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Senor Editor,

Nos dirigimos a usted para expresar nuestro reconocimiento por la publicacion del articulo
“Effect of caffeine consumption on the academic performance among students of University
of Kalamoon (UOK)”, el cual aborda un tema de gran interés para la salud estudiantil y la
percepcion sobre el uso de sustancias psicoactivas como la cafeina [1]. La consideracion de los
patrones de consumo entre estudiantes universitarios y su posible repercusion en el rendi-
miento académico reviste una relevancia notable, tanto en el ambito clinico como en el educa-
tivo. Sin embargo, es pertinente senalar algunas consideraciones metodoldgicas que podrian
optimizar futuras investigaciones sobre esta tematica.

Una limitante es el potencial sesgo de autoseleccién proveniente de la participacion vo-
luntaria en el estudio. Este ocurre cuando las caracteristicas de los participantes no se distin-
guen sistematicamente de la poblacidn de estudio, afectando la validez externa de los resulta-
dos [2]. En la investigacion, los estudiantes que tienen un alto consumo de cafeina o muestran
cierto interés en el tema, podrian estar sobrerrepresentados. En adicion, la ausencia de infor-
macion sobre la distribucion de los participantes por facultad o drea académica limita el ana-
lisis. Ademas, al estar conformada la poblacion por diferentes carreras universitarias, en el que
la exigencia académica es variada, los patrones de consumo de cafeina son heterogéneos.

En cuanto al andlisis de datos, especificamente sobre las variables, se observa una catego-
rizacion contradictoria del GPA. Primero, la variable GPA se presenta como variable dicotd-
mica (GPA <3y GPA > 3), y luego, en la Tabla 1, aparece categorizada en subrangos (0-1, 1-2,
2-3, 3-4) generando ambigiiedad. Asimismo, la variable consumo de cafeina se categoriza tam-
bién como variable dicotémica (si/no), sin mencionar una justificacion por qué no se emplea
como una variable continua. Finalmente, en el andlisis estadistico se emplea la prueba de co-
rrelacién de Rho Spearman sin una justificacion metodoldgica explicita, pese a que, para la
comparacion entre dos grupos con variables dicotémicas, las guias recomiendan el uso de la
prueba de Chi-Cuadrado o la prueba exacta de Fisher [3]. Estas pruebas permiten evaluar de
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manera apropiada la asociacion entre dos variables categdricas. Una correcta eleccion del ana-
lisis permite evaluar de manera precisa la relacion entre las variables y sustentar conclusiones
confiables.

Para finalizar, en la discusion, se observa que los hallazgos del estudio no se contrastan
con investigaciones previas. A modo de ejemplo esta la investigacion realizada con estudiantes
de medicina, en la cual se identific una alta prevalencia del consumo de productos que con-
tienen cafeina con la finalidad de mejorar el rendimiento académico. Sin embargo, no se llegd
a evidenciar una relacion significativa entre ambas variables [4]. El considerar este tipo de
antecedentes permitiria una mejor interpretacion y contextualizaciéon de los hallazgos.

El objetivo de las observaciones planteadas es contribuir de manera constructiva a la con-
solidacion a futuro del disefio y andlisis de investigaciones relacionadas a esta linea de estudio.
La aplicacion de un enfoque metodoldgico mas claro y bien fundamentado permitira obtener
hallazgos mas solidos y significativos, especialmente en un area de creciente interés, como lo
es la relacion entre el consumo de cafeina y el rendimiento académico entre universitarios.
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Estimado Editor,

Brasil, debido a su ubicacién en una region tropical, es uno de los paises mas afectados por la
elevada irradiacion solar a lo largo de las cuatro estaciones del afio, lo que se traduce en un
aumento del riesgo de fotoenvejecimiento y cancer de piel. Entre 2023 y 2025, se estima que
habra 220.490 nuevos casos anuales de cancer de piel no melanoma, lo que representa un au-
mento del riesgo de 101,95 casos por cada 100.000 habitantes, 101.920 en hombres y 118.570 en
mujeres [1].

En este contexto, el mercado brasilefio de fotoprotectores se ha disparado, con un impor-
tante crecimiento del 28,8% en 2023 y alcanzando los 902 millones de ddlares, la cifra mas alta
hasta la fecha. Tras un periodo de retraccion en 2020 y 2021, marcado por las restricciones
sanitarias y la reduccion del poder adquisitivo de la poblacion, el sector inicid su recuperacién
en 2022 con un aumento del 13%. Este avance convierte a Brasil en el tercer mayor mercado
mundial de productos de proteccion solar, solo por detrds de Estados Unidos y China, segin
Euromonitor International [2].

El andlisis del crecimiento del mercado de protectores solares en Brasil revela tendencias
significativas que reflejan no s6lo la demanda de proteccion solar, sino también la relacion
entre el clima y la salud. Segiin un estudio realizado por InterPlayers, las farmacias brasilefias
han registrado un aumento del 50% en las ventas de protectores solares en los tltimos 12 me-
ses, con un crecimiento aiin mayor, del 56% entre enero y noviembre de 2023, en comparacion
con el mismo periodo del afio anterior [3].

El aumento de las ventas de productos de proteccion solar puede atribuirse en parte a las
altas temperaturas y las olas de calor, que aumentan la preocupacién por los dafios causados
por el sol. Con la Ley Federal brasilefia 14.539/23, que crea la Campartia Nacional de Prevenciéon
de la Exposicion Indebida al Sol, se espera una mayor demanda de proteccién solar, especial-
mente durante las vacaciones escolares, cuando la exposicion al sol es mds intensa. Este esce-
nario pone de relieve la necesidad de estrategias de marketing dirigidas y acciones educativas
por parte de los farmacéuticos y profesionales sanitarios, teniendo en cuenta las condiciones
climaticas y dermatoldgicas imperantes.
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Este escenario se hace atin mas evidente al analizar los datos sobre el mercado de la pro-
teccion solar en Sudamérica en 2024. La Figura 1 revela informacion significativa sobre los
ingresos y las tasas de crecimiento (2024-2029) de diferentes paises de la region. Destaca Brasil,
con unos ingresos de 210 millones de ddlares y una tasa de crecimiento anual del 7,54% [4]. La
creciente concienciacion sobre los efectos nocivos de la radiacion ultravioleta (UV), combinada
con el clima tropical del pais, ha impulsado una importante demanda de productos de protec-
cion solar.

En comparacion, Argentina, Chile y Colombia también mostraron unos resultados nota-
bles, con unos ingresos de 208,3 millones de ddlares, 58,21 millones de dolares y 32,97 millones
de ddlares, y unas tasas de crecimiento del 6,81%, el 8,35% y el 5,91%, respectivamente. En el
caso de Colombia, este crecimiento puede atribuirse a una mayor concienciacion sobre los
efectos nocivos de la radiacion UV, lo cual ha impulsado el consumo de protectores solares,
especialmente en regiones como la Costa Caribe y otras zonas del norte del pais, donde la
exposicion solar es mas intensa durante todo el afio. Perti destaca con una tasa de crecimiento
del 7,77%, lo que pone de relieve el aumento de la demanda debido a la elevada altitud del
pais y a la fuerte radiacion ultravioleta. Por el contrario, paises como Bolivia y Uruguay pre-
sentan unos ingresos considerablemente inferiores, con 6,27 y 2,63 millones de dolares, y unas
tasas de crecimiento que oscilan entre el 2,56% y el 5,91% [4] (Figura 1).
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Figura 1. Relacién entre los ingresos (en millones) y la tasa de crecimiento (%) del mercado de protec-
cion solar en Sudameérica en 2024. Fuente: Elaboracion propia con datos de Statista [4].

Con el sdlido desemperio de Brasil y las competitivas tasas de crecimiento de Colombia,
Chile, Argentina y Pert, la proteccion solar en América Latina presenta un escenario prome-
tedor. Esta dindmica es esencial a nivel mundial, ya que la region se vuelve cada vez mas
influyente e innovadora, impactando en las tendencias mundiales de fotoproteccion como for-
mulas sostenibles, nanotecnologia, multifuncionalidad, entre otras. Ademas, el andlisis del
mercado latinoamericano indica una mayor concienciacion sobre los riesgos de la radiacion
UV, caracteristicas geograficas que aumentan la demanda de estos productos y la creciente
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relevancia econémica de la region, acompanada de la evolucidn de las expectativas de los con-
sumidores.

Segun datos de Mintel [2], el 61% de los brasilefios que utilizan protectores solares faciales
buscan productos que no so6lo protejan contra los dafos del sol, sino que también hidraten la
piel y ofrezcan beneficios adicionales como resistencia al sudor (51%), enriquecimiento vita-
minico (44%) y propiedades antienvejecimiento (43%). Este comportamiento sugiere un cam-
bio en la percepcion de la fotoproteccion por parte de los consumidores, que ahora la ven no
solo como una medida preventiva contra los efectos nocivos del sol, sino como parte de una
rutina mas amplia de cuidado de la piel en busca de productos multifuncionales.

Por otro lado, este movimiento también esta en consonancia con una tendencia al alza en
el mercado de los cosméticos, en el que los consumidores muestran un creciente interés por
los productos naturales y sostenibles (aquellos que no contienen parabenos, sulfatos, ftalatos,
colorantes y fragancias artificiales, ademas de otros 600 ingredientes). Una investigacion de
Factor Kline estimé que, en 2022, el mercado de cosméticos naturales en Brasil alcanzé los
1.730 millones de dolares y se espera que crezca hasta los 2.940 millones en 2025. Ademas, la
investigacion indica que mientras que el mercado de cosméticos tradicionales crecié una me-
dia del 5%, el segmento de cosméticos naturales crecio un 10% [5].

Este mercado se estd expandiendo y cambiando, especialmente entre los jovenes de la Ge-
neracion Z (nacidos entre 1997 y 2012). Existe una creciente preferencia por los productos que
incorporan practicas sostenibles, y muchos estan dispuestos a pagar mas por esta caracteris-
tica. La creciente concienciacion de los jovenes sobre el calentamiento global y los derechos de
los animales ha impulsado la preferencia por productos seguros, éticos y no toxicos. Ademas,
los factores internos, sociales y culturales desempenan un papel importante en la decision de
comprar cosméticos sostenibles.

En una encuesta reciente, aunque solo el 21,7% de los participantes indico que la «belleza
limpia» influye mucho en su elecciéon de cosméticos, el 56,7% estaba dispuesto a pagar mas
por envases respetuosos con el medio ambiente. El estudio también revelo que, si bien el 36,7%
de los consumidores comprueba ingredientes especificos, mas de la mitad (56,7%) examina la
lista completa, lo que refleja un cauteloso interés por la composicion de los productos y la
transparencia de las empresas [6]. Este cambio de comportamiento no solo representa una
oportunidad para el mercado, sino que también refuerza la importancia de tener en cuenta
estas preferencias en los debates actuales sobre salud y bienestar.

El mercado de protectores solares y cosméticos sostenibles en Brasil y América Latina
tiene un gran potencial, especialmente dado su posicionamiento global. La creciente demanda
de productos ecoldgicos, especialmente entre los consumidores mas jévenes como la Genera-
cién Z, que valoran tanto la proteccion solar eficaz como las practicas sostenibles, crea un en-
torno fértil para que las marcas innoven y se adapten. Para los farmacéuticos y profesionales
sanitarios, es importante comprender estos cambios, integrando enfoques que respondan a las
necesidades de los pacientes, las exigencias de la salud publica y la preservacion del medio
ambiente. De este modo, refuerzan el papel de la farmacodermatologia, dermatologia y de la
asistencia sanitaria en su conjunto en la promocién de una fotoproteccion mas consciente y
sostenible.

CONFLICTO DE INTERESES

Las autoras no declaran conflicto de interés

575



Miria Dantas Pereira & Neila de Paula Pereira

REFERENCIAS

Ministério de Satude do Brasil. ESTIMATIVA 2023: Incidéncia de Cancer no Brasil, 2023. Instituto Na-
cional de Cancer (inca), Rio de Janeiro, 2023; 162 p. URL: https://www.inca.gov.br/si-
tes/ufu.sti.inca.local/files/media/document/estimativa-2023.pdf

Cosmetic Innovation. Crescimento de 28,8% nas vendas de sun care no Brasil em 2023 surpreende. Sao
Paulo, 2024. URL: https://cosmeticinnovation.com.br/crescimento-de-288-nas-vendas-de-sun-care-
no-brasil-em-2023-surpreende/

Guia da Farmacia. Vendas de protetores solares aumentam 50% no Brasil, revela pesquisa. Sindusfarma,
Sao Paulo, 2024. URL: https://guiadafarmacia.com.br/vendas-de-protetores-solares-aumentam-50-
no-brasil/

Statista. Sumn Protection — Worldwide. Hamburg, 2024. URL: https://www.statista.com/out-
look/cmo/beauty-personal-care/skin-care/sun-protection/worldwide

Cetro. Cosmeéticos Naturais: o Futuro da Indiistria da Beleza. Sao Paulo, 2023. URL: https://blog.ce-
tro.com.br/blog/2023/02/27/cosmeticos-naturais-o-futuro-da-industria-da-beleza/

J. Shim, J. Woo, H. Yeo, S. Kang, B. Kwon, E.]. Lee, ]J. Oh, E. Jeong, ]. Lim & S.G. Park. The clean
beauty trend among millennial and generation z consumers: Assessing the safety, ethicality, and
sustainability attributes of cosmetic products. SAGE Open, 14(2), 1-18 (2024). Doi:
https://doi.org/10.1177/21582440241255430

COMO CITAR ESTE ARTICULO

M. Dantas-Pereira & N.d.P. Pereira. El mercado de protectores solares en Brasil y América
latina: impactos en la salud y el camino hacia la sostenibilidad. Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm.,
54(3), 573-576 (2025). Doi: https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v54n3.121650

576


https://www.inca.gov.br/sites/ufu.sti.inca.local/files/media/document/estimativa-2023.pdf
https://www.inca.gov.br/sites/ufu.sti.inca.local/files/media/document/estimativa-2023.pdf
https://cosmeticinnovation.com.br/crescimento-de-288-nas-vendas-de-sun-care-no-brasil-em-2023-surpreende/
https://cosmeticinnovation.com.br/crescimento-de-288-nas-vendas-de-sun-care-no-brasil-em-2023-surpreende/
https://guiadafarmacia.com.br/vendas-de-protetores-solares-aumentam-50-no-brasil/
https://guiadafarmacia.com.br/vendas-de-protetores-solares-aumentam-50-no-brasil/
https://www.statista.com/outlook/cmo/beauty-personal-care/skin-care/sun-protection/worldwide
https://www.statista.com/outlook/cmo/beauty-personal-care/skin-care/sun-protection/worldwide
https://blog.cetro.com.br/blog/2023/02/27/cosmeticos-naturais-o-futuro-da-industria-da-beleza/
https://blog.cetro.com.br/blog/2023/02/27/cosmeticos-naturais-o-futuro-da-industria-da-beleza/
https://doi.org/10.1177/21582440241255430
https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v54n3.121650

Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., 54(3), 577-590 (2025)

Articulo de investigacion clinica

Evaluacion del riesgo en personal de salud expuestos a casos sos-
pechosos o confirmados con Covid-19 en instituciones de baja,
mediana y alta complejidad en Chia, Facatativa y Bogota D.C., Co-
lombia

José Ricardo Urrego Novoa '*?, Karol Andrea Méndez Leguizamon '®, Nancy Yaneth Portela
Escandén %, Lorena Martinez Delgado 24, Nelson Rolando Campos Guzman 2 & Danny Wil-
son Sanjuanelo !

1 Programa Quimica Farmacéutica, Facultad de Ciencias, Universidad de Ciencias Aplicadas y Am-
bientales U.D.C.A., Campus Universitario Calle 222 No 55-37, Bogota D.C., Colombia

2Programa Enfermeria, Facultad Ciencias de la Salud, Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambienta-
les U.D.C.A., Campus Universitario Calle 222 No 55-37, Bogota D.C., Colombia

*Correo electrénico: jurrego@udca.edu.co

ORCID ID:

ahttps://orcid.org/0000-0002-1496-6610, b https://orcid.org/0000-0003-4181-584X
chttps://orcid.org/0000-0001-5177-3634, ¢ https://orcid.org/0000-0002-4513-1835
ehttps://orcid.org/0000-0002-1102-7116, fhttps://orcid.org/0000-0003-2729-1234

Recibido: 16 de febrero de 2024
Corregido: 10 de junio de 2025
Aceptado: 17 de junio de 2025

https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v54n2.113010

RESUMEN

Objetivo: Evaluar el riesgo relacionado con el lugar de trabajo, la fuerza laboral y el individuo en per-
sonal de salud expuesto a casos sospechosos o confirmados con Covid-19 en instituciones de I, IIl y IV
nivel de complejidad en Bogota D.C., Chia y Facatativa-Colombia. Métodos: Realizado en el periodo de
agosto de 2020 a mayo de 2021, con personal de salud que atendid casos sospechosos o confirmados con
Covid-19. Se identificaron modos de falla en procesos de atencién por medio de un analisis matriz de
modo falla efecto (AMFE) para cuantificacion de ocurrencia, detectabilidad y gravedad por riesgo de
exposicion a casos sospechosos y confirmados. Resultados: Se incluyeron cinco procesos y se identifi-
caron 25 modos de fallo, cuantificados mediante el niimero prioritario de riesgo (NPR) y clasificados
seguin probabilidad de ocurrencia y severidad en bajo, medio y alto. Conclusién: Durante el periodo de
tiempo del estudio, el riesgo de contagio en trabajadores de la salud expuestos por atencion ambulatoria
e intramural de casos sospechosos o confirmados por Covid-19 en las instituciones participantes, se
caracterizd por poseer modos de fallo con una ocurrencia media-alta y una severidad moderada a ca-
tastrofica.

Palabras-clave: Covid-19, Personal de salud, Evaluacion de riesgo, Andlisis de modo efecto de fallas en
el cuidado de la salud.

SUMMARY

Risk assessment of healthcare personnel exposed to suspected or confirmed cases of COVID-19 in
low-, medium-, and high-complexity institutions in Chia, Facatativa, and Bogota D.C., Colombia
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Objetive: Evaluate the risk related to the workplace, the workforce and the individual in health person-
nel exposed to suspected or confirmed cases with Covid-19 in institutions of II, IIl and IV level of com-
plexity in Bogota D.C., Chia and Facatativd-Colombia. Methods: Carried out in the period from August
2020 to May 2021, with health personnel who treated suspected or confirmed cases with Covid-19. Fail-
ure modes in care processes were identified through a failure mode effect matrix analysis (FMEA) to
quantify occurrence, detectability, and severity by risk of exposure to suspected and confirmed cases.
Results: Five processes were included, and 25 failure modes were identified, quantified by the risk pri-
ority number (NPR) and classified according to probability of occurrence and severity in low, medium
and high. Conclusion: During the study period, the risk of contagion in health workers exposed by
ambulatory and intramural care of suspected or confirmed cases of Covid-19 in the participating insti-
tutions was characterized by failure modes with a medium-high occurrence and moderate to cata-
strophic severity.

