D-optimal de la crema fitocosmética O/W de Nephelium lappa-
ceum L (achotillo). Extensibilidad y pH (24 — 72 horas).

Ne A (%) B (%) C (%) pH Ext (mm) | pH Ext (mm)
Cera autoemulsionable | Alcohol cetilico | Agua purificada |24h |24 h 72h |72h
1 |583 3,00 70,77 480 31,32 4,75 130,67
2 |6,00 3,98 69,61 459 31,84 4,55 30,51
3 3,00 3,34 73,25 497 32,33 495 30,50
4 397 4,96 70,67 480 22,32 480 20,82
5 |5,03 5,00 69,57 4,74 | 24,17 4,70 |23,02
6 |503 5,00 69,57 5,09 21,50 507 20,54
7 16,00 3,98 69,61 4,80 21,22 4,84 19,50
8 4,27 3,26 72,07 4,72 22,11 4,75 119,38
9 4,27 3,26 72,07 4,76 23,78 4,77 120,70
10 | 4,27 3,26 72,07 504 22,48 509 21,92
11 (4,50 3,50 71,06 4,73 23,26 4,73 121,93
12 (5,67 2,00 71,92 495 (22,75 500 20,55
13 (4,28 2,00 73,32 5,08 23,55 512  |21,36
14 | 3,00 4,70 71,90 495 32,74 499 |30,48
15 | 3,00 2,00 74,60 503 34,35 500 32,69

Leyenda: A-B-C: componentes de la formulacion y Ext: extensibilidad.
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En la elaboracién de las cremas, se partié de mezclar los componentes de la fase acuosa (A):
agua purificada y benzoato de sodio. A parte, se preparo la fase oleosa (B): aceite mineral, cera
autoemulsionante, alcohol cetilico, la cual se calent6 hasta 70-75 °C y se agrego el acido hialu-
ronico hasta lograr una mezcla homogénea. Luego se transfirio la fase A, a la fase B con agita-
cion continua. Al disminuir la temperatura, se agrego el extracto hidroalcohdlico de achotillo
y la esencia de menta mezclando a alta velocidad durante unos minutos hasta obtener una
emulsion homogénea. Las cremas se envasaron en tarros de polipropileno y almacenaron en
un lugar fresco y seco.

2.6. Evaluacion de los parametros fisicos y quimicos de la crema
En la evaluacion de las formulaciones se tomé en cuenta el color, olor, consistencia, apariencia,
pH y extensibilidad.

En la determinacion del pH, se pesaron 0,5 g de crema y se disolvieron en 50 mL de agua
destilada, luego de estar completamente mezclado, se llevo al pH-metro digital Bante 920.
También se evaluo el drea de extensibilidad, colocando como base un papel milimetrado, tra-
zado con las coordenadas, que sirvieron como guia para determinar el drea de extensibilidad.
Posteriormente, se ubicd encima una placa de vidrio y en el centro se colocaron 2 g de cada
formulacion. Por ultimo, se coloco cuidadosamente otra placa de vidrio de aproximadamente
380 g de peso. A los 5 minutos se midid con el calibrador de Vernier los didmetros de la elipse
formada, siguiendo las coordenadas (4 direcciones). Todos los ensayos se realizaron por tripli-
cado a una temperatura de 30 + 2 °C y humedad relativa de 70 £ 5 %.

2.7. Optimizacion del disefio D-Optimal

En la optimizacion de las formulaciones se utilizé un procedimiento numérico del DX-11y se
asigno como criterios un pH entre 5 - 7 y la extensibilidad como objetivo 30,5 cm? con un ma-
ximo grado de importancia.

2.8. Evaluacion sensorial de las formulaciones seleccionadas

Se realiz¢ la evaluacion sensorial con las formulaciones 8 y 13 mediante encuestas a 50 estu-
diantes de los semestres de noveno y décimo de la carrera de Bioquimica y Farmacia de la
Universidad Técnica de Machala. Se aplicd una cantidad especifica de las cremas seleccionadas
en la parte frontal del antebrazo de los participantes. Se evaluaron diferentes criterios, efectos
percibidos y atributos de las cremas tal como: olor (muy agradable, agradable, desagradable,
muy desagradable), textura (ligera, cremosa, espesa, untuosa), absorcion (rapida, lenta, deja
sensacion grasa, se absorbe completamente), sensacion en la piel después de usar la crema
(hidratada, suave, tersa, pegajosa, irritada), clasificacion de la hidratacién y la suavidad (1-5),
preferencia entre las dos formulaciones y recomendarias algunas de las cremas a otro. Igual se
considerd el género de los participantes, su tipo de piel y la frecuencia de uso de cremas cos-
méticas.

2.9. Escalado a nivel de planta piloto de la formulacion 13
Se elaboraron tres lotes de 500 g de la formulacion 13 donde se volvid a considerar parametros
de control de calidad tales como propiedades organolépticas, pH, extensibilidad y viscosidad.
Todos los pardmetros se evaluaron por triplicado.

La viscosidad de la crema se evalu¢ utilizando un viscosimetro Fungilab con serie ONEL
100220 a una temperatura constante de 25 °C. Se empled un husillo (spindle) de tipo L3 y se
establecio una velocidad de rotaciéon de 20 rpm. Cada muestra utilizada en las pruebas tenia
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un volumen de 250 mL. La medicion de este parametro se llevd a cabo 24 horas después de la
elaboracion de la crema inicial.

2.10. Evaluacion preliminar de la estabilidad de la formulacion 13
Ensayo de centrifugacion: Se realizo a tiempo cero y a los tres dias de su elaboracion. La cen-
trifuga utilizada fue el modelo LW Scientific Model E8 donde se colocd 5 g de muestra en el
tubo de ensayo y se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos a una temperatura de 40 °C.
Test de ciclo stress congelacion — descongelacion: se exponen las cremas a cambios de
temperatura controlada durante un periodo de 24 horas en el equipo de refrigeracion de la
marca Indurama modelo Frost free ERTT44. Durante este experimento, las muestras fueron
sometidas a temperaturas extremas, comenzando desde -5°C durante el primer dia y alcan-
zando 30 °C en el segundo dia, manteniéndose en cada temperatura un dia completo.