Keywords: Covid-19, Health personnel, Risk assessment, Healthcare failure mode and effect analysis.

RESUMO

Avaliacao de risco de profissionais de satide expostos a casos suspeitos ou confirmados de COVID-
19 em institui¢des de baixa, média e alta complexidade em Chia, Facatativa e Bogota, Colombia

Objetivo: Avaliar o risco no local de trabalho, na forga de trabalho e individual de profissionais de satide
expostos a casos suspeitos ou confirmados de COVID-19 em institui¢des de complexidade nivel II, Il e
IV em Bogotd, Chia e Facatativa, Colombia. Métodos: Realizado de agosto de 2020 a maio de 2021, com
profissionais de satide que atenderam casos suspeitos ou confirmados de COVID-19. Os modos de falha
nos processos de cuidado foram identificados por meio de uma andlise de matriz de modo-efeito de
falha (FMEA) para quantificar a ocorréncia, a detectabilidade e a gravidade por risco de exposicao a
casos suspeitos e confirmados. Resultados: Cinco processos foram incluidos e 25 modos de falha foram
identificados, quantificados usando o niimero de risco prioritario (PRN) e classificados de acordo com
a probabilidade de ocorréncia e gravidade em baixa, média e alta. Conclusao: Durante o periodo do
estudo, o risco de infecgao entre profissionais de satide expostos a casos suspeitos ou confirmados de
COVID-19 por meio de atendimento ambulatorial e hospitalar nas institui¢des participantes foi caracte-
rizado por modos de falha com ocorréncia média-alta e gravidade moderada a catastrofica.

Palavras-chave: COVID-19, Profissionais de satde, Avalia¢do de risco, Andlise de modo e efeito de
falha em saude.

1. INTRODUCCION

El Covid-19 causado por SARS-Cov-2 ocasion6 en Colombia 80.909 casos confirmados y 355
fallecidos en personal de salud para el periodo de tiempo comprendido entre el 10 de marzo
de 2020 y el 12 julio de 2022 [1]. El personal de salud que se encuentra en la primera linea de
respuesta con pacientes que sean casos sospechosos o confirmados por Covid-19, presentan
un mayor riesgo de contraer la enfermedad si tiene contacto cercano en un espacio relativa-
mente reducido y, posteriormente, exponer a otros pacientes y a personas fuera del contexto
de salud, que sean cercanas. Con el brote global de coronavirus, hay cada vez mas evidencia
de que muchas infecciones de COVID-19 son asintomaticas, pero pueden transmitir el virus a
otros. El término asintomatico se refiere a la deteccion positiva de ARN de SARS-CoV-2 en
muestras de pacientes mediante prueba molecular de reaccion en cadena de polimerasa con
transcriptasa inversa (RT.PCR) pero sin la presencia de sintomas o signos clinicos, y sin ano-
malias aparentes en imagenes, incluida la tomografia computarizada (TC) de pulmoén [2]. El
personal de salud que realiza intervenciones representa una poblaciéon importante dentro de
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los portadores asintomaticos, para lo cual mediante la evaluacion del riesgo es posible la iden-
tificacion de fallas en la atenciéon de casos sospechosos o confirmados con Covid-19 que repre-
senta un aspecto importante pero poco [3]. De otra parte, esta poblaciéon puede experimentar
un mayor riesgo de infeccion por SARS-CoV-2 debido a su contacto cercano con pacientes
altamente infecciosos, pero también debido a la exposicion a casos infecciosos subclinicos 0 no
diagnosticados. Esto podria ser ain mas problematico, considerando posibles fallas en proce-
dimientos de atencidn realizados de forma rutinaria [4].

2. METODOLOGIA

Se trata de un estudio descriptivo de corte transversal para cuantificar el riesgo de contagio
del personal de salud expuesto. El universo de estudio fue conformado por todos los procesos
para atencion de casos sospechosos o confirmados con Covid-19 en tres instituciones de aten-
cion en salud de II, III y IV nivel de complejidad en Chia, Facatativa y Bogota D.C. respectiva-
mente, entre el 06 de marzo de 2020 y el 06 de marzo de 2021.

La evaluacion de riesgo relacionado con el lugar de trabajo, la fuerza laboral y el individuo
fue obtenido a partir de la utilizacion de matrices de modo falla efecto AMFE y la posterior
obtencién de mapas de calor de riesgo teniendo en cuenta la aplicacion de la secuencia de
trabajo presentada en la figura 1.

4 \ 4 \ (" \
Conformacion de e s .,
equino de tr;ba'o on Cuantificacion de la Obtencidn del
ga dapinstituci(') i\ de detectabilidad del Ntimero Prioritario
- modo de fallo de Riesgo (NPR)
atencion
. J . J . J
( .7 \ 4 \ 4 \
Seleccién procesos
de atencion a casos Cuantificacion de la . .
. Obtencién matriz
sospechosos o severidad del modo . .
; riesgo de contagio
confirmados por de fallo
L Covid-19 y L y L y
4 \ 4 \
Identificacion modos Cuantificacion de la
de fallo en procesos ocurrencia del modo
de atencion de fallo
. J . J

Figura 1. Secuencia de trabajo para valoracion de riesgo de contagio en personal de salud por atencion
a casos sospechosos o confirmados con Covid-19

El equipo de trabajo fue conformado por personal de salud encargado de procesos en
areas de atencion, responsables de epidemiologia, seguridad y salud en el trabajo (SST), admi-
nistraciéon y educacion en las instituciones de II, III y IV nivel de atencidn respectivamente.

La cuantificacion del riesgo del modo de fallo en relacién con aspectos para ocurrencia,
severidad y detectabilidad fueron obtenidos a partir de la utilizacion de escalas de medicién
establecidas para cada aspecto en particular [5]. El nimero prioritario de riesgo (NPR) fue
obtenido a partir del producto de los valores de cada aspecto en particular para modos de fallo
identificados.
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El mapa de calor de riesgo para cada area y procesos de atenciéon fue obtenido con base
en la deteccidn, ocurrencia y la gravedad del modo de fallo identificado por el grupo de trabajo
respectivo en cada institucion de atencion. Para la identificacion del nivel de los aspectos an-
teriormente mencionados se utilizaron tablas de ponderacion del mismo, como se muestra a
continuacion.

Tabla 1. Ponderacion de la detectabilidad de riesgo en salud.
Tabla de Detectabilidad
Escala Detectabilidad

El mecanismo de control permite detectar inmediatamente la causa de la falla, antes de
que esta se genere.

1

El mecanismo de control permite detectar después de un tiempo la causa de la falla, antes
de que esta se genere.

El mecanismo de control permite detectar la causa de la falla cuando ya se genero la falla.

El mecanismo de control existe, pero no es efectivo en la deteccién de la causa de la falla.

QL= W] N

No existe ningtin mecanismo que permita detectar la causa de la falla.

Tabla 2. Ponderacién de la ocurrencia de riesgo en salud.

Tabla de Ocurrencia

Escala Ocurrencia

1 Remota, la falla sucede al menos una vez cada 6 meses

2 Muy poca, la falla sucede al menos una vez al mes

3 Intermedia, la falla sucede al menos una vez cada semana
4 Frecuente, la falla sucede al menos una vez cada dia.

5 Muy frecuente, la falla sucede casi todo el tiempo

Tabla 3. Ponderacion de la ocurrencia de riesgo en salud.
Tabla de Severidad

Escala Severidad

1 El efecto de la falla no alcanza ni genera ningtn dafo al paciente o al personal involu-
crado en el proceso.

) El efecto de la falla alcanza al paciente o al personal involucrado en el proceso, sin gene-
rar dafio.

3 El efecto de la falla alcanza al paciente o el personal involucrado en el proceso generando
un dafo parcial que se puede solucionar en un corto plazo.

4 El efecto de la falla alcanza al paciente o al personal involucrado en el proceso generando
una perdida funcional, fisica y/o emocional.
El efecto de la falla impacta directamente al paciente o al personal involucrado en el pro-

5 ceso y le ocasiona un dafio permanente e irreversible o la muerte/La falla ocasiona incum-
plimiento a politica.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Seleccion procesos de atencion

En cada institucion participante se priorizaron los procesos de atencion por Covid-19 (Tabla
4). La seleccion de los procesos de atencion referenciados se basé en fue basada en el grado de
complejidad de cada institucion, el estado de salud de los casos sospechosos o confirmados y
la frecuencia de utilizacion de procesos en estas poblaciones especificas.
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Tabla 4. Procesos de atencidn para paciente sospechoso o confirmado por Covid-19

Grado complejidad institu-

cion de atencion en salud Procesos de atencion

Triage en pandemia por Covid-19

I Realizacién de pruebas Covid-19 en el &mbito ambulatorio o domici-
liario

Atencion intramural de paciente confirmado Covid-19 en servicio de

111 hospitalizacion
Manejo, traslado y disposicion final de cadaveres por Covid-19
v Atencion de enfermeria en unidad de cuidado intensivo

3.2. Procesos de atencion para paciente sospechoso o confirmado Covid-19 en segundo ni-
vel de atencion

La alta transmisibilidad del coronavirus se ha informado anteriormente tanto para el SARS-1
como para el MERS, con proporciones de trabajadores sanitarios infectados que oscilan entre
el 13y el 43 %, segin datos especificos de cada pais. Para brotes individuales, hasta el 59 % de
las personas afectadas eran trabajadores sanitarios [6].

La tabla 5 evidencia actividades de atencion en triage en la cuales se identificaron cuatro
modos de fallo ocasionados por el uso no adecuado de EPP ocasionado un riesgo de contagio
por SARS CoV-2 debido a la presencia de gotitas infecciosas expulsadas al toser o estornudar
en una membrana mucosa (boca, nariz, ojos) y aerosoles referentes a colecciones de particulas
cargadas de patogenos en el aire. El patégeno permanece en al aire durante un periodo de
tiempo tempo y este puede alcanzar los tejidos diana en los que se inicia la infeccién [7]. El
grado de severidad asignado contempla dafios parciales y pérdida perdida funcional, fisica
y/o emocional, debidos a la contaminacion por SARS-CoV-2, lo anterior conlleva a que perso-
nal sanitario se haya visto sometido a cargas laborales agobiantes debido al miedo por la pro-
babilidad de contagio y afectacion del nticleo familiar o compafieros. De igual manera se ha
evidenciado que la mitad del personal sanitario presentd riesgo alto de padecer un trastorno
mental, siendo las patologias mas frecuentes los trastornos de depresion, ansiedad, pénico,
estrés postraumatico y el abuso de sustancias [8].

Tabla 5. Triage en pandemia Covid-19

No. Ac- | Actividad Modo de fallo Severidad |Probabilidad | Detecta- | NPR
tividad de ocurrencia | bilidad
1 Atencion en sala de | Traslado de pacientesa |4 3 3 36
reanimacion, triage I | sala de RCP, sin uso ade-
cuado de los EPP.
2 Encuestas pacientes | Recepcidn de paciente en |3 3 3 27
sospechosos o con- | las areas de pretriage y
firmados COVID-19, | triage, sin uso adecuado
en las zonas de pre- | EPP por parte del profe-
triage y triage respi- |sional en el area
ratorio
3 Atencion en sala de | Atencidn de pacientes en |4 2 2 16
reanimacion triage I | sala de RCP, sin uso ade-
cuado de los EPP.
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4 Atencion médica, en | Toma de muestras de pa- |3 2 2 12
el area externa de cientes triage III
urgencias para pa-
cientes triage III

5 Atencion médica en | Recepcién del paciente |2 2 2 8
consultorio desig- en el drea de consulta
nado para pacientes | para Triage II, en Aten-
en Triage II ciéon Médica en Consulto-
rio, sin los EPP adecua-
dos

EPP: Elementos de protecciéon personal, RCP: Rehabilitacion cardiopulmonar

La figura 2 muestra el comportamiento de los riesgos en donde se evidencia con relacion al
NPR un 60,00% de las actividades en un nivel medio, seguido por 20,00% en riesgo alto y un
20% en riesgo bajo respectivamente. Estos hallazgos concuerdan con otros estudios en los cua-
les un punto critico para la transmision de SARS CoV-2 es el Triage [9].
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Figura 2. Triage en pandemia Covid-19

La Tabla 6 muestra la cuantificacion del riesgo de contagio acorde con la obtencién del NPR
pararealizacion de pruebas de Covid-19 en &mbitos ambulatorios o domiciliarios. Se evidencid
un mayor riesgo para recoleccion de muestras biologicas, realizacion de consulta general de-
bido al no cumplimiento de utilizacion de EPP, distanciamiento y realizacion de procesos de
limpieza inadecuados de elementos que han tenido contacto con pacientes. Lo anterior ha sido
reportado como aspectos criticos en el trabajo de Agalar y Engin [10]. En el trabajo de Rios-
Bracamontes et al. [11], el personal de laboratorio representd un pequefio porcentaje (1,5%) de
la poblacidn del estudio (n=2163), pero presento la tasa de incidencia observada mads alta de
COVID-19 (46,9%) en comparacion con el segundo grupo de mayor incidencia representado
por profesionales en medicina y enfermeria (36,8%). Estas personas son responsables de ma-
nipular y procesar muestras, lo que puede implicar un mayor riesgo de exposicién al virus. La
elevada tasa de incidencia observada entre el personal de laboratorio resalta la necesidad de
medidas de seguridad estrictas y protocolos de prueba regulares dentro del laboratorio para
minimizar el riesgo de transmision y proteger a este grupo vulnerable de trabajadores.
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Tabla 6. Realizacién de pruebas Covid-19 en el ambito ambulatorio o domiciliario

No. Ac- | Actividad Modo de fallo Severidad |Probabilidad | Detecta- | NPR
tividad de ocurrencia | bilidad
1 Recoleccion de infor- | No cumplimiento con distan- |5 5 5 125
macion y muestras ciamiento requerido ni utili-
biolégicas de casos zacion de EPP debido a la
sospechoso o confir- | aglomeracién en salas de es-
mado por Covid-19 pera
2 Consulta medicina ge- | Portar los elementos de pro- |5 5 5 125
neral-interrogatorio teccion personal, de manera
respiratorio segin li- | incompleta o inadecuada.
neamientos y defini-
cion de caso
3 Caso sospechoso en Procedimientos de limpieza |3 5 5 75
aislamiento domicilia- |inadecuados de elementos
rio con signos y sinto- | que han tenido contacto con
mas fluidos bioldgicos de casos
sospechosos en el ambito do-
miciliario.
4 Hospitalizaciéon Atencion del paciente en 5 3 5 75
areas no demarcadas para
manejo intrahospitalario.
5 Observacién en Ur- Atencién del paciente fuera |5 5 3 75
gencias de cubiculos designados de-
bido a aglomeracion de pa-
cientes.

EPP: Elementos de proteccién persona

En la Figura 3 se observa que las actividades relacionadas con la realizacion de pruebas en el
ambito ambulatorio y hospitalario fueron evaluadas como un riesgo alto de contagio para per-
sonal de salud debido a las caracteristicas evaluadas por los equipos de trabajos, bajo las cuales
la presencia de fluidos bioldgicos de un caso sospechoso o confirmado representa un riesgo de

contagio para todas aquellas personas que no utilizan o hacen uso inadecuado EPP.

PROBABILIDAD DE OCU-

RRENCIA

SEVERIDAD
Figura 3. Realizacién de pruebas Covid-19 en el ambito ambulatorio o domiciliario
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3.3. Procesos de atencion para paciente sospechoso o confirmado Covid-19 en tercer nivel
de atencion
En la tabla 7 se presenta la cuantificacion del riesgo en actividades desarrolladas centro de la
atencion intramural de pacientes confirmados por Covid-19. El uso inadecuado de EPP, la no
observancia de espacios fisicos para atencion de pacientes, las medidas deficientes en procesos

de limpieza y desinfeccion de equipos y espacios y la aglomeracion en sitios de atencion fueron
las causas de fallo de mayor frecuencia y riesgo de contagio para personal de salud, lo anterior
ha sido evaluado por otros autores en el caso de personal de salud [12].

Tabla 7. Atencién intramural de paciente confirmado Covid-19 en servicio de hospitalizacién

No. Ac- | Actividad Modo de fallo Severidad | Probabilidad |Detecta- | NPR
tividad de ocurrencia | bilidad
1 Consulta medicina | Portar los elementos de pro- |5 5 5 125
general teccion personal, de manera
incompleta o inadecuada.
2 Hospitalizacién Atencion del paciente en 5 5 5 125
area no designada para ma-
nejo intrahospitalario.
3 Paciente en aisla- | Lano limpieza de sillas de |3 5 5 75
miento domicilia- | ruedas (equipos médicos),
rio con signos y para el transporte de los pa-
sintomas cientes.
4 Toma de datos por | Aglomeracién enlasalade |5 5 1 25
parte de personal | espera
sanitario
5 Interconsulta Uso de ascensores, no insti- |1 3 5 15
tucionales covid-19 para lle-
gar a interconsulta
6 Atencion en con- | No adherencia al instructivo |1 1 5 5
sulta medica de higiene de manos.
7 Transporte o direc- | No uso de la ruta institucio- |1 1 1 1
cionamiento de pa- | nal
cientes Covid-19 a
la zona de aisla-
miento

La figura 4 presenta el comportamiento de los riesgos en relacion con la frecuencia y la seve-
ridad encontrandose dos actividades de bajo riesgo, relacionadas con el transporte de pacien-
tes dentro de las instituciones. Se clasificaron cinco modos de fallos de alto riesgo relacionadas
con uso inadecuado de EPP, la no observancia de espacios fisicos para atencién de pacientes,
las medidas deficientes en procesos de limpieza y desinfeccion de equipos y espacios y la aglo-

meracion en sitios de atencion como se presento en la cuantificacion del riesgo anteriormente.
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Figura 4. Atencion intramural de paciente confirmado Covid-19 en servicio de hospitalizacion

En la tabla 8 se presenta la cuantificacion del riesgo en el manejo, traslado y disposicion final
de cadéaveres por Covid-19 evidencidndose que la ausencia en la disposicion de capsulas de
traslado o la presencia de fisuras en las mismas fueron los modos de fallos con mayor riesgo
de posible contagio por SARS-CoV-2. Segun El riesgo de contagio de SARS-CoV-2 en personal
de salud de primera linea de atencidon que manipula cuerpos fallecidos debido a Covid-19, ha
sido estudiado encontrandose factores de riesgo relacionados con la exposicion de superficies
contaminadas, goticulas respiratorias o fluidos corporales de fallecidos contagiados, asi como
un mayor riesgo del personal de salud en autopsias u otros procedimientos invasivos [13].

Entre otros Putra et al. reportaron tasa de persistencia y rango maximo del intervalo post-
mortem (PMI) para SARS-CoV-2 en los pulmones (138/155, 89,0 %; 4 meses), seguido del hu-
mor vitreo (7/37, 18,9 %; 3 meses), nasofaringe/orofaringe (156/248, 62,9%; 41 dias), érganos
abdominales (67/110, 60,9%; 17 dias), piel (14/24, 58,3%; 17 dias), cerebro (14/31 , 45,2%; 17
dias), médula dsea (2/2, 100%; 12 dias), corazén (31/69, 44,9%; 6 dias), tejidos musculares (9/83,
10,8%; 6 dias), traquea (9/20, 45,0%; 5 dias) y tejidos periorales (21/24, 87,5%; 3,5 dias) [14].

Las tasas de infectividad del SARS-CoV-2 en estudios de cultivo viral se detectaron en los
pulmones (9/15, 60%), la traquea (2/4, 50%), la orofaringe (1/4, 25%) y perioral (1/4, 25%) en un
rango maximo del PMI de 17 dias. El SARS-CoV-2 persiste en el cuerpo humano meses des-
pués de la muerte y deberia ser infeccioso durante semanas.

La persistencia del ARN del SARS-CoV-2 y de las proteinas estructurales se observa en la
mayoria de los cadaveres de COVID-19. El sitio principal es el tracto respiratorio, particular-
mente los pulmones y la faringe [15].

Sin embargo, el ARN o la proteina viral por si solos no pueden infectar otra célula hu-
mana. La deteccion del ARN post mortem restante se explica por las tasas de replicacion del
ARN residual, su degradacion catabolica y la actividad citotoxica de las células infectadas an-
teriormente vivas [16].

La infectividad del SARS-CoV-2 todavia se detecta hasta 17 dias después de la muerte,
particularmente en el pulmon, la traquea [17].
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Tabla 8. Manejo, traslado y disposicion final de cadaveres por Covid-19

No. Ac- | Actividad Modo de fallo Severidad | Probabilidad | Detecta- | NPR
tividad de ocurrencia | bilidad
1 Manejo capsula | No disponibilidad de cap- |4 4 2 32
de traslado pa- |sula y/o presencia de fisu-
cientes confir- | ras o aperturas en el
mados Covid-19 | cuerpo de la misma
2 Manejo cadave- | No observancia del proce- |3 5 1 15
res causa dimiento para retiro caté-
muerte por teres, sondas o tubos que
SARS - CoV-2 | pueden contener fluidos
corporales
3 Manejo caddve- | Observancia no adecuada |2 1 1 2
res causa del protocolo para lim-
muerte por pieza de equipos de tras-
SARS - CoV-2 |lado.

En la Figura 5 se observa la clasificacion de los riesgos identificados y cuantificados, eviden-

ciandose que los modos de fallo relacionados directamente con la disposicion del cadaver y su
traslado representan un riesgo alto de posible contagio.

PROBABILIDAD DE OCU-
RRENCIA

SEVERIDAD
Figura 5. Manejo, traslado y disposicién final de cadaveres con diagnostico COVID-19

3.4. Procesos de atencion para paciente sospechoso o confirmado Covid-19 en cuarto nivel
de atencion
La Tabla 9 evidencia fallas en seguimiento de protocolos de lavado de manos y uso adecuado

de EPP en reanimacion cardiopulmonar; siendo esta actividad frecuente por enfermeria en

unidad de cuidado intensivo para pacientes Covid-19 como ha sido reportado por otros auto-

res [18].

De otra parte, actividades relacionadas con el bano del paciente, cambio de dispositivos
médicos que tienen contacto con fluidos y obtencion de muestras para realizacion de examenes
paraclinicos son consideradas de alto riesgo al identificar modos de fallo relacionados con se-
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guimiento de protocolos de bioseguridad para el profesional de enfermeria. Lo anterior con-
lleva a un elevado riesgo de afectacion en el personal de enfermeria, ocasionado afectacion a
la salud e incapacidades y presencia de Sindrome de Bournout [19].

Tabla 9. Atencidn de enfermeria en unidad de cuidado intensivo

No. Ac- | Actividad Modo de fallo Severidad |Probabilidad |Detecta- | NPR
tividad de ocurrencia | bilidad
1 Reanimacién No realizacion lavado de 5 5 3 75
cardio pulmonar | manos ni cambio de guan-
tes.
2 Reanimacién No usar todos los Elemen- |5 2 3 30
cardio pulmonar | tos de Proteccién Personal
de manera correcta.
3 Bario de paciente | No realizar el lavado de 3 3 3 27
manos y cambio de guan-
tes
4 Cambio de dis- No realizar lavado de ma- |3 3 3 27
positivos médi- | nos y cambio de guantes al
cos que tienen realizar la actividad
contacto con flui-
dos biologicos
5 Pruebas de bio- | Uso inadecuado de los ele- |3 3 2 18
marcadores o mentos de proteccion per-
examenes de la- | sonal o no uso de estos en
boratorio su totalidad

La Figura 6 presenta el comportamiento del riesgo en relacion con la frecuencia y la gravedad
del efecto, acorde con el NPR, las actividades de reanimacién cardiopulmonar son considera-
das de alto riesgo (59.32%), seguidas por actividades de bafio de paciente, cambio de disposi-
tivos y pruebas de laboratorio en riesgo medio (40.68%). La OMS ha considerado la reanima-
cion cardiopulmonar un procedimiento generador de aerosoles [20].

PROBABILIDAD DE OCU-
RRENCIA

SEVERIDAD
Figura 6. Atencion de enfermeria en unidad de cuidado intensivo
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En los procesos de atencion durante la pandemia de Covid-19 se identificaron actividades de
mayor riesgo de contagio para el personal sanitario en relacion con el uso inadecuado de equi-
pos de proteccion personal EPP, aglomeracion de personas en zonas de atencion y manipula-
ciéon de fluidos bioldgicos en procedimientos invasivos, por lo que es prioritario tener en
cuenta el nivel de complejidad de la institucion para fortalecer las medidas de bioseguridad,
la generacion de intervenciones para el correcto uso de los elementos de proteccion personal
y asi la reduccion del contagio.

La metodologia de evaluacion de riesgo a través de la obtencion del NPR permiti¢ identi-
ficar los riesgos potenciales para el contagio del personal sanitario en los procesos de atencion
en salud a pacientes Covid-19, siendo los procesos de atencion intramural, manejo de cadave-
res y procedimientos de reanimacion cardiopulmonar, donde se presenta el mayor riesgo de
contagio por fallas en el cumplimiento de los protocolos de bioseguridad y atencion en salud.

Debido a la naturaleza del virus SARS-CoV-2 y su persistencia en superficies y fomites se
deben generar protocolos estrictos y adecuados para la atencion de pacientes Covid-19 y el
manejo de cadaveres fallecidos por este virus, para la mitigacion del riesgo de contagio en
personal de salud de primera linea.

Los protocolos de uso de elementos de proteccion personal, limpieza y desinfeccion en
areas criticas deben garantizar adherencia del personal sanitario, para lo cual se deben generar
estrategias de educacion y control.
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SUMMARY

Introduction: Gene expression is a significant process which bridges the gap between information en-
coded within a gene and the final functional product of a gene. Therefore, evaluating gene expression
is a vital process in terms of developing treatment and monitoring of disease, as diseases can result in
unforeseen consequences. Objectives: Various studies have incorporated the Deep Learning (DL) con-
cept with gene datasets for prediction of disease. However, prevailing DL methods are considered to be
extremely ineffective in terms of accuracy and other aspects of disease prediction. Therefore, DL with
transformers are applied for predicting the disease with gene dataset. As transformers are self-attention
mechanisms, this permits the use of contextual information for any location in the input sequence and
aids in capturing long range dependencies, which aids in delivering better accuracy and effective model
for predicting disease. Methods: This paper focuses on the applications of gene expression with differ-
ent DL algorithms along with transformers for prediction of diseases. Some of the applications of trans-
formers with gene expression dataset include prediction of cancer such as lung cancer, stomach cancer
and drug discovery, a focus of this paper. Results: Crucial analysis is undertaken by considering certain
aspects such as architecture, dataset, process. This analysis helps in finding the aspects of the DL algo-
rithms with and without transformers. Finally, gaps are identified through the analysis of transitional
researchers and could be considered as future recommendations by overcoming the gaps that are in-
tended to create promising work in this area. Conclusion: Despite having several advantages, there
have been limited studies in terms of prediction of disease. Different applications such as cancer pre-
diction, drug discovery are looked at in the present study. It has been observed that incorporation of
transformers in DL algorithms were implemented more beginning from the year 2021; still there are a
few complications which needs to be overcome for prediction of diseases. DL using transformers along-
side gene datasets will be helpful in disease prediction. This study would aid researchers in their inno-
vations in this area for enhancing the effectiveness and efficiency in prediction of disease.

Keywords: Gene expression; transformers; deep learning; gene datasets; applications.

RESUMEN

Prediccidon de enfermedades mediante transformadores para conjuntos de datos de expresidon génica
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Introduccion: La expresion génica es un proceso importante que conecta la informacion codificada en
un gen con su producto funcional final. Por lo tanto, evaluar la expresion génica es vital para el desa-
rrollo de tratamientos y el seguimiento de enfermedades, ya que estas pueden tener consecuencias im-
previstas. Objetivos: Diversos estudios han incorporado el concepto de aprendizaje profundo (ADP)
con conjuntos de datos genéticos para la prediccion de enfermedades. Sin embargo, los métodos de ADP
predominantes se consideran extremadamente ineficaces en términos de precisioén y otros aspectos de
la prediccién de enfermedades. Por lo tanto, se aplica el ADP con transformadores para la prediccion
de enfermedades con conjuntos de datos genéticos. Dado que los transformadores son mecanismos de
autoatencion, esto permite el uso de informacion contextual para cualquier ubicacion en la secuencia de
entrada y ayuda a capturar dependencias de largo alcance, lo que contribuye a obtener una mayor pre-
cision y un modelo eficaz para la prediccion de enfermedades. Métodos: Este articulo se centra en las
aplicaciones de la expresion génica con diferentes algoritmos de ADP junto con transformadores para
la prediccion de enfermedades. Algunas de las aplicaciones de los transformadores con conjuntos de
datos de expresion génica incluyen la prediccion de canceres como el de pulmoén y el de estomago, y el
descubrimiento de farmacos, temas centrales de este articulo. Resultados: Se realiza un analisis crucial
considerando aspectos como la arquitectura, el conjunto de datos y el proceso. Este andlisis ayuda a
identificar los aspectos de los algoritmos de aprendizaje automatico con y sin transformadores. Final-
mente, se identifican lagunas mediante el analisis de investigadores en transicion, las cuales podrian
considerarse como recomendaciones futuras para superarlas y generar trabajos prometedores en esta
area. Conclusion: A pesar de sus numerosas ventajas, los estudios sobre prediccion de enfermedades
son limitados. En el presente estudio se analizan diferentes aplicaciones, como la prediccion del cancer
y el descubrimiento de farmacos. Se ha observado que la incorporacion de transformadores en los algo-
ritmos de aprendizaje automatico se ha implementado con mayor frecuencia a partir de 2021; sin em-
bargo, existen algunas complicaciones que deben superarse para la predicciéon de enfermedades. El
aprendizaje automatico que utiliza transformadores junto con conjuntos de datos genéticos sera ttil en
la prediccion de enfermedades. Este estudio ayudara a los investigadores en sus innovaciones en esta
area para mejorar la eficacia y la eficiencia en la prediccién de enfermedades.

Palabras clave: expresion génica; transformadores; aprendizaje profundo; conjuntos de datos genéticos;
aplicaciones.

RESUMO
Predicdo de doencas usando transformadores para conjunto de dados de expressao génica

Introducdo: A expressado génica é um processo significativo que preenche a lacuna entre a informagao
codificada em um gene e o produto funcional final de um gene. Portanto, avaliar a expressao génica é
um processo vital em termos de desenvolvimento de tratamento e monitoramento de doengas, visto que
doengas podem resultar em consequéncias imprevistas. Objetivos: Diversos estudos incorporaram o
conceito de Aprendizado Profundo (APL) com conjuntos de dados genéticos para a predicao de doen-
¢as. No entanto, os métodos de APL predominantes sdo considerados extremamente ineficazes em ter-
mos de precisao e outros aspectos da predigao de doengas. Portanto, APL com transformadores é apli-
cada para a predicao de doencas com conjuntos de dados genéticos. Como os transformadores sdo me-
canismos de autoatengao, isso permite o uso de informagdes contextuais para qualquer local na sequén-
cia de entrada e auxilia na captura de dependéncias de longo alcance, o que contribui para fornecer
maior precisdo e um modelo eficaz para a predigao de doengas. Métodos: Este artigo foca nas aplicagdes
da expressao génica com diferentes algoritmos de APL, juntamente com transformadores, para a predi-
¢ao de doengas. Algumas das aplicacdes de transformadores com conjunto de dados de expressao gé-
nica incluem a previsao de canceres como cancer de pulmao, cancer de estdmago e a descoberta de
medicamentos, foco deste artigo. Resultados: Uma analise crucial é realizada considerando certos as-
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pectos como arquitetura, conjunto de dados e processos. Essa analise auxilia na identificagdo dos aspec-
tos dos algoritmos de DL com e sem transformadores. Por fim, lacunas sao identificadas por meio da
analise de pesquisadores em transi¢cdo e podem ser consideradas recomendacgoes futuras, superando-
as, visando gerar trabalhos promissores nessa area. Conclusao: Apesar de apresentar diversas vanta-
gens, estudos em termos de previsao de doengas sao limitados. Diferentes aplicagdes, como previsao de
cancer e descoberta de medicamentos, sao analisadas no presente estudo. Observou-se que a incorpo-
ragao de transformadores em algoritmos de DL foi implementada com mais frequéncia a partir de 2021;
ainda existem algumas complica¢des que precisam ser superadas para a previsdo de doencgas. DL utili-
zando transformadores juntamente com conjuntos de dados de genes sera util na previsao de doengas.
Este estudo auxiliard pesquisadores em suas inovagdes nessa drea para aumentar a eficacia e a eficiéncia
na previsao de doencgas.

Palavras-chave: expressao génica; transformadores; aprendizado profundo; conjuntos de dados gené-
ticos; aplicagdes.

1. INTRODUCTION

Gene expression (GE) is a significant idea in molecular biology as it is frequently characterized
by cell specificity and timing and regulation. The significance to control of gene expression for
the progressive biologist is made noticeable by just seeing the nature of the field. Development
refers to is utilized to define the coordination in space and time of various cellular undertak-
ings, which includes migration, apoptosis, mitosis and differentiation [1].

Assessing the expression of gene is a fundamental process for developing treatments and
monitoring of human diseases. Therefore, in order to increase the accessibility and approach-
ability of the process, different DL methods can be used in this task [2]. The analysis of gene
expression data is gaining attention due to its applications in prognosis, diagnosis of cancer
and various other domains [3]. Gene functions, comprehending the regulation of gene, homol-
ogy detection, subtypes of cells can be understood by employing gene expression data. There-
fore, various clustering methods are employed for the analysis of gene expression data, how-
ever, the performance of the traditional techniques were considered to be poor and abridged
as a result of high dimensionality of gene expression data. Hence, suggested study incorpo-
rates auto-encoder network, which aids in transforming high dimensions to low dimensions.
Unsupervised feature selection methods were also employed in the suggested study for ana-
lyzing the gene expression data [4]. The researchers have employed various mathematical as
well as statistical approaches in order to examine the gene expression data for various tenaci-
ties, including detection of informative pathways, enhanced classification of disease, and pre-
diction of disease, drug discovery and personalized therapy. Therefore, different approaches
have been developed with the aim to encounter these areas. Intricacy and high dimensionality
of the GE data present significant challenges. Furthermore, the tools implemented for as-
sessing the gene expression genowide was continuing to progress, which ultimately leads to
enhanced accuracy in values of GE. Gene expression patterns are detected using RNA-seq in-
stead of employing DNA-micro arrays [5]. Consequently, technology development required
new mathematical and statistical approach with the aim to examine the heterogeneous data.
Further difficulty includes, the interacting factors such as dietroit factors, asbestos can inter-
acted and influence the genes associated with the specific cancer [6]. While various ML tech-
niques exist for application of gene expression, DL is more effective and aids in delivering
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precise prediction based on gene expression data. In DL, different ways of networks are em-
ployed for prediction however, transformers are utilized in minimum studies. Therefore, the
present study focuses on projecting DL and DL with transformers for predicting the disease
with gene datasets.

Transformer entirely relies on self-attention to handle long-range dependencies of se-
quence data. It was first proposed for NLP tasks [7, 8]. In order to apply transformers on image
data, Dosovitskiy et al. [9] split an image into patches and treated them as tokens. Hence, a
pure transformer can be adopted. Further it has been identified that, the transformer has high
computational efficiency and scalability to train models of large sizes with more than 100 B
parameters [10], which makes it even more compatible and vital for various fields. The gener-
ative model designed to improve disease outcome prediction from longitudinal electronic
health records (EHRs). The objective is to utilize a transformer architecture that pertains on
extensive HER data to predict future disease outcomes based on patients data, enhancing the
model’s ability to capture complex temporal relationships. The data enhancing employs an
encoder-decoder framework, where the encoder processes input embedding and the decoder
generates predictions for future clinical visits, effectively leveraging the self-attention mecha-
nism to capture long range dependencies in the data [11].

Transformers are described as network architectures which are depended on multi head
self-attention mechanism (SAM) that permits capturing the lengthy-range dependencies be-
tween items a sequence [12]. Transformer data are used for processing the sequential data,
which includes genomic sequence, NL data, time series data or acoustic signals. Transformer
Neural network (TNN) is considered as appealing choice of network for analysis of gene ex-
pression, owing to its capability to conjointly appear the information from several demonstra-
tion subspaces at various places in genomic data. Gene transformer is [13] uses multi-head
self-attention modules with the aim to encounter the difficulty of the high dimensional GE by
identifying the appropriate biomarkers across multiple subtypes of cancer. Similarly, sug-
gested study has employed multi-omic transformer so as to distinguish complex phenotype
depending on the 4 omic data types [14]. Correspondingly, recommended study implemented
transformer based fusion network (T-FN) [15] or analysis of cancer survival by incorporating
genomic data and pathological images. TFN module permitted the researchers to leverage the
intramodality relations between the patches in various domains for multiple pathological
slides. Similarly by leveraging a multi head self-attention mechanism, the model effectively
captures complex gene interaction and long range dependencies, enhancing the identifications
of relevant biomarkers. The outcome demonstrates the DeepGene outperforms traditional
classification algorithm across various metrics, achieving higher accuracy and fewer misclas-
sification errors. This approach underscores the potential of transformer architectures in ad-
vancing precision [16].

It has been revealed that, transformer models have demonstrated increased robustness
and sturdiness more than just CNN and RNN models which delivered competitive perfor-
mance on standards with different formats of data. One of the advantages of employing Trans-
formers is that, the self-attention mechanism permits to use contextual information for any
position in the input sequence and aids in capturing long range dependencies when compared
to other models and further, it allows higher parallelization when compared to RNN model
[17]. However, there are few drawbacks of Transformers which needs to be considered, that
includes, need of huge amount of data, therefore the performance of the model can be sub-

594



Prediction of diseases using transformers for gene expression dataset

standard when compared to other NN models for genetic data with minimum number of input
samples [18].