2.11. Control microbioldgico

En el andlisis microbiologico de la formulacidn 13 se siguié la norma INEN 2867 de 2015 [16]
para productos cosméticos. Segtin esta norma, se establecieron los limites permitidos para el
analisis microbiologico evaluando la presencia de microorganismos aerobios mesdfilos totales
durante 24 y 72 horas, hongos y levaduras, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus'y Es-
cherichia coli, (no estén presentes)

2.12. Analisis de datos

Todos los datos fueron procesados en el software estadistico Jamovi version 2.4.8.0. Las varia-
bles cuantitativas se expresaron como media/desviacion estandar, y las variables cualitativas,
en porcentaje y frecuencia. Se realizaron comparaciones mediante la prueba t de student, pre-
vio se verifico el cumplimiento de la distribucion normal mediante la prueba Shapiro Will.
Para buscar asociacion significativa entre algunos parametros en la evaluacion sensorial se
aplicé la prueba chi cuadrado y el Andlisis Multivariado de Correspondencia Multiple (ACM).
El ACM se baso en los resultados que mostraron relacion significativa al realizar el chi- cua-
drado. En todos los analisis se considerd un nivel de significaciéon a=0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la evaluacién macromorfoldgico del fruto de Achotillo (N. lappaceum L.), las cascaras pre-
sentaron un aspecto particular y distintivo, cubiertas de espinas suaves y flexibles que se dis-
tribuyen de manera uniforme en toda la superficie, con tonalidades entre rojizas y amarillen-
tas. Al remover la cascara, se revela la pulpa jugosa y transltcida con una textura suave con
sabor dulce - ligeramente acida. En el centro del fruto se encontré una semilla grande y bri-
llante, de forma ovalada. En el andlisis morfométrico se presentaron dimensiones similares al
estudio realizado por Valdez-Ldpez et al. (2022) [10], con una longitud de 34,73/0,34 cm y un
ancho de 27,93/0.32 (Tabla 2).
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Tabla 2. Medidas de los frutos de N. Lappaceum L., (n=100).
Fruto X /DS
Nephelium lappaceum L. Longitud (cm) Ancho (cm)

34,73 /0,34 27,93 /0,32

3.1. Parametros fisicoquimicos de la droga cruda de Nephelium lappaceum L
En el control de calidad de la droga cruda de las cascaras de achotillo, el analisis granulomé-
trico mostro un mayor porcentaje de solidos retenidos en los tamices de diametro 0,425y 1,18
mm con 53,18 %. Un tamafo de particula pequefio mejora la eficiencia de extraccion, lo que
conduce a un mayor contenido de sdlidos totales. El tamafio de particula promedio calculado
fue de 0,54/0,01 mm, cercano al 0,5 mm recomendado por Valdez-Lépez et al. (2022) [10],
donde se evalud las variables que influyen en el proceso extractivo del achotillo, mediante un
disefio factorial fraccionado 5% En la tabla 3 se exponen algunos de los parametros que fueron
evaluados en la droga cruda de N. lappaceum L.

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos de la droga cruda de N. lappaceum L. (n=3)

Parametros Resultados X / DS
Tamano de particula (mm) 0,54 /0,01
Humedad residual (%) 4,77 /0,36
Sustancias solubles (%)

e Sustancias solubles agua 33,05/ 0,04

e Sustancias solubles en etanol 50 % 29,59 /0,01

e Sustancias solubles en etanol 80 % 64,52 /0,02
Cenizas totales % 2,84 /0,02

Leyenda: X / DS: media / desviacion estandar

El método de secado del material vegetal se realiz6 siguiendo los criterios establecidos por
Valdez-Lépez et al. (2022) [10], que demostrd que un secado a 50 °C en una estufa de recircu-
lacion de aire era efectivo para deshidratar el material vegetal de Nephelium lappaceum L., (cas-
caras). Seguin Tsong et al. (2021) [4] y OMS (2011) [8], la humedad residual de un material
vegetal es de 8 % a 14 % como maximo. El promedio estuvo debajo del valor maximo, indi-
cando que el proceso de secado de las cascaras de achotillo fue eficiente. Los resultados del
estudio del contenido de sustancias solubles indican, que el menor poder extractivo se obtuvo
con agua y etanol a 50 %. Por otro lado, la mezcla hidroalcohdlica al 80 % fue la de mayor
poder extractivo [10, 17]. El andlisis de cenizas totales proporciona informacion sobre la pre-
sencia de impurezas inorganicas como carbonatos, oxalatos y silicatos, segiin Karole et al.
(2018) [18]. En el caso de las cenizas totales, se encontraron por debajo del limite maximo 5 %
establecido por la European Farmacopeia [19, 20], dando como resultado 2,84 + 0,02 %. Estos
hallazgos concuerdan con estudios anteriores [10]. Finalmente, es importante destacar que este
resultado sugiere que la cascara del Nephelium lappaceum L., analizada presenta calidad y la
idoneidad de esta droga vegetal.
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3.2. Parametros fisicoquimicos del extracto hidroalcohélico

Se llevé a cabo un estudio comparativo del extracto hidroalcohdlico al 80 % en relacion con un
estudio realizado por Valdez-Lopez et al. (2022) [10] analizando varios parametros fisicoqui-
micos, incluyendo propiedades organolépticas, pH, densidad relativa, indice de refraccion,
grados brix y solidos totales, como se observa en la tabla 4.