Therefore the objectives of the paper include reviewing the research works related to pre-
dictive DL classifiers for gene expression dataset, analyzing the existing DL algorithm using
transformers for the prediction of diseases, discussing the application of gene expression in
different aspects, addressing challenges in current methodologies, and identifying research
gap. Additionally, this review aims to bridge the gap between emerging transformer based
model and their practical application in bioinformatics, summarizing the current state of re-
search while providing actionable insights for future studies, such as integrating transformers
with data and high throughput techniques in genomics.

1.1. Paper organization

The paper is organized in the following way. Section 2, describes the survey methodology of
the paper, overall vision about gene expression is focused on section 3. Evolution and appli-
cations of DL classifiers for gene expressions is elucidated in section 4, different DL based
algorithms for gene expression datasets is explained in section 5, comparative analysis is de-
picted in section 7, critical analysis is illustrated in section 7, research gaps are depicted in
section 8, future recommendations in section 9 and conclusion is depicted in section 10.

2. SURVEY METHODOLOGY

The survey methodology is divided into 5 stages/steps for reviewing the paper which includes
review plan, research questions identification, data sources, search criteria and finally inclu-
sion/exclusion criteria. In-depth description of the above mentioned steps are described as fol-
lows.

Initially, the proposed survey was done systematically by reviewing the papers such as
identification of possible research questions, identification of data sources, effective search
strings/criteria, and inclusion and exclusion criteria for articles. To perform this study there is
a need for some pre-planning. The identification of relevant publications in DL with trans-
formers has been considered for this survey that proved helpful for the proposed survey.

After the process of preplanning, research questions were framed accordingly. Table-1
shows the possible research questions the authors have identified in carrying out the proposed
survey along with their objectives.

Table 1. Research Questions and Objectives

Q.No | Research Questions Objectives

RQ1 | Why to choose transformers for predict- | To get an overview of Transformers and its ad-
ing disease over other models vantages for predicting the disease.

RQ2 | What are the solutions that were benefi- | Through this question, more related literature
cial in the past could be identified related to that area.

RQ 3 | What do past survey paper have con- It aimed in comparing the proposed survey
cluded? with existing papers

After framing research questions with objectives, appropriate sources should for the paper
were selected. Therefore, Broad number of reputed and trusted literature have been consid-
ered for writing a detailed survey on DL using transformers. Standard digital libraries and
databases like IEEEXplore, Springer, Frontier, Science Direct (Elsevier), Bioinformatics, IET,
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Wiley online library, Research gate etc. Electronic data sources are also recommended for the
literature survey such as articles.

Further, the search criteria was carried out by considering specific keywords like”’Gene
Expression”, “Transformers”, “Deep Learning using transformers”, “Gene Expression Da-
taset”, “Applications of gene expression using DL with transformers”, “Hybrid transformers”,
and other related keywords. Majorly considered the papers that provide a survey on DL model
as well as the centralized model in Transformers.

Eventually, after fetching many papers, the papers that were relevant to the topic (by an-
alyzing title, abstract, introduction, and conclusion) were only considered. The papers that
included an introduction to DL and a centralized system and which have the same topic were
taken into consideration. To make the survey interactive and effective, we preferred to include
recent papers of the year 2019, 2020, 2021, 2022, 2023 and early access articles. The filtering of
papers and articles are based on the parameters mentioned above. Finally, we identified and
focused on some papers having good citations. The procedures followed in studying these
approaches has been shown in the Figure 1.

Searching in Google scholar ] Perforating based on DL using
transformers
Prediction of disease
Reading the content and then filtering the Penetrating through abstracts and
content filtering the Extraneous papers

Reference perusing

Examination of Literature survey

Figure 1. Survey methodology

3. OVERALL VISION ABOUT GENE EXPRESSION

Gene expression (GE) is the practice by which the information comprised in DNA is trans-
muted into instructions for creating the proteins or additional molecules [19]. This process
encompasses, transcription of DNA into mRAN (messenger RNA), then subsequently trans-
lated into proteins. The GE Analysis (GEA) is utilized to evaluate the directive of genetic mod-
ifications that occurs under specific circumstances, in tissue or a single cells [20]. A component
of GE quantification is a contrast of the reads that are subsequent, associated with the amount
of base pairs sequenced from a fragment of DNA to a familiar transcriptome or genomic
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source. Therefore, predominant techniques for assessing GE include NGS methods (Next Gen-
eration Sequencing) and DNA microarray. The DNA microarray technique uses a 2D array
with infinitesimal spots, whereas the NGS technique delivers high speed, scalability and
throughput analysis [21, 22]. RNA-seq is considered as NGS technique which involves the
transformation of molecules of RNA to cDNA (complementary DNA). However, when com-
pared to DNA microarrays, RAN-seq delivered various advantages which includes greater
resolution, higher dynamic range, increased sensitivity and greater specificity. Transcriptome
for any species can be examined by employing RNA-seq with the aim to control the sum of
RNA at a precise time [23, 24].

GEA needs different computational approaches in order to comprehend the regulation of
genes and the part in functioning of tissues and cells. Therefore, various ML and DL methods
have been employed to attain the perceptions on how disparities in regulatory regions and
genes results in phenotypic variations namely, health, wellness and traits [25]. Further, early
computational methods for GEA has been depended on different ML and DL approaches for
predicting the function and structure of genomic components [26]. Moreover, feature engi-
neering is considered as one of the methods, which is used for handling the difficulty of high
dimensionality and moderately smaller number of samples in GE data.

3.1. Gene Expression Data
GEA is the practice of detecting the amount of transcripts exist in specific tissue or cells in
order to assess the level of expressed genes [27]. Some of the gene GED are demonstrated.

3.1.1. Microarray data

Microarray data are attained via a lab procedure, in which a sequence of DNA is comprised in
a tool which comprises of 2D array with hundreds and thousands of microscopic spots [28].
The Microarray data are employed with the aim to find the DNA or RNA [29]. Microarray data
permits for understanding of cellular process for genome-wide expression profile, which are
based on particular conditions or diseases such as cancer.one of the advantages of employing
DNA microarray is that, they permit the evaluate the expressional level of 1000 genes, how-
ever, there are few drawbacks, which includes poor accuracy and specificity.

Training transformer model for gene expression analysis present presents several analysis
present various implementation challenges, particularly in computational requirements.
These model are memory-intensive and requires significant GPU resources to manage high-
dimensional datasets effectively. Strategies such as gradient check pointing can help optimize
memory usage. Effective data pre-processing is also critical for improving model performance,
with key steps including normalization techniques like quintile normalization and log trans-
formation to stabilize variance, as well as feature selection methods such as variance thresh-
olding and statistical tests to identify relevant genes. Handling missing data through imputa-
tion and applying dimensionality reduction techniques like PCA can further enhance dataset
robustness. Addressing these challenges and pre-processing steps will provide valuable in-
sights into the practical application of transformer models in bioinformatics. This version is
more concise while preserving the original meaning and key details.

3.1.2. RNA-Seq Data

RNA-Seq method fit into NGS techniques as they possess the ability for rapid profiling [30].
RNA-Seq is utilized for measuring the expressions of gene ad aids in scrutinizing the varia-
tions in GE. The applications of RNA-Seq is according to the capacity and examine all mole-
cules of RNA in tissues and cells, which includes mRNA, miRNA, siRNA or rRNA [30]. One
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of the significant qualities of RNA seq- includes huge dynamic range and high resolution,
which resulted in huge volume of attained data and contributed to significant improvements
in transcriptomics research [29].

4. SIGNIFICANT EVOLUTION AND APPLICATIONS OF DEEP LEARNING (DL) CLAS-
SIFIERS FOR GENE EXPRESSION

Different methods have been used in the past decades for gene expression, which includes
both ML and DL methods, however, in most studies, DL techniques are employed as DL pos-
sess unbelievable potential for backing medical and paramedical specialists by minimizing the
human error rate, by aiding in diagnosing cancer and assist in analyzing the difficult data.
Further, different applications are employed for gene expressions which includes classification
of cancer. Therefore, suggested paper has employed DL methods for classification of cancer
by employing CNN, as CNN is appropriate for analyzing the variety of unstructured data, in
addition GE data consist of large number of genes and numerous researchers analyzed and
evaluated the classification of cancer by utilizing different DM, ML and statistical approaches
[31, 32]. Though, ML methods have attained decent accuracy in terms of classification, there
are some of the issue like inability of the ML algorithms to employ unstructured data has re-
stricted the utility of ML algorithms for classification tasks. Therefore, DL algorithms are used
for classification as they possess the ability to comprehend complex data. Hyper parameters
are essential setting that govern the learning process and significantly influence model perfor-
mance, with learning rate, this parameters controls how much to change the model in response
to the estimated error each tm eth model weights are updated. The capability of the DL algo-
rithms aids in identifying the cancer. Further, hybrid DL model is employed in the suggested
study and the hybrid model includes LS-CNN (Laplacian score-CNN), which aided in classi-
fication of cancer data [33]. The paper investigates the impact of activation function on trans-
former based models by utilizing rational activation functions (RAFs), which can adaptively
learn optimal activation functions from data. The influences model performance and can re-
duce the topological complexity of input data. Their experimental demonstration that the
RAF-based Transformer model (RAFT) outperforms traditional fixe activation functional
models, achieving better result on GLUE and SQuAD [34]. Well the epochs of 0.001 and 2000
by achieving 99.4% accuracy, refers to the number of complete passes through the training
dataset. Selecting an appropriate number of epochs is crucial since too few may lead to under
fitting, while too many can result in over fitting.

Similarly, search results indicates that DL based methods have generally outperformed
conventional ML methods, with many approaches employing MLP or CNN networks achiev-
ing test accuracies upwards of 90%. However the performance of current methods is sensitive
to various parameters, necessitating future improvements for generalization and robustness.
Other limitations includes a lack of interpretability and limited integration with other data
types. Table-2 shows different NN which can be used.
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Table 2. Different Neural networks
Network | Features Pros Cons
CNN No manual extraction was The model learns rapidly and Label is needed for classifi-
needed as CNN learn features | steadily cation
themselves image image/data | Performance of the model is The time required for train-
and perform the extraction di- | good ing is long
rectly from images [35] Possess strong ability to extract
the features
RNN Possess the ability to learn se- | It learns sequential events Issues to vanishing gradi-
quences and the weights are It performs significantly better ent is possible
shared across all steps and performance
neurons [36]
AE It is significantly employed re- | Labeled data is not required. Training may be disap-
duction of dimensionality and peared
extraction of features, the It require a pre-training
number of the inputs will be step
equal to number of output.
DBN This is considered to be a uni- | Over-fitting can be minimized Process can be computa-
directional connection and itis | It is effective in terms of usage tionally expensive due to
performed for both supervised | of hidden layers [38] initialization process [39]
and unsupervised [37]
TNN Transformers are NN which Possess the capability to pass Sometimes, Transformers
(Trans- learns context and understand- | various words via NN concur- can be difficult to interpret
formers ing via sequential data analy- | rently. and comprehend, since
Neural sis [40] they are trained end to end
Network) [41]

Similarly, recommended study focused on classification of cancer using gene expression data.
Different datasets employed in the suggested paper includes prostate tumor, colon tumor,
DLBCL and leukemia. Classification of gene expression data divides the cancer samples from
health samples. However, the ML techniques were not capable enough to perform cancer clas-
sification due to the small number of samples with huge number of samples in GE data. Hence
DL algorithm has been employed by the existing paper for classification of cancer. Different
DL algorithms such as DNN, RNN, CNN and I-DNN were employed, in which I-DNN deliv-
ered better outcome than the rest of the algorithms [42]. The choice optimization algorithm
affects how quickly and effectively a model learns. Different optimizers have unique strengths
and weakness depending on the specific characteristics of the datasets achieved 90% in test
accuracy. Correspondingly, a scalable and robust DL method is used in the existing study. The
model is defined as GNE model which has been aided to perform a gene network embedding.
Further, gene interactions can be predicted precisely by incorporating ML classifiers [43]. Like-
wise, a regression based MLP- SAE model was incorporated for predicting the gene expression
from SNP genotypes [44]. A semi-supervised DL method was employed for target gene ex-
pression inference. Therefore, GAN model has been employed. Existing model incorporated
the profiles with only landmark genes into the training process. The datasets incorporated in
the recommended paper were GEO dataset, GTEx dataset [45]. Though existing methods de-
livered better outcome for prediction of diseases, it still lagged in delivering effective outcome
for prediction and classification of diseases.
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4.1. Transformers

The transformer model represents a watershed moment in the evolution of deep learning mod-
els. Distinct from conventional sequence transduction models, which typically involve recur-
rent or convolutional layers, the transformer model solely harnesses attention mechanisms,
setting a new precedent in tasks such as machine translation and natural language processing
(NLP). The principal component of a transformer model is the attention mechanism, and it
comes in two forms: self-attention (also referred to as intra-attention) and multi-head atten-
tion. The attention mechanism’s core function is to model interactions between different ele-
ments in a sequence, thereby capturing the dependencies among them without regard to their
positions in the sequence. In essence, it determines the extent to which to pay attention to
various parts of the input when producing a particular output.

Self-attention mechanisms operate by creating a representation of each element in a se-
quence that captures the impact of all other elements in the sequence. This is achieved by com-
puting a score for each pair of elements, applying a Softmax function to obtain weights, and
then using these weights to form a weighted sum of the original element representations. Con-
sequently, it allows each element in the sequence to interact with all other elements, providing
a more holistic picture of the entire sequence. The multi-head attention mechanism, on the
other hand, is essentially multiple self-attention mechanisms, or heads, operating in parallel.
Each head independently computes a different learned linear transformation of the input, and
their outputs are concatenated and linearly transformed to result in the final output. This en-
ables the model to capture various types of relationships and dependencies in the data. The
self-attention mechanism in transformers significantly improves performance in handling
gene expression data by enabling the model to capture long range dependencies and relation-
ships between genes. Unlike, the traditional methods that process sequences in a sequential
manner, self-attention allows for parallel processing, which enhances computational efficiency
and scalability. This capability ensures that relevant interactions among gene are effectively
modelled, leading to more accurate predictions and insights in gene expression, by advancing
the field of genomics and personalized medicine by the self-mechanism. The capability en-
sures that relevant interactions among genes are effectively modelled, leading to more accu-
rate prediction and insights in gene expression. Various existing studies have focused on em-
ploying transformers for attaining results. The training process for transformer model can be
source intensive, often requiring substantial GPU memory and time. For example, the model
with millions of parameters can demand upward of 40 GB of GPU memory due to their com-
plex architecture and high dimensional data processing requirements. As sequence length in-
creases, memory usage grown quadratically, necessitating careful management of batch size
and input dimensions to optimize GPU utilizations. Hence, various existing studies have fo-
cused on employing transformers for attaining effective results.

Hence, the suggested paper has used a transformer-based neural network framework for
prokaryotic genome annotation, primarily focusing on Escherichia coli. The study emphasized
that a substantial part of the model’s subunits or attention heads were attuned to identify tran-
scription factors and characterize their binding sites and consensus sequences. With the spe-
cialization of the attention heads occurring automatically, it has been believed that transformer
models to be of high interest towards the creation of explainable neural networks in this field.
Further, this method opened the door to understanding well-known and possibly novel ele-
ments involved in transcription initiation [46].
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Cell type identification by analyzing scRNA-seq data is mostly limited by time-consuming
and irreproducible manual annotation. As scRNA-seq technology scales to thousands of cells
per experiment, the exponential increase in the number of cell samples makes manual annota-
tion more difficult. Therefore, suggested paper focused on Cell type identification by analyz-
ing scRNA-seq data is mostly limited by time-consuming and irreproducible manual annota-
tion. As scRNA-seq technology scales to thousands of cells per experiment, the exponential
increase in the number of cell samples makes manual annotation more difficult. Hence, a
scTransSort, a cell-type annotation method pre-trained with single-cell transcriptomics data
has been used. The scTransSort incorporates a method of representing genes as gene expres-
sion embedding blocks to reduce the sparsity of data used for cell type identification and re-
duce the computational complexity. The feature of scTransSort is that its implementation of
intelligent information extraction for unordered data, automatically extracting valid features
of cell types without the need for manually labelled features and additional references. Exper-
iments were conducted using a large number of scRNA-seq datasets from different species,
different tissues, and different platforms. All scRNA sequence datasets used in this paper are
published and publicly available datasets from multiple high-quality reports and the Gene
Expression Omnibus (GEO) [47].

Similarly, a Transformer-based deep learning method, GPTransformer, that uses geno-
typic and phenotypic data to predict FHB (Fusarium head blight) severity and DON (Deox-
ynivalenol) levels in a two-row barley population, in addition, effect of feature selection on
genomic prediction using mutual information was investigated and examine the biological
relevance of the top markers identified by the mutual information method. Further, the Trans-
former network is trained using a graphical processing unit (GPU). As the internal mechanism
of the Transformer creates a four dimensional matrix of size (batch size, number of heads,
number of markers, number of markers) at certain point, which requires a large amount of
GPU memory, the feature selection process also helps us to solve the GPU memory issue of
the Transformer. This study suggests the potential of the Transformer based method as an
alternative to the popular BLUP model for genomic prediction of complex traits such as FHB
or DON, having performed equally or better than existing machine learning and statistical
methods [48].

The suggested study has incorporated Hierarchical Multi Head Self Attention (H-MHSA)
to make self-attention computation in transformer flexible and efficient. Specifically, we first
split an image into patches, each of which is treated in the same way as a token. Instead of
computing attention across all patches, we further group patches into small grids and compute
attention within each grid. This step captures local relationships and yields more discrimina-
tive local representations. Then, merge these small grids into larger ones and compute atten-
tion within each new grid by viewing small grids at the preceding step as tokens. In this way,
we essentially capture feature relationships in the larger region. This process is iterated to re-
duce the number of tokens gradually. Throughout this procedure, our H-MHSA computes
self-attention in the increasing region sizes step by step and naturally models the global rela-
tionship in a hierarchical manner. Since each grid at each step only has a small number of
tokens, we can reduce the computational/space complexity of vision transformer dramatically.
We empirically observe that this strategy brings us better generalization results [49].

Though, there are various DL algorithms which is used for gene expression, DL with
transformer provides additional advantages which makes the prediction accurately and the
model effectively. Some of the reasons of implementing TNN over other approaches includes,

601



I. Mercy & M. Chidambaram

they can be more precise as they can comprehend the relationship between the sequential ele-
ments which are far from each other and they are quick at handling a sequence since lot of
attention is paid for its most vital parts.

The study found that while Vision Transformers (ViTs) achieved a high accuracy of 95.3%
for lung cancer classification, CNN like ResNet50 performed comparably at 94.5%, suggesting
that both architectures can be effective but may excel under different conditions, particularly
with varying dataset sizes. However, the inherent complexity of transformers complicates per-
formance assessment; their ability to capture long range dependencies offers advantages in
understanding intricate patterns, yet this benefit is not clearly delineated against the strength
of CNN and RNNs in handling local features. Thus, while transformers shows the efficiency,
the transition from the traditional models raises questions about the clinical significance of the
performance improvements [50].

Therefore, transformers are considered as a type of ANN which is utilized to unravel the
concerns of transformation or transduction of input sequences into output sequences in DL
applications. One of the significant merits of employing the transformer architecture over
other NN is that, transformers are efficient and unlike RNN, the input data do not have the
need to be processed sequentially which permit the parallelization [51]. The attention mecha-
nism is defined mathematically as:

4.1.1. Scaled Dot Product Attention:

. QK*

Attention (Q,K,V) = softmax(ﬁ)v
o

Where Q the matrix of queries, K is is the matrix of Keys, V is the matrix of values, and dj, is
the dimension of the key. The attention mechanism computes a score for each query against
all keys, normalized these scores using Softmax, and then uses these probabilities to weigh the
corresponding values. This allows the model to focus on relevant parts of the input sequence
when generating outputs.

4.1.2. Multi-Head Attention:
The multi-head attention function allows the model to jointly attend to information from dif-
ferent representation subspaces at different positions:

MultiHead(Q,K,V) = Concat(heady, ...., head,)W?°
Where each head is computed as:
head; = Attewntion(QWiQ, KWk, vwY)

Multi head attention allows the model to attend to different parts of the input sequence sim-
ultaneously. By having multiple heads, the model can capture various relationships and de-
pendencies within the data more effectively than a single attention mechanism.

4.1.3. Feed forward Neural Network:
Each position is processed independently through a feed forward neural network:

FFN(X) = ReLU(.le + bl)WZ + bz

The feedback network processes each position independently after the attention mechanism
has been applied.
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4.1.4. Layer Normalization:
Layer normalization is applied as follows:

(z—w
g

LayerNorm(z;y,B) =y +p

Where u and o are the mean and standard deviation of the layer inputs. The layer normaliza-
tion helps stabilized training by normalizing inputs across features rather than across batches.
This ensures consistent performance across different layers and helps mitigate issues related
to internal covariate shift.

4.1.5. Positional Encoding:
The position encoding used to inject information about the position of tokens in the sequence
is defined as:
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Since, transformers do not have a built in notion of sequence order, positional encoding injects
information about token position into their embedding. This helps the model understanding
the relative positions of tokens in sequences, which is crucial for task like language modelling
or sequence prediction. The transformer outperforms traditional model by providing a global
contextual understanding, enhancing predictive power, ad offering improved interpretability
for disease prediction, so transformer model is efficient than traditional disease prediction
model.

Self-attention mechanism is considered as the core of transformer, which learnt the de-
pendencies of global features. Limitations of the self-attention addresses the existing DL tech-
niques with the aim to model the genomics of the data. Unlike CNN, self-attention possess the
capability to unordered the input which includes genes in gene expression data [23]. Table 3
depicts the utilization of transformers in existing studies.

Table 3. Utilization of Transformers in Existing Studies

ral network framework subunits or attention heads were attuned to identify transcrip-

Sl. | Purpose Findings Reference
No
1. A transformer-based neu- | The study emphasized that a substantial part of the model’s

for prokaryotic genome
annotation, primarily fo-
cusing on Escherichia coli

tion factors and characterize their binding sites and consensus
sequences.

With the specialization of the attention heads occurring auto-
matically, it has been believed that transformer models to be of
high interest towards the creation of explainable neural net-
works in this field

To incorporate
scTransSort method for
representing genes as
gene expression embed-
ding blocks to reduce the
sparsity of data used for
cell type identification
and reduce the computa-
tional complexity

A scTransSort, a cell-type annotation method pretrained with
single-cell transcriptomics data has been used. The
scTransSort incorporates a method of representing genes as
gene expression embedding blocks to reduce the sparsity of
data used for cell type identification and reduce the computa-
tional complexity.

The feature of scTransSort is that its implementation of intelli-
gent information extraction for unordered data, automatically

[47]
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extracting valid features of cell types without the need for
manually labeled features and additional references.

tention computation in
transformer flexible and
efficient by employing Hi-
erarchical Multi Head Self
Attention (H-MHSA)

is treated in the same way as a token. Instead of computing at-
tention across all patches, we further group patches into small
grids and compute attention within each grid. This step cap-
tures local relationships and yields more discriminative local
representations. Then, merge these small grids into larger ones
and compute attention within each new grid by viewing small
grids at the preceding step as tokens.

In this way, features can be captured in larger region. Further,
this process is iterated to reduce the number of tokens gradu-
ally. Throughout this procedure, the H-MHSA computes self-
attention in the increasing region sizes step by step and natu-
rally models the global relationship in a hierarchical manner.
Since each grid at each step only has a small number of tokens,
we can reduce the computational/space complexity of vision
transformer dramatically.

3. To predict FHB severity The effect of feature selection on genomic prediction using [48]
and DON levels in a two- | mutual information was investigated and examine the biologi-
row barley population, in | cal relevance of the top markers identified by the mutual infor-
addition, effect of feature | mation method. Further, the Transformer network is trained
selection on genomic pre- | using a graphical processing unit (GPU).
diction using GPTrans- As the internal mechanism of the Transformer creates a four
former dimensional matrix of size (batch size, number of heads, num-
ber of markers, number of markers) at certain point, which re-
quires a large amount of GPU memory, the feature selection
process also helps us to solve the GPU memory issue of the
Transformer
4. | In order to make self-at- Specifically, we first split an image into patches, each of which [49]

Usually, a transformer is a NN architecture which exploits the idea of attention as well self-
attention in a stack of decoders and encoders. Author, in the suggested paper has employed
an architecture which has 6 encoders and 6 decoders. Initially, the input vectors are taken by
the encoder and practice them with self-attention layer afore passing it to the forward NN. In
standard architecture, each encoder will be comprised of 2 segments which includes Self-at-
tention layer (SAL) and feed forward NN. Correspondingly, the every encoder is comprised
of 3 segments which includes SAL Decoder Attention layer (DAL) and feed forward NN. Once
the network of the first encoder has been done, then the outcome is passed to the next encoder
and son on, until the final encoder sends the information to the decoders and a similar process

supervenes [51].
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Figure 2. Transformer architecture [51].

Figure 2 shows the architecture of transformer employed in the recommended paper. Trans-
formers 19, 23 and 24 received lot of consideration for biological sequence data pre-processing.
These transformed are considered as a prevailing learners of data which are sequential. Mod-
erately attributable to the employment of the SAM, which take cares the pairwise interdepend-
encies among the elements, which in turn, are sequence in nature. Lately, the transformers are
also assessed as the prevalent selections for self-supervised learning on biological sequences
[52]. Transformers are DN (deep networks) with consist of self-attention mechanism in each
layer, which permits attaining numerous enhancements pertaining to RNN and CNN models
[53]. Like transformer, suggested paper has employed R-Transformer, which utilizes the ad-
vantages of both RNNs and the multi-head attention mechanism. This model aids in capture
both local structures and global long term dependencies in sequences without any use of po-
sition embedding [54].

5. DIFFERENT DL BASED ALGORITHMS FOR GENE EXPRESSION DATASETS

5.1. Prediction of Disease

Author, have identified the genes demonstrated cancer tissues or 32 normal tissues, which was
employed to examine the functional differences between the genes widely and complete out-
come of the gene expression was exemplified rarely. The recommended outcome was aided in
detecting the landscape of gene expression and comprehending the influence of gene expres-
sion and the microenvironment of cancer [55].
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Identifying disease-related miRNA is essential for disease diagnosis and treatment. How-
ever, traditional biological experiments are highly uncertain and time-consuming. Hence, ad-
vanced intelligent computational models are needed to address this problem. Therefore, a
dual-channel transformer graph model, named DCTGM, to learn multi-scale representations
for miRNA-disease association prediction. Specifically, DCTGM includes a transformer en-
coder (TE) and GraphSAGE encoder (GE). The TE intensely captures the important interaction
information between miRNA-disease pairs, and the GE aggregates multi-hop neighbor infor-
mation of miRNA-disease association heterography to enrich node features. Then, an attention
module is proposed to aggregate the dual-channel interactive representations, and we adopt
a multi-layer perceptron (MLP) to predict the miRNA-disease association scores. For gene ex-
pression dataset, statistical analysis is crucial in identifying differentially expressed genes. Pre-
processing steps, typically involves normalization to remove systematic biases while preserv-
ing biologically relevant variations. Techniques such as log transformation and quantile nor-
malization are often employed to ensure comparability across samples. Additionally, methods
like the Two-stage Poisson model can be utilized to account for over-dispersion in RNA-seq
data, enhancing the accuracy of differential expression analyses [56].

Classification of cancer using gene expression is considered as one of the tremendously
stimulating aspects, as the dimensionality and complexity of the data is high. Existing classi-
fication models were typically depend on samples which was gathered from a distinct tissue
type and aided in performing a pre-requisite of gene feature selection, in order to prevent the
processing the full set of genes. However, these technologies lacked in captivating benefits of
genome-wise subsequent generation sequencing technologies, which delivered an image of
the entire transcriptomics. Therefore, the recommended model aided DL structure for diagno-
sis of cancer by evolving a multi-class cancer classifier which was according to entire transcrip-
tome GE that was gathered from numerous types of tumor which covered the multiple organ
sites. Hence, suggested study employed a CNN architecture, termed as Gene Xpression Net-
work (GeneXNet). This model was specifically designed for addressing the complicated nature
of gene expressions. The recommended GeneXNet model provided abilities of identifying the
alterations in genetics, driving the progression of cancer by learning genomic similarities
across various kinds of tissues without craving any precondition of gene feature selection. Due
to these reasons, GeneXNet model was capable of classifying the multi-tissues of cancer. From,
the experimental outcome it was identified that recommended model delivered accuracy rate
of 98.9% on human samples which represented 33 various type of cancer tumor across 26 or-
gan sites [57].

A neuro-fuzzy approach was employed for examining the expression of gene data from
microarray experiments. Analyzing the expression of gene led to detection and classification
of cancer, which facilitated appropriate treatment selection and improvement of drug. The
existing technique was tested on 3 benchmark cancer gene expression datasets. From the ex-
perimental outcome, it was identified that, neuro-fuzzy technique could be employed as an
effective tool for computation of microarray data examination. The neuro classification system
was according to the built-clustering algorithm, which got acknowledgement rate than the
other classifiers. GE dataset for liver cancer was used in the existing study. The quality of the
images were trained and tested for each dataset in order to enhance the quality of the genes
[58].

Molecular subtyping of cancer is considered as a crucial stage towards more individual-
ized therapy and delivers more significant biological understandings into cancer assortment.
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Though in last decade, gene expression signature was widely demonstrated as one of the ef-
fective approaches for classification, pervasive implementation has been inadequate by batch
effects, metamorphoses in platform and the trouble to classify the individual patients” samples.
Therefore, a supervised method for classification of cancer was used. The model incorporated
was DeepCC model (deep cancer subtype classification). DeepCC was based on DL. DeepCC
classifiers were used for achieving higher specificity, sensitivity, accuracy when compared to
the existing models like RF, SVM, XGBoost, GBM and multinomial LR algorithms. Robustness
of the DeepCC model was demonstrated on simulation analysis. Moreover, DF (Deep Fea-
tures) learnt by DeepCC apprehended the biological features, which was based on biological
characteristics that was related to different molecular subtypes, which enabled more com-
pressed distribution of subtypes. Hence, recommended paper aided in reducing the amount
of unclassifiable samples earlier. Therefore, it was identified that, DeepCC model was benefi-
cial for classification, which was platform independent, robust of omitted data and can be em-
ployed for single sample calculation which enabled clinical application of molecular subtyping
of cancer [59].

5.1.1. Lung cancer

A different method for attaining tailored biomarker scores explained the prominence of every
gene in detecting the subtype of the cancer for every sample by utilizing an AM. This modified
significance score was employed for PCA (post classification analysis). NMF and PCA were
both performed with the aim to identify the developing patterns within the scores of bi-
omarkers. Nevertheless, the NMF and PCA were independent of task which are associated to
classification, as there was no necessity for an end to end technique which could be imple-
mented openly for countless real time applications. Further PET images contained information
which were metabolic as they have been utilized for sub-classification of lung cancer. Never-
theless, it was challenging to mine massive PET images of carcinoma patients for DL associ-
ated applications [60].

Likewise, different type of cancer was classified according to the RNA sequence GE data
by implementing DL technique which was based on BPSO-DT (Binary Particle with Decision
Tree) and CNN. Different types of cancers, which could be identified were BRCA (Breast In-
vasive Carcinoma), LUAD (lung adenocarcinoma), UCEC (Uterine Corpus Endometrial Car-
cinoma), and LUSC (Lung Squamous Cell Carcinoma). The recommended model comprised
of 3 stages. The first phase includes pre-processing. This step aided in optimizing the high
dimensional RNA-seq and picked the only the ideal features by utilizing BPSO-DT. Further
enhanced RNA-seq was transformed to 2D images. Stage 2 dealt with augmentation, which
increased the dataset of 2086 samples to 5 times greater. Augmentation methods were picked
according to achieving the least impact on deploying the features of the images. Augmentation
phase, helped in overcoming the over-fitting issue and trained the model with the aim to ac-
complish better accuracy. Eventually, stage 3 dealt with Deep CNN architecture. 2 CL for fea-
ture extraction and 2 FCL was employed for classifying five different types of cancer. From
the outcome, accuracy obtained was 96% [61].

Though, traditional DL based methods deliver decent performance, accuracy in terms of
prediction of disease is lacking. Therefore, transformer based DL methods were employed for
prediction the disease more accurately and effectively.

Transformer based architecture leveraged SAM which encoded high throughput GE and
learnt demonstration which were computationally complicated and affluent. Nevertheless,
when compared to different datasets for applications of NLP, GE comprised of several 100 of
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1000s gene from the restricted amount of interpretations, which made it hard to proficiently
train the transformers for different applications of bioinformatics. Therefore, end to end DL
method utilized. A gene transformer (GT) was used, as it addressed the difficulty of high di-
mensional GE with a multi-head SA component by detecting the appropriate biomarkers
across the various multiple cancer subtypes without needing feature selection as a condition
for the existing algorithms. The recommended paper enhanced the overall performance of the
model. The outcome of the classification aided that gene transformer could be considered as
an effective method for classifying the subtypes of the cancer, which indicated that any en-
hancement in DL model in computational biology could be reflected. GT architecture was mo-
tivated from transformer encoder architecture which used the idea of multi-head SAM with
1D CL as a hybrid architecture with the aim to evaluate the HD GE datasets and explored
whether the demonstration leant from the AM which achieved better than the many prevailing
methods. Gene transformer was considered as an end-to-end method which prioritized fea-
tures during the testing phase and outperformed the prevailing techniques for both binary
and multiclass issues. Gene transformer technique, was considered as a preliminary challenge
in order to investigate the attention mechanism which was employed to predict the subtypes
of lung cancer. In gene expression dataset, the sample of patients were oriented in 1D array.
Hence, conventional CNN model was not considered as a viable technique for classification of
tumor. Hence, suggested paper employed improvised version of 2D CNN model, which was
termed as 1D-CNN model [16].
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Figure 3. Graphical representations of the end to end DL for lung cancer subtype classification [16].

Recommended paper, employed miRe2e, which was the end — end DL technique for pre-
miRNA prediction. miR2e approach was based on transformers, which is a neural architecture
that employed AM (Attention Mechanism) with the aim to deduce the global dependencies
between various inputs and outputs. It possessed the ability of getting the raw genome-wide
data as input without any need of feature engineering or pre-processing process. This model
aided in delivering more enhanced outcome [62].

CNN + Transformer hybrid architecture for GE level as well as epigenetic feature predic-
tion was employed in enformer46, as enformer 46 was considered to be the first to do so. Thus,
the model possess the potential to capture improved biological phenomenon, which includes
enhancers that aided in controlling the promoters regardless of distance between the huge
sequences of DNA. Therefore, it led to upsurge of significant performance in cell-type specific
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gene expression prediction correlations [63]. Similarly, a DL technique has been employed for
single cell category prediction by amalgamation of CNN with transformer with the aim to
extract the powerful features. I-TM is used for extraction of features of the gene expression
matric. Further, features were extracted using CNN model [64].

The unique characteristics of the gene expression aids the interpretable DL models which
was personalized for transcriptomics study using different DL models. However, there are
few encounters in evolving the DL techniques for modelling the expression of genes, hence
suggested study employed T-GEM model for modelling the interactions of gene-gene and con-
firmed the usefulness for GE based prediction of the cancer associated phenotypes which in-
cluded prediction of types of cancer and immune cell type classification. Hence, the mecha-
nism of T-GEM was examined carefully and demonstrated that higher layer focused on phe-
notype related genes, whereas the first layer focused on broader attention. Therefore, the abil-
ity of T-GEM on the prediction of cancer type was demonstrated by utilizing TGCA data and
the immune cell type of identified using scRNA-seq data [13].

The objective of the study was to classify the subtypes of the tumor and determining the
significant gene in each subtype. This aided in evolving an amalgamated technique with the
aim to detect the early-stage of cancer or distinguish the subtypes of the tumor. Over the past
decade, both DL and ML techniques have been employed for classifying the subtypes of cancer
from the GE dataset. However, these techniques were theoretically biased toward the detec-
tion of biomarkers of cancer. Therefore, DeepGene transformer, which was considered as an
end- to-end DL method, addressed the complications of high dimensional gene expression
with the multi-head self-attention module (MHSA). This module aided by detecting the rele-
vant biomarkers across multiple-subtypes of cancer without any need of feature selection as a
precondition for the classification of the algorithm [65].

In the last few years, different traditional ML and DL algorithms were used for disease
classification using gene expressions. However, in recent days, VIN (Vision Transformer Net-
works) have delivered favorable performance in countless fields owing to prevailing AM (At-
tention Mechanism) which provided restored perception into data features. Still the network
models have not been reconnoitered for analysis of gene expression. Therefore, suggested pa-
per performed dimensionality reduction using a stacked auto-encoder which was followed by
using an improved deep insight (I-DI) algorithm which converted the data into image format.
The recommended study performed three techniques which comprised of 3 stages, which in-
cludes pre-processing, conversion of the data to image and classification. Further, classifica-
tion model was built by feeding the data to the vision transformer. I-DI worked on principle
of t-SNE (t-distributed Stochastic Neighbor Embedding). Further, all relevant genes, which
was picked by the stacked auto-encoder were preserved by employing channel expansion al-
gorithm, with the aim to serve the vision of the transformer in image format. Hence, the exist-
ing algorithm outperformed the prevailing algorithms in terms of selection of gene and cancer
classification approaches. The dataset which was incorporated was GeneViT dataset, which
was available for both binary and multiclass classification [66].

5.1.2. Stomach cancer

Stomach cancer which was associated of genes are associated for treatment of cancer and aided
in serving as significant biological markers in order to evaluate diagnosis or prognosis, but
also helped in giving reaction for the treatment. Consequently, it is significant to identify the
candidate genes (CG) and examine the data for stomach cancer. Hence, suggested study amal-
gamated RNA-Seq gene expression data for stomach cancer which was acquired from TCGA
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(An Open DB with Clinical Data), which examined for CG and examined these genes using a
DL algorithm. In specific, candidate genes were chosen, as they could be distinguished be-
tween the patients between the cancer and healthy patients by PCA. A classification was at-
tained by PCA method and the accuracy of the value was predicted, however, the accuracy
was predicted to be lower than the other methods [67].