Tabla 4. Parametros fisicoquimicos del extracto de N. lappaceum L. (n=3)

Resultados X / DS
Parametros 5
Extr. Hidroalcohdlico 80% [\1]5]1 dez Lopez et al. (2022)
Propiedades organolépticas Liquido de color ambar oscuro y olor caracteristico
pH 3,94 /0,02 3,94 /0,01
Densidad relativa (g/mL) 0,89/0,03 0,89/ 0,02
Indice de refraccién 1,3520 /0,001 1,36 /0,001
Grados brix (%) 12,72 /0,05 -
Sélidos totales (%) 8,05/ 0,35 8,53/0,16
DPPH (TEAC mg/g) 9,0603 /0.0109 -

Leyenda: X / DS: media / desviacion estandar, Extr: Extracto y TAEC: capacidad antioxidante
equivalente a trolox.

En términos de propiedades organolépticas, se menciona que el extracto tiene un color &mbar
oscuro y un olor caracteristico. En los parametros fisicoquimicos, se observa que el pH del
extracto es acido, lo cual, puede explicarse por la presencia de compuestos polifendlicos (aci-
dos: galico, cafeico, cumarico, siringico y elagico), taninos flavonoides y saponinas. Segtin Bhat
(2020) [21], la acidez en preparaciones de extractos puede estar relacionada con la presencia
de estos compuestos.

En relacion con el indice de refraccion, los grados brix y la densidad relativa, se reportaron
valores dentro de los rangos adecuado [22]. Mediante la prueba t de student con un nivel de
significacion del a=0,05, no se encontraron diferencias significativas en los sdlidos totales
(p=0,096), densidad y pH (p=0,100) con los valores obtenidos por Valdez-Lopez et al. (2022)
[10]. Solo el indice de refaccion mostrd diferencias estadisticamente significativas (p=0,002), lo
cual puede estar condicionado por los diferentes equipos empleados en la determinacion.

La actividad antioxidante por DPPH de cdscara de achotillo mostré un valor de 9,0603 +
0.0109 este valor indica la cantidad de trolox equivalente por gramo de extracto de Nephelium
lappaceum. Estas actividades antioxidantes se atribuyen a un mayor contenido de fenoles y
flavonoides (elagitanino, acido fendlico, quercetina y galotanino) [23, 24]. La ecuacion obte-
nida para la cuantificacion de DPPH (% de inhibicion=308.13*concentracion de trolox - 3.6507),
demostrd que existe una correlacion positiva fuerte entre la concentracién de trolox y el por-
centaje de inhibicion obtenido, con un coeficiente de correlacidon de 0,9912 y una significacion
p <0,001. Finalmente, todos estos resultados demuestran que el extracto hidroalcohdlico se
encuentra en éptimas condiciones para el desarrollo de nuevos productos fitocosméticos.

3.3. Disefio experimental de la crema fitocosmética Nephelium lappaceum L

Para la optimizacidon de las formulaciones se utilizd un disefio experimental de mezclas D-
optimal, donde se identificaron tres componentes principales, cera autoemulsionable, alcohol
cetilico y agua. Estas formulaciones ofrecieron consistencias variadas, presentando aspectos
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homogéneos y fisicamente estables durante el periodo de elaboracion y almacenamiento. Los
resultados de pH y extensibilidad a las 24 y 72 horas se encuentran en la tabla 1.

En el andlisis de pH entre las 24 y 72 horas, el modelo que mejor se ajustd fue el lineal, sin
embargo, no se ajustaron con la significacion de p=0,1689, incluso con R? = 0,2565, a pesar de
que se realizaron las trasformaciones matematicas para mejorar el ajuste. Sin embargo, la bon-
dad de ajuste p=0,1326 si cumplid. El pH a las 24 horas oscil6 entre 4,59 - 5,09 y a las 72 horas
entre 4,35 - 5,12, valores bastante cercanos, lo cual afecto el correcto ajuste del modelo. Los
valores fueron ligeramente acido, cercano al pH natural de la piel [25, 26], esta caracteristica
puede atribuirse a las propiedades acidas propias del extracto y otros componentes presentes
en la formulacién.

Las ecuaciones y los parametros de evaluacion de los modelos para la variable respuesta
de extensibilidad, se resumen en la tabla 5. La extensibilidad a las 24 y 72 horas se ajust6 a
modelos cuadraticos, con significacion p=0,0290 y 0,0320, valores de R? de 0,7829 y 0,7558, y R?
ajustados de 0,5379 y 0.5180. En cuanto al Adeq de precision (relacion sefial-ruido) los valores
fueron 5,5443 y 4,9846, mayor que 4, indicando una sefial adecuada por lo que los modelos
pueden utilizarse para navegar por el espacio de disefo.

Los graficos N-plot de la distribucién normal de los residuos obtenidos mostraron que los
puntos experimentales estuvieron cercano a la linea recta, lo que garantiza una distribucion
normal optima de las formulaciones y los residuos.

Tabla 5. Modelos ajustados de extensibilidad (Ext.) del disefio D-Optimal, de la crema fitocosmética
O/W alas 24 y 72 horas

. . Pérdida de Precision

Modelo ajustado Sig. (p) Ajuste R? Adeq
Ext. 24 h.%= +248,58954 A -16,36270 B

+1,31022 C -2,98669 A*B -3,52215 A*C | 0,0290 0,4900 0,7829 5,5443
+0,218816 B*C

Ext. 72 h.%= +251,64597 A -14,32682 B

+1,31786 C -2,90433 A*B -3,57028 A*B | 0,0320 0,6300 0,7558 4,9846
+0,183400 B*C

Leyenda: Sig: significacion p, Ext: extensibilidad, A: cera autoemulsionable, B: alcohol cetilico y C:
agua.

Los resultados obtenidos en la extensibilidad de las 15 formulaciones se encontraron valores
de 21,22 a 34,35 cm? en 24 horas y 19,38 a 32,72 cm? en 72 horas. El aumento de la consistencia
y extensibilidad de las cremas en el intervalo de 24 a 72 horas puede atribuirse a varios factores
clave como el reordenamiento de los componentes, la interaccion entre los emulgentes y los
estabilizantes en la formulacidn, permitiendo una redistribuciéon mas uniforme y mejor inte-
gracion de los componentes lipofilicos e hidrofilicos [27, 28]. Estos valores son considerados
ideales de acuerdo a su comportamiento reoldgico de las formulaciones cosméticas elaboradas
[29].