Auto-encoder was used for reducing the count of features. Further, recommended paper
focused on feature reconstruction and aided in eliminating the noise within the data and the
features with 0 variance across samples. This model facilitated in feature extraction with high-
est variances, which influenced the probabilities of survival, moreover, it estimated the prob-
ability of the survival for each patient by applying cox regression and random survival forest.
Then, GPU (Graphical processing unit) was applied for speeding up the process. Eventually,
the model was assessed and compared with various prevailing models on 3 different datasets
on the basis of calibration curve, concordance index and run time. Eventually, GO molecular
functions and biological pathways were evaluated for important genes [68].

Author has stated that, cancer have been diagnosed depending on the expression of genes
through DNA microarray technology. The critical tactic for detecting the tumor are delivered
by clustering the genes expression data. Nonetheless, the expression of gene data is accus-
tomed as high-proportionate and substantial scale. Nearly, a tiny quantity of genes are re-
quired for diagnosis of cancer, even though the search space could be high. In the course of
the process of classification, repetition and proportion of the gene expression data was mini-
mized by feature selection. Hence, an organized and dominant feature selection algorithm
was employed for fastening the learning function of the classifiers and aided in regulating the
classification correctness [69]. Similarly, Experts aided in discovering the likelihood of the dis-
eases, with the help of large amount of gene expression data, which has been identified via
DNA microarray technique. This technique aided in providing optimistic outcome during the
last few years. Though, there are few challenges which needs to be addressed. The dataset
employed in the study was gene dataset and the model which was implemented in the recom-
mended paper was DNN algorithm. From, the experimental outcome, it was identified that
DNN algorithm delivered accuracy rate of 72.5%, when compared to the prevailing algorithms

[1].

5.2. Drug discovery

The detection and enlargement of drug is a long, expensive, daunting and ineffective proce-
dure. Regardless of advancements in technology in last 2 years, there has been some issues
related to discovery of drugs with gene expression. Therefore, in the past data, it has been
identified that, advancements in the information technology and growth of automation has
led to production and collection of huge quantity of compound activity and biomedical data.
Therefore, improvement in the realm of DL has should be employed for discovery of drug.
Hence, recommended paper utilized a deep neural model termed DTSyn (Dual Transformer
model for drug pair Synergy prediction) based on multi-head attention mechanism to identify
different drug combinations. Hence, the paper focused on designing a fine-granularity trans-
former for capturing chemical substructure-gene and gene-gene associations and a coarse-
granularity transformer for extracting chemical-chemical and chemical-cell line interactions.
DTSyn can extract interactions among chemicals and cell lines, which may represent the mech-
anisms of drug action. Different existing methods only consider extracting chemical-cell line
associations from one granularity, neglecting other dimensional interactions. To address the
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aforementioned problems, recommended paper implemented a dual-transformer based deep
neural network named DTSyn (Dual-Transformer neural network predicting Synergistic
pairs) for predicting potential drug synergies. From the experimental outcome, it was identi-
fied that DTSyn utilizing dual-transformers has the great potential in identifying novel syner-
gistic drug pairs and also providing possible interpretability in mechanisms of drug actions
[70].

Likewise, DeepCE utilized transformer, which can learn about biological relations be-
tween chemical substructures and genes, to predict drug-induced expression profiles. Moreo-
ver, DeepCE utilizes a graph neural network and multihead attention mechanism to model
chemical substructure—gene and gene—gene associations—for predicting the differential gene
expression profile perturbed by de novo chemicals. Furthermore, data augmentation method
that extracts useful information from unreliable experiments in the dataset has been used in
the suggested paper [71].

Correspondingly, suggested study has employed 2 discrete datasets, which is induced for
gene expression profiles by from open TG-GATEs and existence of information from FAERS
DB, which could be applied for various ADRs. It incorporated data cleaning and data filtering
along with hyper parameter tuning and feature selection. By employing DNN, 14 predictive
approaches were built with a validation accuracy of 89.4%, which displayed the predicted
ADRs reliably and steadily. From the findings it was assumed that recommended model was
beneficial for detection of drug discovery [72].

The prediction of sensitivity and selection of drug responsive biomarker was considered
as one of the key steps in discovery of drug. Different computational approaches have been
established to assist the purpose, comprising various DNN techniques. Nevertheless, the mod-
ular relations among the genomic features was hugely unnoticed in the models. Therefore,
with the aim to overcome the limitations, the role of the gene co-expression network on pre-
diction of drug sensitivity was explored in the suggested study. Therefore, network based ap-
proach was first detected for representative feature for prediction of drug response by em-
ploying the gene co-expression network. Further, 2 Graph based NN techniques were em-
ployed and both these models were integrated for gene network information straight into NN
for prediction of outcome. Further, the model was compared with other existing techniques
such as SVR, RF, Elastic Net, and Partial Least Square Regression and other DNN approaches
for prediction of the drug sensitivity. The relation between the genomic features are consid-
ered to be robust and steady when compared to correlation between each individual genomic
features and drug response in more dimension and low size of sample in genomic datasets
[73].

Suggested study has employed DeepTTA model which utilized transformer for represen-
tation of drug and learning and MNN for transcriptomic data prediction of anti-cancer drug
responses. DeepTTA model transcriptomic GE data and substructures of drugs for the predic-
tion of drug response [74]. From the experimental outcome, it was identified that, DeepTTA
model achieved better performance in terms of all RMSE, PCCE (Pearson correlation co-effi-
cient) and SRCC (Spearman’s Rank Correlation Co-Efficient). Therefore, it was identified that,
DeepTTA model was considered as an effective method for cancer drug design.

Similarly, response of drug was identified by integrating the DL graph regularized matrix
factorization (Deep GRMF) along with graph models, NN, matrix factorization method with
the aim to apply the diverse information from chemical structure of drug. Control of cellular
signaling system and cancer cell states to forecast the response to drug. DeepGRMF learnt the
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embedding’s of the drugs so that the sharing of drug edifices as well as the mechanism of the
actions which are correspondingly related in the embedding the space. Prediction perfor-
mance of the model was enhanced by evaluating the DeepGRME model. Further, the model
was effective for predicting the chemotherapy for lung cancer patients. The dataset imple-
mented was TCGA dataset. Moreover, CCLE and GDSC dataset was retained as these datasets
contained GE data of 2,758 genes in 954 and 477 cell lines distinctly. The DeepGRMF approach
only utilized gene expression profiling data and additionally incorporating the genomic vari-
ations and epigenetic information, which will possibly enhance the performance of the model.
The drug sensitivity forecasting was considered to be not as good as cell line prediction [75].
Table-4 shows the drug discovery employed using different architecture.

Table 4. Drug discovery using DL with Transformers

Year | Model Architecture | Find-

ings
2019 | Multi Head Attention Molecular Transformer (BioNavi-NP ) [76] | Transformer | 89%
2021 | DNN [72] N/A 89.4%
2020 | Molecular transformer [77] Transformer | N/A
2022 | SCROP [78] Transformer | N/A
2022 | DeepTTA [74] Transformer | N/A
N/A - Not Available

6. COMPARATIVE ANALYSIS

Various DL using transformers are used for prediction diseases based on their type, dataset,
process are tabulated in the Table 5.

Table 5. Comparative analysis

Refer-
ences

Year

Model

Type

Dataset

Process

(16]

2021

Gene Trans-
former

Transformer

The Cancer
Genomic
Atlas
(TCGA)

A gene transformer was used, as it addressed
the difficulty of high dimensional gene ex-
pression with a multi-head SA module by de-
tecting the appropriate biomarkers across the
various several subtypes of cancer without
needing feature selection as a pre-requisite
for the existing classification algorithms.

The outcome of the classification aided that
gene transformer could be considered as an
effective method for classifying the subtypes
of the cancer, which indicated that any en-
hancement in DL model

[62]

2022

miRe2e

Transformer

Gene ex-
pression

miRe2e, which was the end — end DL tech-
nique for pre-miRNA prediction. miR2e ap-
proach was based on transformers, which is a
neural architecture that employed AM (At-
tention Mechanism) with the aim to deduce
the global dependencies between various in-
puts and outputs
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(25]

2022

DeepTTA

Transformer

Gene ex-
pression

DeepTTA model utilized transformer for rep-
resentation of drug and learning and MNN
for transcriptomic data prediction of anti-can-
cer drug responses. DeepTTA model tran-
scriptomic GE data and substructures of
drugs for the prediction of drug response.
From the experimental outcome, it was iden-
tified that, DeepTTA model achieved better
performance in terms of all RMSE, PCCE
(Pearson correlation co-efficient) and SRCC
(Spearman’s Rank Correlation Co-Efficient).

[66]

2023

Improved
deep insight
(I-DI)

Transformer

10 Bench-
mark Da-
tasets

I-DI worked on principle of t-SNE (t-distrib-
uted stochastic neighbor embedding).
Model performed three techniques which
comprised of 3 stages, which includes pre-
processing, conversion of the data to image
and classification.

[65]

2023

DeepGene

Transformer

Gene Ex-
pression
Dataset

DeepGene transformer, which was consid-
ered as an end- to-end DL method, addressed
the complications of high dimensional gene
expression with the multi-head self-attention
module (MHSA).

This module aided by detecting the relevant
biomarkers across multiple-subtypes of can-
cer without any need of feature selection as a
precondition for the classification of the algo-
rithm

From the table, it can be interpreted that, transformers are used more from the year 2021. Dif-
ferent existing studies from 2021 has started using transformers in their model along with dif-
ferent datasets. Various models such as gene transformer, miRe2e, DeepTTA, Improved deep

insight (I-DI), DeepGene models are implemented by various existing studies.

7. CRITICAL ANALYSIS

An analysis is carried out with respect to various aspects used by different traditional works

prediction of diseases. 13 paper are considered for analysis. Applications of transformers for
gene expression dataset have been mentioned in the Fig. 4. The obtained results are graphically
presented in Fig. 4 have been considered.
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Transformers in different applications
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Figure 4. Transformers in different application.

Figure 4 shows the classification of different papers employed based on the topic. 46% shows
the paper which dealt with prediction of lung cancer, 15% of papers dealt with stomach cancer
and rest of the 8% papers dealt with prediction of other diseases and finally, rest of the, 31%
of the papers dealt with drug discovery. Figure 5 shows the analysis of papers which involves
DL models with transformers and without transformers.

Critical Analysis

EGA mWOA ERGADP

Figure 5. DL methods with transformers and without transformers.

8. FUTURE RECOMMENDATIONS

Various gaps identified through analysis of the existing works are listed below.

e Future work of the recommended paper focused on employing CNN for cancer multi-class
classification [79].

e Future work of the suggested study focused on analyzing the function of the candidate
genes and correlations in the expression depending on DL and incorporation of big data
has the possibility to assist the detection of stomach cancer in early stage along with the
development of treatment techniques and approaches with the aim to predict the prognosis
[67].
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e Though, ML has the potential to deliver satisfactory accuracy there are some of the issues
like inability of the ML algorithms to employ unstructured data has restricted the utility of
ML algorithms for classification tasks. Therefore, DL algorithms are preferred over ML, as
they possess the ability to comprehend complex data.

Though there are various NN in DL, Transformers is utilized very less, therefore as a part of
future work, disease can be predicted by employing various DL algorithm along with trans-
formers, with the aim to predict accurate value for disease prediction, as Transformers models
have demonstrated increased robustness and sturdiness more than models which delivered
competitive performance on standards with different formats of data. One of the advantages
of employing Transformer is that, the self-attention mechanism permits to use contextual in-
formation for any location in the input sequence and aids in capturing long range dependen-
cies when compared to existing models and further, it allows higher parallelization when com-
pared to RNN model.

9. CONCLUSION

The present study reviewed different experimenters work using DL for prediction of disease.
Different DL algorithms and DL algorithms using transformers were examined in the present
study. The corresponding features of related methods based on DL algorithms using trans-
formers along with related datasets were presented. Based on DL algorithms and DL with
transformers, prediction of diseases were found effectively. These transformers aids in deliv-
ering great accuracy and are efficient in terms of prediction of diseases. Since transformers
possess different advantages such as increased capacity of the model, which allows to capture
the complex relationships in sequential data, its ability to process the sequences in parallel,
which makes it efficient and faster than conventional models. However, despite having several
advantages, there have been limited studies in terms of using it prediction of diseases. Further,
different applications like cancer prediction, drug discovery are mentioned in the present
study. In addition, it has been observed that, incorporation of transformers in DL algorithms
were implemented more from the year 2021, still there are few complications which needs to
be overcome for prediction of diseases. Therefore, DL using transformers along with gene da-
tasets will be helps in predicting the diseases. Additionally, this study would aids the research-
ers for their innovations in this area for enhancing the effectiveness and efficiency in prediction
of disease.
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SUMMARY

Context: Bioinformatics is a combination of different fields including computer science, biology, infor-
mation technology and statistics which is used to analyze and interpret the biological data. It is used to
design and discover novel drugs through biological data analysis and potential target identification.
With increasing drug resistance among bacterial species, there is a need to develop new drugs. Aims:
However, the drug discovery procedure is laborious, expensive and time-consuming. The new drug
identification consists of various steps including target identification, target protein structure analysis,
potential drug candidate identification, detecting the safety and efficacy of drug, optimizing them and
finally validating the drug. Bioinformatics has a vital role in all these steps. Bioinformatics has emerged
as a powerful tool in the field of drug design and discovery, enabling the rapid identification of potential
drug targets, optimization of lead compounds, and prediction of drug interactions. For instance, anal-
ysis of protein sequences and genetic data enables target identification. Methods: Once the target pro-
tein is recognized, its structure can be investigated using bioinformatics tools. Identification of potential
ligand binding sites allows for screening of compound databases to find drug candidates. A review of
the relevant literature highlights that the identification of potential ligand binding sites allows for
screening of compound databases to find drug candidates. Simulations of target protein and biomole-
cule interactions aid in predicting drug safety and efficacy. Results: Bioinformatics is utilized for drug
optimization to improve safety and efficacy. Recently pharmacophore and molecular docking process
are used for screening of thousands of candidate molecules to a few promising leads. In this paper, drug
design and discovery has been done with the use of bioinformatics tool in the field of network pharma-
cology. This paper reviews the application of bioinformatics tools within the field of network pharma-
cology, focusing on methodologies for drug design and discovery. It aims to clarify existing approaches
and propose future directions in the context of drug development, rather than suggesting that original
drug design and discovery work has been conducted by the authors.

Keywords: bioinformatics; target protein; ligand binding site; biomolecule interaction; pharmacophore;
docking; pharmacology.

RESUMEN

Disefio y descubrimiento de farmacos con herramientas bioinformaticas
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Contexto: La bioinformatica es una combinacidn de diferentes campos, como la informatica, la biologia,
las tecnologias de la informacién y la estadistica, que se utiliza para analizar e interpretar datos biold-
gicos. Se utiliza para disenar y descubrir nuevos farmacos mediante el analisis de datos bioldgicos y la
identificacion de posibles dianas. Debido al aumento de la resistencia a los fdrmacos en las especies
bacterianas, surge la necesidad de desarrollar nuevos farmacos. Objetivos: Sin embargo, el proceso de
descubrimiento de farmacos es laborioso, costoso y requiere mucho tiempo. La identificaciéon de nuevos
farmacos consta de varios pasos: la identificacion de la diana, el andlisis de la estructura de la proteina
diana, la identificacion de posibles candidatos a farmacos, la deteccién de la seguridad y la eficacia de
los farmacos, su optimizacion y, finalmente, la validacion del farmaco. La bioinformatica desempefia
un papel fundamental en todos estos pasos. La bioinformatica se ha convertido en una herramienta
poderosa en el campo del disefio y descubrimiento de farmacos, permitiendo la rapida identificacion de
posibles dianas farmacoldgicas, la optimizacién de compuestos clave y la prediccion de interacciones
farmacologicas. Por ejemplo, el andlisis de secuencias de proteinas y datos genéticos permite la identi-
ficacion de la diana. Métodos: Una vez reconocida la proteina diana, se puede investigar su estructura
mediante herramientas bioinformaticas. La identificacién de posibles sitios de union de ligandos per-
mite el cribado de bases de datos de compuestos para encontrar farmacos candidatos. Una revision de
la literatura relevante destaca que la identificacion de posibles sitios de unién de ligandos permite el
cribado de bases de datos de compuestos para encontrar farmacos candidatos. Las simulaciones de pro-
teinas diana e interacciones biomoleculares ayudan a predecir la seguridad y eficacia de los farmacos.
Resultados: La bioinformatica se utiliza para la optimizacion de farmacos con el fin de mejorar la segu-
ridad y eficacia. Recientemente, el farmacoforo y el proceso de acoplamiento molecular se han utilizado
para el cribado de miles de moléculas candidatas hasta encontrar unas pocas lineas prometedoras. En
este articulo, se ha realizado el disefio y descubrimiento de farmacos mediante herramientas bioinfor-
maticas en el campo de la farmacologia de redes. Este articulo revisa la aplicacion de herramientas bio-
informaticas en el campo de la farmacologia de redes, centrandose en las metodologias para el disefio y
descubrimiento de farmacos. Su objetivo es aclarar los enfoques existentes y proponer futuras direccio-
nes en el contexto del desarrollo de fdrmacos, en lugar de sugerir que el trabajo original de disefio y
descubrimiento de farmacos haya sido realizado por los autores.

Palabras clave: bioinformatica; proteinas diana; sitio de unién de ligando; interacciéon biomolecular;
farmacoéforo; acoplamiento; farmacologia.

RESUMO
Projeto e descoberta de farmacos com ferramentas de bioinformatica

Contexto: A bioinformatica é uma combinacdo de diferentes areas, incluindo ciéncia da computacao,
biologia, tecnologia da informacio e estatistica, utilizada para analisar e interpretar dados biolégicos. E
utilizada para projetar e descobrir novos fdrmacos por meio da andlise de dados bioldgicos e da identi-
ficacdo de potenciais alvos. Com o aumento da resisténcia a faArmacos entre espécies bacterianas, surge
a necessidade de desenvolver novos farmacos. Objetivos: No entanto, o procedimento de descoberta
de farmacos € trabalhoso, caro e demorado. A identificagdo de novos farmacos consiste em varias etapas,
incluindo a identificacdo do alvo, a andlise da estrutura da proteina alvo, a identificagao de potenciais
candidatos a farmacos, a detecgdo da seguranca e eficacia dos farmacos, a otimiza¢do dos mesmos e,
finalmente, a validacdo do farmaco. A bioinformatica desempenha um papel vital em todas essas etapas.
A bioinformatica emergiu como uma ferramenta poderosa no campo do projeto e descoberta de farma-
cos, permitindo a rapida identificagdo de potenciais alvos, a otimizagao de compostos lideres e a previ-
sao de interagdes medicamentosas. Por exemplo, a analise de sequéncias de proteinas e dados genéticos
permite a identificagao do alvo. Métodos: Uma vez reconhecida a proteina alvo, sua estrutura pode ser
investigada utilizando ferramentas de bioinformatica. A identificagao de potenciais sitios de ligacao de
ligantes permite a triagem de bancos de dados de compostos para encontrar candidatos a farmacos.
Uma revisao da literatura relevante destaca que a identificacdo de potenciais sitios de ligagao de ligantes
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permite a triagem de bancos de dados de compostos para encontrar candidatos a farmacos. Simulagoes
de interacdes entre proteinas-alvo e biomoléculas auxiliam na previsdo da seguranga e eficacia de far-
macos. Resultados: A bioinformatica é utilizada na otimizac¢ao de farmacos para melhorar a seguranga
e a eficacia. Recentemente, o farmacéforo e o processo de docking molecular tém sido utilizados para a
triagem de milhares de moléculas candidatas a algumas pistas promissoras. Neste artigo, o projeto e a
descoberta de farmacos foram realizados com o uso de ferramentas de bioinformatica na area de farma-
cologia de redes. Este artigo analisa a aplicacao de ferramentas de bioinformatica na area de farmacolo-
gia de redes, com foco em metodologias para projeto e descoberta de farmacos. O objetivo é esclarecer
as abordagens existentes e propor dire¢des futuras no contexto do desenvolvimento de farmacos, em
vez de sugerir que o trabalho original de projeto e descoberta de farmacos foi conduzido pelos autores.

Palavras-chave: bioinformatica; proteina-alvo; sitio de ligacao de ligantes; interacdo com biomoléculas;
farmacéforo; docking; farmacologia.

1. INTRODUCTION

Bioinformatics is defined as the process of computational technique to evaluate the data re-
lated to the biomolecule. It is the technique of storing, fetching, organizing and evaluating as
well as interpreting and usage of information from sequences and biomolecules [1]. The three
main reason for incorporating Bioinformatics tools are as follows [2], 1) It organizes data in the
form that the researchers can fetch information and submit the new data entries they pro-
duced. The protein data bank is the best example for storing 3D macromolecular structures. 2)
It develops resources as well as tools which helps in evaluating the data. The selected protein
is sequenced and analyzed with the existing sequences. Example such as FASTA and PSI
BLAST programs [3] will analyze the resemblance of biological data. It requires both the
knowledge of computational theory as well as biology. 3) Finally, it makes use of tools to eval-
uate the biological data and interpret the outcomes in a biologically significant manner. The
biological systems investigate an individual in broad view, and compare with the less that are
similar. In the tool of bioinformatics, the data analysis is performed globally with the existing
data and it signifies the features that are identical.

The two main principles underlying in the analysis of bioinformatics tools are as follows
[4], 1) Comparing and evaluating the data in specification with the biological similarities. 2)
Analyzing single mode of data to interpret and evaluation for another set of data.

Margaret Dayhoff referred to the “mother as well as father of bioinformatics” pioneered
the bioinformatics application in the biochemistry field. She created a new software “COSMO-
PROTEIN” working associated with Robert. S. Ledley. They analyzed the biological problems
through computational methodology. In the application, the input as well as output data are
the sequences of amino acid and is represented by three letter abbreviation. For example, Ly-
sine-Lys, and Serine-Ser. Dayhoff simplified the methodology and transformed it to one-letter
code which is used today [5].

Thr-His-Glu-Cys [Peptide]

Thr-His-Glu-Cys Glu-Cys-Ala-Thr [Peptide]
Glu-Cys-Ala-Thr Lys-Thr-His [Peptide]
Lys-Thr-His —p- | Met-Ile-Lys [Peptide]

Met-Ile-His e e e e e ey
Met-Ile-Lys-Thr-His-Glu-Cys-Ala-Thr [Protein]

Figure 1. Example of COSMOPROTEIN input and output of protein sequences.
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In Figure 1, resembles the input and output data of the protein sequence of COSMOPROTEIN
software. The input is the Edman sequence of peptide and it is abbreviated by the three letter
words. The output is nothing but the consensus sequence of protein and it is also represented
by three letter words. The software referred to as “IBM 7090 — a complete computer applica-
tion” and it is constructed to demonstrate the primary structure of protein. It is evaluated by
the utilization of Edman peptide sequencing. It is coded in FORTRAN which is called as de
novo assembler of sequences.

Life scientists are not involving directly in accessing the bioinformatics tool and require
adequate skill in understanding the significance of bioinformatics to prevent misuse and in-
terpretation error in the outcome. This leads to significant increase of availability of user
friendly application such as Galaxy and the communities such as Bio Star and SEQ answers. It
also require skilled bio-informatician to operate this application. Hence, the university adopt
bioinformatics in their curriculum of biological science departments [6].

600 000 000
— GenBank ——WGS

500 000 000

1% Genbank release

400 000 000 (Dec. 1982)
606 sequences

300 000 000

15t WGS release
(April 2002)
172,768 sequences

200 000 000

Total amount of sequences

100 000 000

0
1982 1998 2001 2004 2006 2009 2012 2015 2017

Figure 2. Databases of NCBI Gen Bank, Whole Genome Shotgun (WGS) genome sequences correlate
with the time.

In the year 2008, Moore’s law became less accurate in determining the DNA sequencing. The
magnitude of the outcome falls rapidly in emerging technologies. Therefore, it resulted in the
drastic increase of sequences in the databases of GenBank as well as WGS-Whole-Genome
Shotgun. It has produced data beyond the level of Exabyte - 108. The computational resources
are needed for the proper storage and organization for their ease of access and usability [7].
Bioinformatics is the intertwined field that comprises of computer in the biology field. In the
Brown’s theory of hypothetical future, biology as well as bioinformatics are inter-related with
one another and commonly referred to as simply biology. There is no distinction of two fields.
The graph is the easiest method of explaining a complex system that comprises of collection
of objects and their associations. As the machine learning is succeeded in the bioinformatics
system, its outcome is represented by the Euclidean domain. Therefore for complex data anal-
ysis, graphical methodology is used to compress the graph in low-dimension which occupies
less space preserving node properties and topology.
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Input Method Embedding
— Feature

Poosl Embedding f Task results
> N

eural » Task results
Fusion I Network I End-to-end

Figure 3. Graphical embedded and neural methods comparative analysis.

Attribute

|

There are two major classification in the graphical methodologies of bioinformatics pro-
cess. They are listed as follows, 1) Graphical Embedding Methods (GEM), 2) Graphical Neural
Networks (GNN)

The graphical embedding aims to observe low-dimensional significance of nodes that pre-
serve graphical topology. GNN not only observes the embedding but also completes the work
on graphs at the end process. These techniques are widely used for analysis in bioinformatics
tool. Figure 3 represents the comparison of graphical embedding methods and neural net-
works which had its significance in the field of bioinformatics. The GEM produce node repre-
sentation which can be linked together with the machine learning methodologies to operate
downstream task. GNN combines the topology as well as attributes to work on end to end
tasks [8].

The development of physiology, molecular biology and other fields leads to the awareness
of biomolecule process and their role in performing biochemical activities [9]. The modelling
and evaluating of the biological graphs to resolve the issues of complication can be classified
into three phases. They are, 1) Bipartite graph [10] and it is significant in the drug indication
process such as drug-target association graph [11]. 2) Multi relational graph [12] and it is sig-
nificant for analyzing drug discovery and its remedies. It focusses on the drug-disease, drug-
gene, and drug-drug associations. 3) Biomedical graph also referred to as knowledge graph
[13] and it is used in the database of PharmGKB, Gene Ontology and DrugBank for treatment
of diseases [14].

1.1. Drug Discovery On The Basis Of Computational Tools
In traditional method, drug design and discovery is tedious as well as time consuming tech-
nique and also an expensive process. It will take an average of ten to fifteen years for the drug
to reach market. It leads to the generation of CADD (Computer Aided Drug Design) systems
which are ligand-based, structure-based as well as system based. The process is carried out in
five stages [15].
Stage 1. Identification of target. It reveals the target protein which identify the diseases at
the first stage of process.
Stage 2. At the second stage, the screening of identical compound that inhibits the target
protein. These compounds are segregated.
Stage 3. At the third stage, the transformation of identical compounds to lead compound
will take place. The optimization of the lead compound used for the treatment of disease
will be identified.
Stage 4. Next, the evaluation of pharmacokinetic properties of the optimized drug com-
pound. It will provide the complete information regarding the drug and target association.
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Stage 5. Finally, the adverse effects of the drug can be determined by the process of AD-
MET - Adsorption, Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicity. This process is car-
ried out in the initial stage of drug development to increase the success rate as well as
minimization of time consuming process.

Target Hit Lead Pre-clinical Clinical
Discovery Identification Optimization trials trials
Identify Screen for Hit Hit-to-Lead Evaluate Evaluate
disease compounds to conversion pharmaco- safety, dosage,
modulating inhibit target and lead kinetic efficacy and
target protein protein optimization properties adverse effects

Ligand-based + QSAR modeling

» Computational chemistry
+ Chemical space

+ Cheminformatics

* Molecular profiling

‘ Structure-based

l

‘ Systems-based |

* Molecular modeling

+ Protein structure prediction
* Molecular docking

+ Molecular dynamics

—

» Network pharmacology
+ Proteochemometric modeling
» Pathway analysis

!

Figure 4. Drug discover methodology through computational tools.

Figure 4 demonstrates the complete drug discovery process, which is categorized into five
critical stages namely the Target Discovery, Hit Identification, Lead Optimization, Pre-clinical
Trials, and Clinical Trials. In the initial stage, Target Discovery used to recognize the disease
moderating target proteins that is utilized in numerous diseases. The next phase, Lead Opti-
mization, is utilized in converting identified hits into lead compounds by rigorous refinement
to enrich their pharmacological properties. The Pre-clinical Trials, where the pharmacokinetic
properties of optimized leads are estimated, evaluating their ADME (absorption, distribution,
metabolism and excretion) features. Finally, Clinical Trials are conducted to evaluate the
safety, dosage, efficacy and adverse effects of the drug in humans. Additionally, there are three
approaches namely Ligand-based methods, which used the techniques such as QSAR (Quan-
titative Structure-Activity Relationship) modeling and molecular profiling, Structure-based
methods, which mainly involves the molecular modeling and Systems-based approaches that
incorporate network pharmacology and which is used to understand the biological associa-
tions of drug candidates. This structured framework guarantees a systematic transition from
identifying targets to the development of secure and efficient pharmaceuticals.

The implementation of CADD in the system at the stage of target identification through
experiments in wet-lab and followed by HTS-high throughput screening [16]. Due to huge
requirement of resources with the extensive cost leads to the generation of molecular docking
process [17]. It makes use of known target screened against the virtual library. This process is
a highly efficient one but it requires crystal structure of the compounds. If the crystal structure
is not available, de novo prediction technique will be used for screening process. It will deter-
mine the compound with the high degree of binding affinity (Figure 4).
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The huge number of bioactivity sets will be analyzed by QSAR- Quantitative Structure
Activity Relationship [18]. It predicts the activity of compounds through their structures.
Those predictions are used in the process of target identification, ADMET-Adsorption and
Metabolism prediction and drug repurposing process. In the available computational tools, it
is important to focus on the quality of data rather than the quantity. Many analysis has been
performed to illustrate the quality of data but the outcome is the prediction of the compounds
which provide false positive result during analysis [19]. Therefore, proper workflows as well
as pipelines are needed for ensuring the computational research to be more accurate.

Due to high level of data sets, the utilization of shared as well as public in the form of
cloud or HPC-High performance Computing infrastructure of computational tool is required
[20]. It added next level of complexity for the reproducibility of computational analysis. To
obtain the portability between the systems, tools such as virtual machines and also virtual
containers are utilized. High level of automation can be obtained through connection of con-
tainers with the virtual machines. It facilitates highly reliable as well as replicable services such
as deploying models acts as a services compared to networks.

1.2. Problem Statement

In drug design and discovery, merging bioinformatics tools offers a hopeful strategy to speed
up the finding of new drug targets, improving lead compounds, and forecasting drug interac-
tions. Nevertheless, even with the progress made in bioinformatics, there are still obstacles
and deficiencies that must be resolved in order to improve the efficiency and effectiveness of
drug discovery processes. The complexity of biological systems makes it difficult to accurately
model drug interactions and predict drug effectiveness. Bioinformatics tools must consider the
intricacy of biological processes in order to enhance the precision of drug design and discov-
ery. The wealth of data from genomics, proteomics, and other omics areas requires reliable
tools for data integration and analysis to uncover valuable insights for drug discovery.

Bioinformatics tools need to efficiently manage and analyze various data sets in order to
support well-informed decision-making. The designing of new drugs involves the develop-
ment of innovative medication that communicates with the target. It comprises of proteomics,
genomics and bioinformatics process resulted in the discovery of novel drugs through mech-
anism of action. The drug discovery process is crucial step and it is a time consuming process.
It depends on several factor such as detection of drug targets, 3-D structure of protein and
computational power in bioinformatics tool to detect protein and drug interactions. In modern
world, the innovation in technologies has provide the pathway for drug designing process to
be simpler in the pharmaceutical industry.

Forecasting drug-target interactions is essential in order to discover possible drug candi-
dates with accuracy. Bioinformatics tools must improve their predictive abilities to simplify
the lead optimization and drug development process. Integration of multiple omics data poses
a considerable challenge when attempting to gain a thorough understanding of disease mech-
anisms and drug responses. Bioinformatics tools must create strong methods for combining
and examining multi-omics data to support precision medicine efforts in drug discovery.
Thus, the current study targets to improve drug development processes by using bioinformat-
ics tools to tackle existing challenges and gaps in the field of drug design and discovery.

The significance of this research lies in its potential to revolutionize the drug discovery
process by providing a more efficient and effective approach to identifying new drug targets,
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optimizing lead compounds, and predicting drug interactions. By addressing the existing chal-
lenges and gaps in the field, this study hopes to contribute to the development of innovative
and effective drugs that can improve patient outcomes and enhance the overall quality of life.

1.3. Research Objectives

The main aim of the study is to investigate the process of drug designing and discovery with
the support of bioinformatics tool

The study has been instigated with the following objectives such as, 1) Analyze the challenges
faced in the designing process of novel drug compounds. 2) Discussion on the existing tech-
nologies to overcome the challenges in drug discovery process. 3) Proposing the framework
to avail the production of new drug compounds in the bioinformatics tool

1.4. Paper Organization

The paper is organized in the following manner in which Section 1 provides the brief intro-
duction about the bioinformatics tool and the process involved in the drug discovery. The
existing research works associated to the present study is presented in Section 2. Various pro-
cess involved in the drug designing and its discovery is elucidated in Section 3. Finally, in
Section 4, the paper is concluded with the suggestion to overcome the challenges faced by the
pharmaceutical industry in the drug designing process.

2. LITERATURE REVIEW

The below section enumerates the review of different existing studies, stating the various bio-
informatics tools in the analysis of drug design and development in the field of pharmacology.

In the early nineties, efforts are put on to construct the software which will evaluate the
aspects in the process of drug discovery such as protein-ligand interactions, QSAR — Quanti-
tative Structure Activity Relationship models, pharmacophore and molecular dynamics. The
existing study analyses the various computational tools involved in the process of drug dis-
covery [21]. CADD method is used for target identification, which is developed from single
thread to multiple threads to maximize the computational power. Due to the complexity of
analyzing large volume of data, the HPC — High Performance Computing infrastructure is
used for the designing purposes. It not only analyses large number of data but also requires
only less computing time. HPC helped at the time of pandemic situation in finding the solution
to the infectious diseases. It makes use of diverse field such as grid and cloud computing.
Cloud computing is considered to be more efficient and cost effective for providing solutions
to access quickly and perform research with lower economic resources. Virtual Screening (VS)
also gain its importance in the screening of large data sets and extracting smaller datasets. It is
a more efficient technique. Machine learning techniques in the VS, leads to the capability of
designing new molecules. Deep learning (DL) is also achieving impressive outcomes. Due to
inexpensive and short time duration, ML and DL proved to be more efficient when working
in cloud or clusters. Web server supports the researchers to perform experiments using data-
base and software more economically.

The generation of new drug requires several number of compounds to be produced and
it is time consuming process. It also needed biological evaluations. Therefore, the pharmaceu-
tical industry implemented CADD for drug designing purposes. QSAR is a popular method
used in CADD, which can be used for virtual screening of lead drugs and its optimization. It
analyses large quantity of compounds, minimizing the time duration and labor cost for the
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synthesis of chemical. It improves the efficiency of drug discovery. To cope up the requirement
of researchers to handle the technology, several QSAR associated servers such as web-4D-
QSAR as well as DPubChem have been established. QSAR modeling cannot be performed
appropriately in the existing servers. Hence, the existing study generated a new model of
Cloud 3D QSAR [22]. It combines the tasks of generation of molecular structures, configura-
tion and MIF-Molecular Interaction Field analysis and outcome will be evaluated to provide a
solution in one step. Since non-expert user find difficult in using QSAR for the drug designing
process. This gives the motivation to construct the model as it automates all the existing pro-
cess and generates prediction function. It facilitates the generation of appropriate QSAR model
in the drug designing process.

The development and discovery of the drug requires the combination of various scientific
as well as technological fields such as biology, chemistry and information technology. The
existing study demonstrate the utilization of various technologies in the drug designing pro-
cess. CADD techniques is used with numerous work process [23]. VS is one of the most fre-
quent methods of CADD and is used in the drug designing process. It processes the initial
stage of drug development. Several requirements of VS can meet up with the improvement of
cloud based platforms. Those platforms support the researchers with the applications to make
and monitor the process of drug discovery and their development pipeline. It enhances the
performance of VS and helps to detect the commercially available drugs and compounds for
testing purposes. The process will be classified into various stages such as constructing the
chemical data sets, analyzing the libraries and the ligand-based or structure-based can be con-
ducted in the cloud technologies. These type of platforms are best at its utilization in the phar-
maceutical industry and R&D process in the generation of re-purposing of drugs with several
computational options.

The Big data is defined as a large volume of data comprising both unstructured as well as
structured huge data to be resolved by the conventional application software. The outburst of
data is due to three main reasons. There are several progressive information collected from
wide applications such as mobile sensors, social media and other associated devices. Availa-
bility of storage space at the cheaper prices and acquisition of knowledge strategies have been
developed with the effective retrieval process. Due to drastic increasing of data in the bioin-
formatics, there is a demand in the data storage for the vast information. The conventional
study suggests that the cloud computing will resolve the problem of big data issue in bioin-
formatics and other challenges in the bioinformatics sector [24]. It is a cost effective technique
to develop and collect the large quantity of data with the support from parallel processing
tools. The framework so called “Hadoop parallel” programming is frequently used. This pave
the way to incorporation of the economical Bioinformatics clouds for the Big data [25]. The
existing paper suggest the perspective of cloud computing services in supplementation with
the Bioinformatics tools. Fog server will compare the trust values of various cloud providers.
For future improvements, efforts are being made to build an effective cloud data storage sys-
tem to ensure security in the bioinformatics system so that various pharmaceutical industries
are benefited by this methodology.