En relacion con los términos del modelo, A (x1), C (x2) y AC eran significativos para la
prediccidn de la extensibilidad. Esto implica que la extensibilidad de la crema se ve afectada
por la concentracion de agua, la cera autoemulsionable y la interaccion entre ambas variables.
Como se puede observar en las figuras 1 que a medida que aumenta la concentracion de agua,
disminuye la cantidad de cera autoemulsionable, lo que resulta en un aumento en la extensi-
bilidad. Estos resultados respaldan la relacion entre los componentes y su capacidad para va-
riar la consistencia de las cremas.
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Figura 1. Modelo cuadratico, extensibilidad 24 horas a las 24 y 72 horas (graficos de contorno y traza).

3.4. Optimizacion del disefio experimental

La tabla 6 muestra los resultados obtenidos de las formulaciones 6ptimas, dos con un 100 % de desea-
bilidad, la 8 y la 13.

Tabla 6. Optimizacion de las formulaciones 8 y 13.

A Isio- | Alcohol A Puri-
Ne Cera Autoemulsio c?. o -gua uri pH Ext. Deseabilidad
nable Cetilico ficada
8 427 3,26 72,07 472 22,11
13 | 4,28 2,00 73,32 5,08 23,55

3.5. Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial se realizd a las dos formulaciones Optimas del disefio (8 y 13) y se
aplico encuestas que evaluaron atributos como olor, textura, absorcion, hidrataciéon y sensa-
cion que deja la crema después de aplicarla. La muestra estuvo conformada por 50 estudiantes
de los ultimos semestres de la carrera de Bioquimica y Farmacia, 18 hombres (36 %) y 32
mujeres (64 %), la edad oscil6 entre 20 y 27 afios (mediana=22). El 50 % (n=25) indicaron tener
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piel mixta, 18 % seca, 16 % grasa y piel sensible el 16 %. De los encuestados, el 54 % (27 perso-
nas) utilizaban cremas cosméticas diariamente o semanalmente, 17 personas las usaban oca-
sionalmente (34 %) y 6 no las utilizaban en absoluto (12 %).

De manera general, la formulacion 13 tuvo una preferencia clara entre los encuestados con
un 70 % de aceptacion en comparacion con el 24 % para la formulacion 8. En el estudio se
realizo las comparaciones entre las formulaciones 8 y 13, mediante la prueba de chi cuadrado
de muestras independientes, y se determind que no habia diferencias significativas en cuanto
al: olor, absorcion, hidratacion y sensacion (p>0,05) de las dos formulaciones. Sin embargo, en
el caso de la textura dio diferencias significativas con una de p <0,001.

En la Figura 2 se detalla graficamente los resultados del andlisis de correspondencia mul-

tiple (ACM) de la variable que resultd significativa (textura) y las caracteristicas demograficas
y preferencia de la crema con la formulacion 8 y 13. La grafica en un plano bidimensional
permite visualizar como se agrupan las variables de interés segtin su proximidad espacial.
La dimension uno, que tiene un alfa de Cronbach de 0,743, explica el 41,20 % de la varianza
total, mientras que la dimension 2, con un alfa de Cronbach de 0,431, resultando con una va-
rianza total de 30,536 %. En conjunto, estas dos dimensiones explican el 71,70 % de la variacion
total en los datos. Esto sugiere que las variables incluidas en el modelo tienen una consistencia
moderada en términos de su relacion con las formulaciones cosméticas 8 y 13.

Grafico conjunto de puntos de categoria

M Género
! O Preferencia
! Sgnsmle Mo tengo preferencia ® Textura 13
Espesa o Textura 8
b Femenino O Tipo de piel
! B o Seca Cremosa
Ligera OCrema 13
0 MbdaGCr?nosa hlgel'a
Ly ] "
[ - Ma-scullno
=]
g
o Crema 8
E 0
s Grasa
[a]
Espesa
-2
-3
-2 -1 i} 1 2
Dimensién 1

Marmalizacidn de principal de variable.

Figura 2. Anélisis de correspondencia multiple de las variables significativas de acuerdo con la textura,
tipo de piel y género en funcion de la crema fitocosmética.

En cuanto a las variables relacionadas con la textura, se encontr6 que los puntos mas cercanos
a la formulacion 13 se ubicaron en el aspecto cremoso y ligero. Respecto al tipo de piel, se
evalu6 que la mayoria de los encuestados tenian piel mixta. Ademads, el uso de cremas cosmé-
ticas se inclina mayormente en mujeres que en hombres. Estos resultados estan en linea con
otros estudios que han encontrado que las mujeres tienden a ser mas conscientes de su piel y
usar productos de cuidado de la piel que los hombres [30].
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Estos resultados respaldan que las formulaciones y las variables relacionadas con la tex-
tura y el tipo de piel, se encontré que la formulacién 13 tuvo una preferencia clara entre los
encuestados, lo que sugiere que la textura y el tipo de piel son factores importantes para con-
siderar en la formulacion de cremas cosméticas para garantizar la preferencia del consumidor.

3.6. Escalado a nivel de planta piloto de la formulacion 13

La seleccion final se realizé combinando los resultados de la evaluacion sensorial y las formu-
laciones seleccionadas por el modelo. Se elaboraron tres lotes de la formulacion 13, las cremas
presentaron propiedades organolépticas adecuadas, un olor agradable y un color palo rosa.
Su textura fue suave dejando un aspecto hidratante y de rapida absorcion al contacto de la
piel, y lo mas importante, no dejaba una sensacion incomoda grasosa.

En tabla 7 se detallan los resultados de pH, extensibilidad y viscosidad de las cremas. El
analisis de pH se realiz6 a las 24 horas sin variaciones significativas que afectaran la calidad
general de la crema. Los valores observados fueron de 5,10, lo que indica una afinidad con la
piel, siendo potencialmente no irritante, considerando que el gradiente de pH varia de apro-
ximadamente 4 a 6 en la superficie de la piel [31]. En cuanto la extensibilidad se mantiene
dentro del mismo rango, por lo que la crema tiene una adecuada distribucion uniforme o ca-
pacidad de esparcimiento en la piel, y no presenta grumos.

Tabla 7. pH, extensibilidad y viscosidad de los tres lotes de cremas de N. lappaceum L. (n=3).

Resultados X / DS
Lotes . .

pH Ext. (mm) Viscosidad (cP)
1 5,10/ 0,02 25,90/0,35 4353,80
2 5,10/ 0,02 26,07 /0,31 3969,97
3 5,10/ 0,02 25,60 /0,30 4452,80
Leyenda: X / DS: Media / desviacién estandar, Ext: extensibilidad

El analisis de viscosidad de las formulaciones, realizado al inicio del estudio, no mostré cam-
bios significativos, por lo que se encontré dentro de los rangos que son entre 4000 a 18000
centipoises, por lo que permite que la crema mantenga su forma y cohesion, evitando que se
escurra o sea demasiado densa para aplica [32].

3.7. Estudio de estabilidad preliminar

La centrifugacion de las formulaciones de los lotes correspondientes nos permitio verificar la
estabilidad de los sistemas emulsionados preservando los aspectos homogéneos, con el fin, de
acelerar los procesos de inestabilidad para predecir la posibilidad de separacion de fases de
las formulaciones cosméticas elaboradas [33]. En el tiempo cero, todas las cremas mostraron
estabilidad macroscopica, con apariencia brillante y homogénea. Después de la centrifugacion
no hubo separacion de fase en la muestra, lo que indica de manera preliminar que la formula-
cién es aparentemente estable.

Por otra parte, las cremas permanecieron sin cambios durante el periodo de estudio a una
temperatura de -5 °C se mostrd que la crema tenia textura un poco rigida con formacion de
hielo. Después del proceso de descongelacion las formulaciones retomaron su consistencia, el
color y el olor se mantuvieron. Al final del estudio, no hubo intensificacion de este aspecto, y
la formulacién atin presentaba un aspecto homogéneo, pero sin brillo.
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3.8. Control de calidad microbioldgico de la crema fitocosmética

En la tabla 8 se muestran los resultados de los ensayos microbiologicos en la crema fitocosmé-
tica de achotillo donde no se observo ningtin tipo de crecimiento bacteriano a lo largo de los
periodos de siembra en los cultivos, que abarcaron 24 y 72 horas, requisito fundamental de un
producto cosmético.

Tabla 8. Control microbiolégico de los lotes de la crema cosmética de Nephelium lappaceum L (achotillo).

Analisis microbioldgico Resultados Rango Referencial (UFC/g)
Microorganismos aerobios mesofilos totales Negativo <100
Hongos y levaduras Negativo <10
Pseudomona aeruginosa Negativo Ausencia
Staphylococcus aureus Negativo Ausencia
Escherichia coli Negativo Ausencia
4. CONCLUSIONES

Con el estudio realizado se demostr¢ la factibilidad de disefiar un nuevo producto cosmético
a partir de un extracto hidroalcoholico de la cascara de Nephelium lappaceum L (achotillo), pro-
ducto natural, empleando herramientas estadisticas de disefio experimental que permitieron
optimizar los componentes en las formulaciones.
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RESUMEN

Objetivos: Caracterizar la prescripcion de antimicrobianos de amplio espectro en el hospital infantil sur
“Dr. Antonio Maria Beguez Cesar”, en el primer semestre de 2024. Materiales y métodos: Es un estudio
de utilizacién de medicamentos prescripcion indicacion de antimicrobianos donde se selecciona un far-
maco o grupo de fdrmacos y se analizan las indicaciones para las que se prescriben. Las variables estu-
diadas de las recetas fueron: principio(s) activo(s) de los medicamentos, diagndstico clinico, dosis y
cantidad. Estas prescripciones fueron analizadas desde el punto de vista cuantitativo y cualitativo. Se
identificaron algunos patrones de prescripcidén inadecuados: Prescripcion extravagante, prescripcion
insuficiente, sobreutilizacién absoluta y sobreutilizacion relativa. La posologia se considerd adecuada o
inadecuada segtin las recomendaciones de nuestro formulario nacional de medicamentos. Resultados:
Los mas prescritos fueron: ceftriaxona, trifamox y meropenem en ese orden. Con respecto a las indica-
ciones: neumonia adquirida en la comunidad, neumonia asociada a los cuidados sanitarios y post ope-
ratorio complicado como las de mayor frecuencia de aparicion. La posologia de estos antimicrobianos
estd en su mayoria dentro los rangos recomendados. Con respecto a las prescripciones inadecuadas
encontramos un total de 33 para un 2,28%. Conclusiones: La prescripcion de antibidticos de amplio
espectro es adecuada en general, los antibidticos prescritos y las indicaciones para las que estos se pres-
criben estan en correspondencia con los estandares internacionales.

Palabras claves: antimicrobianos; prescripcion; pediatria.

SUMMARY

Antimicrobial prescription at the “Antonio Maria Beguez Cesar” South Children's Hospital, Santi-
ago de Cuba, Cuba, 2024
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Prescripcion de antimicrobianos en el hospital infantil sur “Antonio Maria Beguez Cesar”

Objectives: To characterize the prescription of broad-spectrum antimicrobials in the “Dr. Antonio Ma-
ria Beguez Cesar” children's hospital in the first half of 2024. Materials and methods: It is a study of the
use of antimicrobial prescription medications where a drug or group of drugs is selected and the indi-
cations for which they are prescribed are analyzed. The variables studied in the prescriptions were:
active ingredient(s) of the medications, clinical diagnosis, dose and quantity. These prescriptions were
analyzed from a quantitative and qualitative point of view. Some inappropriate prescription patterns
were identified: Extravagant prescription, insufficient prescription, absolute overuse and relative over-
use. The dosage was considered adequate or inadequate according to the recommendations of our na-
tional drug formulary. Results: The most prescribed were: ceftriaxone, trifamox and meropenem in that
order. Regarding the indications: community-acquired pneumonia, healthcare-associated pneumonia
and complicated postoperative period are the most frequent. The dosage of these antimicrobials is
mostly within the recommended ranges. Regarding inappropriate prescriptions, we found a total of 33
for 2.28%. Conclusions: The prescription of broad-spectrum antibiotics is generally adequate, the anti-
biotics prescribed and the indications for which they are prescribed are in accordance with international
standards.

Keywords: antimicrobials; prescription; pediatrics.

RESUMO

Prescri¢ao de antimicrobianos no Hospital Infantil Sul “Antonio Maria Beguez Cesar”, Santiago de
Cuba, Cuba, 2024

Objetivos: Caracterizar a prescricao de antimicrobianos de amplo espectro no Hospital Infantil Sul “Dr.
Antonio Maria Beguez Cesar” no primeiro semestre de 2024. Materiais e métodos: E um estudo do uso
de medicamentos prescritos e indicagdes de antimicrobianos onde um medicamento ou grupo de me-
dicamentos é selecionado e as indicagdes para as quais sdo prescritos sao analisadas. As variaveis estu-
dadas nas prescrigdes foram: principio(s) ativo(s) dos medicamentos, diagndstico clinico, dose e quan-
tidade. Essas prescri¢des foram analisadas do ponto de vista quantitativo e qualitativo. Alguns padrdes
de prescrigao inadequados foram identificados: prescrigao extravagante, prescri¢ao insuficiente, supe-
rutilizagdo absoluta e superutilizagao relativa. A dosagem foi considerada adequada ou inadequada de
acordo com as recomendagdes do nosso formulario nacional de medicamentos. Resultados: Os mais
prescritos foram: ceftriaxona, trifamox e meropenem, nessa ordem. Quanto as indicagdes: pneumonia
adquirida na comunidade, pneumonia associada a assisténcia a satide e pneumonia pds-operatoria com-
plicada sao as mais frequentes. A dosagem desses antimicrobianos esta, em sua maioria, dentro das
faixas recomendadas. Em relagdo as prescri¢des inapropriadas, encontramos um total de 33, o que re-
presenta 2,28%. Conclusdes: A prescri¢ao de antibioticos de amplo espectro é geralmente apropriada;
os antibidticos prescritos e as indica¢des para as quais sao prescritos estdao de acordo com os padrdes
internacionais.

Palavras-chave: antimicrobianos; prescrigao; pediatria.

1. INTRODUCCION

El uso inapropiado de antibioticos: genera una exposicion innecesaria a posibles efectos ad-
versos del farmaco, contribuye al incremento de las resistencias (en el propio paciente y en la
comunidad), genera costes y cimenta la falsa creencia en la poblacion sobre la habitual necesi-
dad de su uso para obtener la curacion [1]. El tratamiento correcto de las infecciones mas fre-
cuentes es de vital importancia, pues su incorrecto manejo conllevara un perjuicio para un
gran numero de pacientes [2]. Con frecuencia, los nifios, una parte importante de la poblacion,
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reciben prescripcion de antibidticos, empleandose hasta en el 60% de las ocasiones como far-
macoterapia para las infecciones del tracto respiratorio superior, que constituyen la principal
enfermedad de la infancia. Dichas infecciones en muchas ocasiones suelen ser de origen viral,
aun cuando, se presenten con un exudado nasal mucopurulento tras el periodo catarral, por
lo que, no debe considerarse una sobreinfeccion bacteriana si estos sintomas son de evolucién
benigna y autolimitada, no requiriendo para ello, la antibioticoterapia [3]. El uso irracional de
antibioticos para infecciones respiratorias puede alcanzar hasta un 50% de los casos tratados,
incrementando el gasto sanitario y generando el desarrollo de resistencia bacteriana, que cons-
tituye en la actualidad un problema de salud mundial y particularmente importante en pedia-
tria, ya que son los nifios menores de 5 afos, los pacientes con mayor prescripcion antibiotica
[4].

Los antimicrobianos forman parte de la familia de fAormacos mas cominmente prescritos.
Algunos estudios revelan que los profesionales de la salud, generalmente, prescriben antimi-
crobianos en exceso, ya sea por solicitud de los propios pacientes, por carecer del tiempo ade-
cuado para disuadirlos acerca de lo innecesarios que son estos farmacos en ciertas circunstan-
cias o por la preocupacion acerca de la certeza de su impresion diagndstica [5].

Por causa del uso inadecuado de antibiéticos, organismos antes susceptibles a antimicro-
bianos de uso comun ahora son resistentes. Por ejemplo, en los Estados Unidos y en paises de
Latinoamérica, la prevalencia de Streptococcus pneumoniae resistente a la penicilina (SPRP) va-
rio de 3,8 % en el afio 1980, hasta 45 % segtn los tltimos informes [6].

Actualmente, en Cuba se utilizan antimicrobianos en 20 % de los casos atendidos de ma-
nera ambulatoria y en un 40 % de los enfermos que requieren hospitalizacion; la mayoria de
los que son prescritos no son necesarios o se administran en dosis inapropiadas [6]. En otro
estudio realizado en el hospital infantil norte de nuestra ciudad, se evidencia también un uso
inapropiado de antimicrobianos [7]. Ante este panorama y dada a no existencia de publicacio-
nes previas sobre la prescripcion de antimicrobianos en nuestro hospital, decidimos realizar
esta investigacion.

1.1. Objetivos

General: Caracterizar la prescripcion de antimicrobianos de amplio espectro en el hospital in-
fantil sur “Dr. Antonio Maria Beguez Cesar”, en el primer semestre de 2024. Especificos: Mos-
trar las indicaciones para las que son prescritas los antimicrobianos de amplio espectro. Des-
cribir las dosis prescritas de estos antimicrobianos. Detectar patrones de prescripcion inade-
cuados

2. METODOS

Se trata de un estudio observacional, descriptivo, retrolectivo. Es un estudio de utilizacién de
medicamentos (EUM) de prescripcion indicacion de antimicrobianos donde se selecciona un
farmaco o grupo de farmacos y se analizan las indicaciones para las que se prescriben.

Se revisaron todas las recetas de antimicrobianos prescritas entre enero y julio de 2024, en
el hospital infantil sur de Santiago de Cuba.

Las variables estudiadas de las recetas fueron: principio(s) activo(s) de los medicamentos,
diagndstico clinico, dosis y cantidad. Estas prescripciones fueron analizadas desde el punto de
vista cuantitativo y cualitativo. Se identificaron algunos patrones de prescripcion inadecuados

8]:
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Prescripcion extravagante: Utilizar medicamentos costosos, para los cuales existen alternati-
vas mas economicas.

Prescripcion insuficiente: Uso de dosis menor a la minima eficaz necesaria o recomendada
(corresponde también a mal uso del farmaco.

Sobreutilizacion absoluta: Uso de un farmaco cuando el paciente definitivamente no lo re-
quiere para su condicion clinica, o tiene una contraindicacion para el uso del mismo.

Sobreutilizacion relativa: Empleo preferente de un farmaco til para la indicacion clinica,
pero para la cual existen otras alternativas consideradas de primera eleccion.

La posologia se considerd adecuada o inadecuada segtn las recomendaciones de nuestro
formulario nacional de medicamentos [9].

2.1. Analisis estadistico

Para la agrupacion y analisis de los resultados se utilizé el Software SPSS Version 21.0 para
Windows. Para el andlisis de la informacion se calcularon porcentajes para variables cualitati-
vas y valores promedio de la variable cuantitativa

3. RESULTADOS

Se revisaron 1447 recetas de antimicrobianos de amplio espectro prescritos de enero a junio,
2024 en el hospital infantil sur de Santiago de Cuba. Los mads prescritos fueron: ceftriaxona,
trifamox y meropenem en ese orden, como puede observarse en la Tabla 1.

Tabla 1. Antimicrobianos de amplio espectro prescritos. Hospital infantil sur “Dr. Antonio Maria Bue-
guez Cesar”. Enero-julio/2024

Antimicrobianos No %

Levofloxacina (JOIMA12) 39 2,69
Piperacilina + tazobactam (JO1CR05 P1) 8 0,55
Cefixima (J01DDO08) 26 1,79
Vancomicina (JO1XAOQ1) 88 6,08
Ceftazidima (J01DDO02) 69 4,77
Ceftriaxona (JO1DDO04) 631 43,6
Meropenem (JO1DHO02) 149 10,3
Fosfomicina (JO1XX01) 134 9,26
Amoxicilina + sulbactam (JO1CRO02 P2) 259 17,9
Cefepima (JO1DEOQ1) 44 3,04
Total 1447 100

Fuente: recetas de antimicrobianos prescritas

Con respecto a las indicaciones para las que se prescribieron estos antimicrobianos tenemos:
neumonia adquirida en la comunidad, neumonia asociada a los cuidados sanitarios en se-
gundo lugar y post operatorio complicado como las de mayor frecuencia de aparicién, segun
se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Distribuciéon de frecuencias de las principales indicaciones para las que se prescriben los anti-
microbianos de amplio espectro. Hospital infantil sur “Dr. Antonio Maria Bueguez Cesar”. Enero-ju-
lio/2024.

Indicaciones Ne %
Neumonia asociada a los cuidados sanitarios 146 10,08
Post operatorio complicado 119 8,22
Infeccion urinaria complicada 21 1,45
OMA por pseudomonas 6 0,41
Profilaxis perioperatoria 82 5,66
Abceso intraabdominal 6 5,66
PL fallida 26 1,8
EDA bacteriana 57 1,79
Abceso periamigdalino 28 1,93
Neumonia adquirida enla comunidad 321 22,2
Osteomielitis 36 2,48
Sindrome toraxico 68 4,7
Faringoamigdalitis aguda pultacea 118 8,15
Forunculo nasal 22 1,52
Mordedura de perro 7 0,48
Meningoencefalitis bacteriana 104 7,19
Fibrosis quistica 96 6,63
Shock septico 8 0,55
Peritonitis 13 0,9
Onfalitis 2 0,14
Carcinoma infectado 5 0,34
Impetigo contagioso 7 0,48
OMA 67 4,63
Infecciones de partes blandas 82 5,67
Total 1447 100

Fuente: recetas de antimicrobianos prescritas

Las dosis y posologia de estos antimicrobianos se encontraba dentro los rangos recomendados
seguin indicacidn, ya sea terapéutica o profilactica. Con respecto a las prescripciones inadecua-
das encontramos un total de 33 para un 2,28% como se observa en la Figura 1.
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prescripcion
extravagante

A prescripcion

insuficiente

sobreutilizacion
relativa
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prescripcion extravagante M prescripcion insuficiente

B sobreutilizacion absoluta M sobreutilizacion relativa

Figura 1. Tipos de prescripciones inadecuadas. Hospital infantil sur “Dr. Antonio Maria Bueguez Ce-
sar”. Enero-julio/2024.

Distribuidas de la siguiente forma:

Prescripcidn extravagante: Cefepima para tratar 2 pacientes con piodermitis, representa el
0,1% del total de las prescripciones realizadas en el periodo analizado.

Prescripcion insuficiente: Representaron el 0,48% de las prescripciones y fueron: Cefixime en
dosis inferior a 8 mg/kg/dia para tratar 2 pacientes uno con piodermitis y otro con neumonia
atipica, Prescripcion de ceftriaxona a dosis de 20 mg/kg/dia para 5 pacientes en profilaxis pe-
rioperatoria, asi como 4 pacientes con osteomielitis se usé a 10 mg/kg/dia, estos pacientes pe-
saban mas de 50 kg.

Sobreutilizacidn absoluta: Observamos 6 (0,41%). Se prescribié amoxicilina + sulbactam para
profilaxis quirurgica y Cefixime para un paciente con neumonia atipica.

Sobreutilizacion relativa: Fueron 18 (1,24%) porque se prescribié Fosfomicina para tratar otitis
media aguda en 13 pacientes, Ceftazidima para tratar 2 pacientes con abceso corneal y Cefi-
xima para profilaxis perioperatoria en 3 pacientes.

4. DISCUSION

La prescripcion de cefalosporinas de tercera generacion, especificamente ceftriaxona, que pre-
valecid en nuestro estudio probablemente porque esta recomendado en el tratamiento de las
infecciones respiratorias bajas, meningoencefalitis bacteriana y en la profilaxis perioperatoria
de varios tipos de cirugias, estas indicaciones fueron las de mayor prevalencia en nuestro es-
tudio. Similar a lo encontrado por Herrero et al. en 2015 hospital infantil norte de nuestra ciu-
dad, donde predominaron penicilinas y cefalosporinas como antimicrobianos mas prescritos
[6], similar resultado se encontro en el articulo de Rodriguez-Sanchez en el hospital de Moréon
donde el 41,23% del total de antibidticos prescritos en el servicio de pediatria fue ceftriaxona
[9].

Los motivos de prescripcion de antimicrobianos que encontramos en nuestro estudio son
similares a los encontrados por Rincon-Alarcon et al. que identificaron cinco diagnosticos,
siendo las infecciones respiratorias superiores, las reportadas con mayor frecuencia y entre
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estas, la mas prevalente, resulto ser la amigdalitis [5]. Coincidiendo con Cando-Punguil et al.
que tuvieron mayor incidencia los procesos infecciosos respiratorios con el 76,9% de los casos,
identificando a la amigdalitis como la patologia que afecta en mayor proporcion con el 42,8%
[10]. En un hospital pediatrico de México se incluyeron 110 pacientes entre uno y tres afios de
edad. La infeccion de vias aéreas inferiores mas frecuente fue la neumonia (69,09%), en un
menor porcentaje la bronquiolitis (1,81%) [1].

El Cefepima es la tinica cefalosporina de cuarta generacion disponible en nuestro pais,
tiene actividad bactericida sobre numerosos microorganismos gram-positivos, gramnegativos
y enterobacteridceas [11], y aunque esta indicado en el tratamiento de las infecciones de piel
como la piodermitis, si existe disponibilidad de otros antibidticos antiestafilococcicos como
verse en la Tabla 1 de nuestro estudio, no debe seleccionarse el Cefepima como la primera
opcidn, deberia reservarse para pacientes con infecciones graves o de dificil manejo. Las pres-
cripciones insuficientes se debieron a uso de dosis subterapeuticas de los antibioticos antes
descritos en resultados [12]. Las cefalosporinas constituyen la indicacion habitual en la profi-
laxis quirargica, especialmente la cefazolina porque es razonablemente segura, tiene una vida
media larga, se puede administrar en bolos, no interacciona con otras drogas, no favorece la
aparicion de resistencias y no es cara [13]. Por lo que prescribir trifamox para esta indicacién
no es adecuado, como no lo es tampoco la prescripcion de cefixima para el tratamiento de un
paciente con neumonia atipica, dado que esta enfermedad es producida por microorganismos
atipicos como Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae y Legionella pneumophila, mi-
croorganismos sensibles a los macrdlidos como azitromicina y Claritromicina, la azitromicina
es activa contra muchos organismos grampositivos, incluidos Streptococcus pneumoniae suscep-
tibles a la eritromicina, estreptococos de los grupos A, B, Cy G, y Staphylococcus aureus suscep-
tibles a la meticilina. En comparacién con la eritromicina, la azitromicina ha expandido la ac-
tividad contra organismos gramnegativos susceptibles, incluidos Haemophilus spp, Moraxella
catarrhalis, Escherichia coli, Salmonella spp, Yersinia enterocolitica, Shigella spp, Campylobacter je-
juni, Vibrio cholerae, Neisseria gonorrhoeae, Helicobacter pylori y Bordetella pertussis [14]. Son los
antibioticos recomendados en protocolos nacionales e internacionales basados en las eviden-
cias disponibles [14].

Dado que la amoxicilina es el antibiotico de eleccion en el tratamiento de la otitis media
aguda esta entidad es producida frecuentemente por S. pneumoniae, H. influenzae (no tipable)
y EBHGA microorganismos sensibles a este antibiotico, el cual ademads existen evidencias de
su efectividad la prescripcion de Fosfomicina constituyo una sobreutilizacion relativa en nues-
tro estudio, para el tratamiento de la celulitis orbitaria, los protocolos de la OPS recomiendan
como primera opcion: ceftriaxona 100 mg/kg/iv/d en una dosis c¢/24 h o cefotaxima 200
mg/kg/iv/d fraccionados en cuatro dosis (c/6 h) + oxacilina 200 mg/kg/ iv/d fraccionados en
cuatro dosis (c/6 h) por 7 a 10 d. Otras opciones: amoxicilina/clavulanato o amoxicilina/sulbac-
tam 100 mg/kg/ iv/d (de amoxicilina) fraccionados en tres dosis (c¢/8 h) o ampicilina/sulbactam
200 mg/kg/iv/d (de ampicilina) fraccionadas [15], sabiendo de la disponibilidad de estos anti-
bidticos en nuestro centro (Tabla 1), es por lo que la prescripcion de Ceftazidima constituye
una sobreutilizacion relativa. La cefixima es una cefalosporina de uso oral, por lo que no debe
prescribirse en profilaxis perioperatoria [16].
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4. CONCLUSIONES

La prescripcion de antibidticos de amplio espectro es adecuada en general, los antibidticos

prescritos y las indicaciones para las que estos se prescriben estan en correspondencia con los

estandares internacionales.
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