Structure oriented design as well as computational chemistry has accelerated the process
of drug discovery. It does not act as driving force of the discovery of small molecule. The ex-
isting study suggests the improvement of computational tool in the drug discovery process
from the last decades [26]. The development of technology in the accurate prediction of drug
from the initial process of potency to final stage of dissolving characteristics. Next, in terms of
enhancement in the artificial intelligence as well as deep learning methods and finally sudden
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increase of computational tool with the emergence of GPU and also cloud computing. It leads
to the capability to identify and predict accurately the chemical compound similar to drugs in
silico. Due to the generation of cryogenic electron microscopy as well as prediction of protein
structure through the computational tool in the field of structural biology, leads to the access
of several three dimensional structures of the de novo complexes of drug and receptors. The
continual advancement in the sector of computational chemistry structural biology and also
machine learning with the accelerated computational power leads to the safe, novel and effec-
tive medicine generation for the patients.

The traditional research has attempted to explore the recent applications of computational
drug discovery methods specifically, virtual screening (VS) [27]. It employs deep learning and
machine learning approaches to forecast drug-target communication for detecting new drugs.
The research has been described the main elements of VS techniques incorporating compound
and protein descriptors/features, libraries and toolkits for VS. Further, bioactivity databases
and gold standard datasets are also used for benchmarking and training. The results have been
detected that deep learning approaches especially DNN have expressed higher performance
in forecasting drug-target interactions related to other techniques. DNNs are perfect fit for
investigating the association among compounds and targets. DL is applied to other drug-dis-
covery based tasks like aqueous solubility prediction, therapeutic effect prediction and com-
pound toxicity prediction. Finally, it has been detected that DL has significant potential to
develop the field of computational drug discovery.

The conventional study has aimed to offer a summary of how bioinformatics tools can
speed up the process of identifying drug targets, analyzing and adjusting drug candidates,
and categorizing potential side effects and drug resistance during drug discovery [28]. It has
investigated the present scenario of utilizing bioinformatics in the field of drug design and
discovery. They investigated how different high-throughput data types such as genomics, ep-
igenetics, transcriptomics, proteomics, etc. can be utilized for drug repurposing and mecha-
nism-based drug development. The research also examined how improvements in modeling
protein and RNA structures, databases of small molecules, and computational methods such
as protein-ligand docking and virtual screening are facilitating the process of drug discovery
through computer simulations.

Further, the outcomes have been identified that bioinformatics tools play a key role in
speeding up drug discovery via facilitating target identification, lead optimization, and pre-
dicting side effects. Data from multiple omic disciplines offers valuable data for identifying
novel drug targets and reusing current medications. Additionally, the outcomes have been
detected that, progress in predicting protein structures and utilizing small molecule databases,
along with methods like docking and virtual screening, are improving the efficacy of virtual
screening for potential drug candidates. Nevertheless, existing computational techniques still
have constraints and need cycles of designing, producing, and examining to identify the best
drug compounds.

Deep learning has its advantages of image classification and speech recognition over ma-
chine learning. As the DL theory focused on the Euclidean data and had its better outcomes.
The existing study concentrates on the non-Euclidean data such as graphical representation of
data [29]. More researchers are performed in processing the graphical data to determine com-
plex relationship among objects. GEM can be performed for mapping the graphical data to
simple depictions. Although, this method loses topological characteristics in the initial stage
thereby affecting the final outcomes. GNN a sub division of DL in non-Euclidean data perform
well in various operation which process data in graphical form. GNN plays a vital role in the
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field of bioinformatics. GNN are classified into three main models such as classification of
nodes, link identification and generation of graphs. It has its wide application in the process
of identification of diseases, drug discovery and finally biomedical imaging. GNN has attained
excellent outcomes in many biological process yet still faces issues regarding poor quality of
data processing, procedure and interpretability. Despite of many challenges, GNN proves to
be highly efficient in solving numerous problems in the research of bioinformatics.

Deep neural network is the general and successful methodology of machine learning pro-
cess. Graph comprises of edges and nodes. Entities is represented by the nodes and interaction
as well as relationship among entities is represented by the edges. The essential part of the
graph is edges. GCN - graph convolutional networks and GAT- graph attention networks are
some of the neural models which make use of utilized features of edges. It also includes edges
of multi dimension. The proposed framework in the conventional study comprises of both the
models of neural network such as GCN as well as GAT [30]. This proposed framework has the
following innovative criteria such as 1. It use particularly stochastic graph edge as an alterna-
tive to the generally used normalization methodology in GNN. 2. It builds new formulas for
the process in each layer to handle the edge of multi-dimensional characteristics. 3. In the lay-
ers of network, there is adaptability of edge features. 4. It encode the directions in multi-di-
mensional features of edges. The outcome will be the exploitation of the sources of information
regarding the graph edges. The new model can be applied to the classification of graphical
nodes and whole graphs and finally regression on datasets. The proposed model provide en-
hanced performance when comparing with the traditional model to exploit the edge features
in GNN. It eradicates the limitation of GAT as it handle only one binary edge and also GCN
which can capable to handle one dimensional edge. The model is effective in learning directed
graphs.

3. DESIGNING AND DEVELOPMENT OF DRUGS

3.1. Graphical representation of learning in the field of pharmaceuticals

In the modern pharmaceutical sector, finding and creating new medications is a difficult and
intricate procedure. The procedure requires substantial financial commitments, repetitive
stages, and considerable chances of not succeeding. In order to tackle these obstacles, scientists
have resorted to using visual representation as an effective method to speed up the process of
finding and repurposing drugs. Using visual aids like graphs, charts, and diagrams is a way
to represent complicated data clearly and succinctly. Graphical representation can be utilized
in pharmaceutical research to merge chemical information of compounds with their interac-
tions with targets. This enables researchers to visualize the connections between various com-
pounds and their possible therapeutic benefits. Using visuals in pharmaceutical research has
multiple advantages. First and foremost, it allows scientists to rapidly pinpoint patterns and
trends in vast datasets, which can speed up the process of finding new drugs. Additionally, it
enables to observe how compounds interact with targets, aiding in the detection of possible
side effects and improving the development of new drugs.

Graphical representation can be utilized not only to speed up drug discovery and reposi-
tioning, but also to evaluate side effects of current drugs. By visualizing how different com-
pounds are related and their possible side effects, it can pinpoint potential dangers and en-
hance the development of new drugs to reduce these risks. In general, the utilization of visual
aids in pharmaceutical research could greatly transform the process of finding and creating
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new medications. The use of visual aids in representing intricate data can speed up the iden-
tification of new medications, improve the development of new drugs, and reduce the dangers
linked to adverse reactions [31].

3.1.1. Prediction of drug-target interaction

The connection between medications and targets is a vital element of the process of discover-
ing and developing drugs. Scientists have come up with a new method to forecast these inter-
actions by using tripartite graphs that illustrate the connections between drugs, targets, and
diseases [32]. This method entails examining the correlations among drug-target connections
and drug-protein pairs by utilizing Graph Convolutional Networks (GCN) to outline the char-
acteristics of drug and protein pairs [33].

The GCN method is employed for assessing the relationship between drugs and targets,
utilizing end-to-end learning approach to forecast the binding affinity of drugs and targets
[34]. This method uses visual nodes to study drugs and targets, assessing the resemblances
between target-target, drug—-drug, and drug-target pairs [35]. Graph DTA is a new approach
that represents drugs graphically and utilizes GNN to assess the binding affinity between
drugs and targets. This method utilizes graph neural networks to understand the intricate
connections between drugs and targets, allowing for the anticipation of drug-target interac-
tions [36].

Tripartite graphs and graph neural networks can aid in making precise forecasts about
the relationships between drugs and targets. It can enhance the identification of new drugs
and the improvement of current ones. This method could completely transform drug discov-
ery by allowing the creation of better and more precise treatments for different illnesses.

3.1.2. Prediction of drug—disease association

The identification of novel applications for current drugs, known as drug repositioning, has
become a more significant approach in the field of drug development. Successful drug reposi-
tioning relies on precise identification of drug-disease associations [37]. Graphical techniques
have become a strong tool for recognizing these connections.
Methods like Deepwalk, SDNE, LINE, and HOPE are employed for the purpose of depicting
drugs and diseases in a graph by using graph embedding techniques. The graph that is pro-
duced assists in grasping the complex relationships between diseases and drugs, aiding in
understanding their embedding. Heterogeneous graphs are built to depict similarities be-
tween pairs of drugs and diseases [38].

Graph Convolutional Networks (GCNs) are used to understand the characteristics of dis-
eases and drugs, enabling the discovery of potential connections between them. The GCN
layer considers the graph's structural information, enabling better detection of drug-disease
connections [39]. Through the use of graph embedding and GCNs, scientists are able to quickly
discover fresh uses for current medications, speeding up the process of drug repositioning
[40]. This method could greatly lessen the time and expenses linked to conventional drug dis-
covery techniques, ultimately resulting in the creation of better treatments for different dis-
eases [41].

3.1.3. Prediction of drug—drug interaction

Identifying drug-drug associations is crucial in preventing harm and minimizing costs by
avoiding potential adverse effects caused by the interaction of different medications [42]. By
utilizing a knowledge graph approach, data is extracted from databases such as Drugbank,

632



Drug design and discovery with bioinformatics tools

KEGG, and PharmGKB to improve the comprehension of drug interactions and possible neg-
ative effects [43]. Precise forecasting of drug interactions helps to prevent negative reactions
and also supports the creation of novel medications for treating different illnesses [44].

Visualization of learning acts as a connection between biomedical information and ad-
vanced machine learning methods, enabling investigation from molecular level interactions to
healthcare systems [45].

This method is crucial in the field of bioinformatics as it provides understanding of intri-
cate connections in biological systems. The main types of Graph Embedding Models (GEM) -
homogeneous and heterogeneous - facilitate network embedding to enhance understanding
of drug interactions and disease mechanisms [46]. The use of visual learning tools extends to
molecules, pharmaceuticals, genomics, and healthcare systems, providing a detailed under-
standing of intricate biological processes [47]. The existence of open resource platforms and
libraries for graph representation learning boosts its usefulness, encouraging progress in this
field and supporting creativity in biomedical research. This comprehensive method not only
boosts our comprehension of drug interactions but also drives biomedical research towards
better treatments and healthcare results [48].

3.2. Concept of digital twin

A digital twin is referred to a virtual demonstration of an object or else the system that spans
its lifecycle. It is upgraded from real time data. It uses simulation, machine learning, deep
learning and reasoning to support decision making process [49]. It gains more interest for its
capability and impact in the fields of manufacturing, medicine and health cares. The concept
of DT has been established in the year 2002 for the presentation of PLM-Product Lifecycle
Management by Michael Grieves. The model has been referred to as “Grieves’ DT model” [50].
It comprises of three elements. They are, 1) Physical object in the real place, 2) Virtual object in
the virtual place, and 3) Link connecting the (a) data flow in the real space and virtual space,
(b) information flow from virtual and real space. It is considered to be the enabler for the data
transformation and allows the synchronization and convergence of both physical and virtual
systems [51]. Digital twins (DT) are intelligent systems but are not autonomous totally. Both
the DT and Al related application requires several human intervention regarding the valida-
tion of new characteristics and alteration of physical assets. It also exploited to provide detec-
tion and treatment of diseases [52]. In the medicinal field, the combination of both DT and Al
or DL will be more efficient and DL boost up the analyses, identification and suggestion of DT.
For this reason, the combination of DT and DL is incorporated in the various medicinal re-
searches and added its advantageous properties in the process of drug discovery [53]. DT is
varied from the CADD model in obtaining the simulations [54].

The digital and physical twins are equipped with the devices to provide a seamless con-
nection as well as progressive data exchange through physical communication or indirectly
by means of cloud computing. DT progressively receive twin data that describe twin status of
physical space and varied with respect to time and also its lifecycle. The environmental data
refers to the status of the environment. It continuously go back to its physical twin, to the
expert of the domain, and to the other DT for the optimization [49].

Three main types of communication process involved in the system are as follows [55], 1)
Interconnecting physical and virtual twin, 2) Interrelating DT and several DT in the environ-
ment, and 3) Among the DT and expert domain which will interact and work with the DT
through the interfaces.
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It has the capability to handle high-dimensional data and includes efficient decoding and
analysis process for the high dimensional data. It comprises of data fusion process for combin-
ing the several data sources and generate accurate, consistent and useful information com-
pared to individual data provided. DT technology comprises of progressive improvement in
Al which includes learning algorithms of either supervised or unsupervised [56]. It has high
predicting capability which obtain sensed data from the physical twin and environment.

The parameters of digital twin technology are described as follows, Digital twins combine
information from different sources such as electronic health records, wearable devices, and
imaging technologies to develop a complete virtual model of a drug, process, or system. Dig-
ital twin has the capacity to monitor the physical component in real-time, allowing researchers
to observe how a drug behaves in the body and forecast its effectiveness and safety. Simulation
and Digital twins have the ability to imitate how a drug acts in the body, predict its effective-
ness and safety, and enhance drug formulations and dosages before clinical trials. Digital
twins enable the development of individualized patient models, leading to customized treat-
ment and better patient results. Quality of data is crucial for accurate performance of digital
twins. Low-quality data may result in incorrect forecasts and modeling.

Digital twins have the potential to cut down the expenses and time linked with conven-
tional drug development methods through the use of in silico testing and simulation. Flexibil-
ity in digital twins enables modeling and simulation of diverse scenarios in biological systems
and processes. Digital twins require precise data and simulations to offer trustworthy forecasts
and understandings, making sure the virtual replica faithfully mirrors the real-world equiva-
lent.

DIGITAL SPACE
Digital Twins
Clinical decision support
Mechanism model
Personalized Clinical pathway
Medical research

Real time monitoring
Figure 5. Digital twin technology in the pharmaceutical field.

In the pharmaceutical field, the DT has its wide applications. It had its exploration with the
diverse technologies of big data, DL, IoT (Internet of Things). All the nation has spending bil-
lions of dollars in the Iot in the field of research in pharmaceutical industry [57]. DT is the only
solution for generating the precision drugs and requires integrating as well as processing huge
volume of data. IoT acts as a technical support for the data collection process through 2D
codes, cards and sensors [58]. It collect the real-time data and feedback the processed data and
controls the operation through IT (Information Technology). By integrating the DT of equip-
ment of the industry and auxiliary equipment will provide a new platform for the health care
management and services. By incorporating DT as well as big data processing, simulation can
be fetched with the help of high resolution systems of patients for the accurate determination
of target and their appropriate drugs. It also illustrate the proper treatment methods for the
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patients at the aim of attaining precision medical procedures. Thus, the implementation of DT
in the pharmaceutical industry, will pave the way of accurate designing of drugs with the
limited usage of medical resources [59]. As a field make new evolutions, a more understanding
of ability and limitations of DT has been vital for the developed incorporation in the pharma-
cological workflows.

3.3. Deep learning in the bioinformatics

DL has gain its exponential growth in the application of bioinformatics and became a promis-
ing power in determining the complex relationship of huge scale biomedical and biological
data [60]. Due to arise of several issues in the Machine Learning (ML) pave the way to emer-
gence of DL in the bioinformatics sector [61]. It is the time to develop the architecture of DL in
the scope of drug discovery in the bioinformatics tool [62].

ML is the main contributor of Al. The modernized ML technology lead to the emergence
of DL. It is founded of ANN - Artificial Neural Network. It has the capability of operating on
any nonlinear function with any level of accuracy. Though, it has solve the issues in the com-
putational task, it is termed as “black boxes” due to lack of interpretability. The performance
level also reduced when compared to other ML methods [63].

The improvements in the technology of ANN via DL leads to minimize the issues in the
computational task [64]. The complex information derived from the data of modern life has
been well handled by ANN compared to the other methods [65]. The computational power
has also increased with the reasonable cost and these devices are appropriate for ideal models
[66]. Optimized algorithm has proposed to the introduction of deep ANN for the ideal tech-
nique of analyzing big data [67].

The challenges faced by the bioinformatics in the drug discovery process are addressed as
follows, 1) The model interpretability is essential in the designing process and it support the
researcher to aware of the model that solve the biological problems. For Example, DNA-pro-
tein binding. 2) The accuracy of the computational model should be in the range of 98-99% and
it is much difficult to attain the high level of accuracy

The two major classification of ANN are convolution neural network (CNN) which pro-
cess imaging data and recurrent neural network (RNN) which process language data. Image
is highly approached by DL [68]. CNN are commonly used in the bioinformatics when com-
pared to RNN [69]. As CNN can easily detect local features and solving the basic issues such
as identification and sequencing of motifs.

Attention mechanism was first proposed to minimize the issues faced by RNN in the ap-
plication of bioinformatics [70]. It has capability to handle issues of bio sequence analysis [71],
such as RNA sequence evaluation and prediction, protein structure from the sequence of
amino acid and detection of EPI- Enhancer-Promoter Interactions [72]. EPI reveals the gene
expression thereby identifying the disease occurrences. Though experimental methods of de-
termining EPI is tedious process, time consuming and expensive. EPIVAN has been con-
structed to identify long-range EPI through DL methods as well as attention mechanism [73].

Reinforcement learning (RL) is the method of successive action to happen while providing
the present state of the partial solution to obtain the cumulative reward. The state will be
change as the action changes. It will become the guiding action of future paradigms. This type
of RL is executed in the DL process referred as Deep reinforcement learning [74]. It has the
advantageous of less computational complications and does not require external supervision
when compares with supervised approach and genetic algorithm [75].
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Numerous data are available in the field of bioinformatics. There exist a case of data scar-
city in the sector of biology and also biomedicine. There might be possibility of single data
availability in the categories. Standard DL algorithm cannot be used in such cases. Hence, pro-
posed few shot learning model for DL to handle such cases effectively [76]. As the name sug-
gest it make use of few number of data. If there is training of one data, then the process is
termed to be on-shot learning. In case of zero shot learning, there will be no sample [77]. This
type of process used in the prediction of protein function and process of drug discovery. Due
to availability of small biological data it is difficult to predict the novel drug compounds.
Therefore the use of few shot learning process in the limited data and accurately determine
the precise drug compounds.

The emergence of long short term memory model (LSTM) has attained its excellence in
various task and specifically sequential issues. RNN has the limitation of working in the long
term dependencies [78]. The LSTM is nothing but the extension of RNN. It can minimize the
problem of internal memory and gate networks. It is used in the field of language processing
in terms of classification of sentence and language modeling. It helps to construct more com-
plicated neural network for the problems of answering task and translational task [79].

The integration of LSTM and graphical CNN will enhance the learning process of reason-
able distance metrics when compared with the small molecules. The continuous refinement of
LSTM results in the generation of new related assays which is not similar to those assays in
the training collection sets [80]. GNN are effectively used in the conversion of small molecules
into vectorial representation [81]. The outcomes of the process shows stronger performance
when compared with other methodology such as CNN and random forest process. It has the
potential to transfer information among related but the unique learning task [82].

From the analysis of the above discussion, it gave the suggestion of the new framework
in the field of bioinformatics. The proposed framework involves the integration of DT with the
incorporation of LSTM related DL methods in the drug designing process. The model make
use of attention mechanism with the LSTM model. It has the advantageous properties of de-
termining the long distance correlation with the provided input sequences. DT helps in isolat-
ing the similarities of the compounds in the tool and with the support of DL will help in con-
structing the novel drug. The proposed model of DT-Att-LSTM-DL has been integrated with
LSTM for more effective than the conventional approach and has better prediction accuracy.
Moreover, the empirical evidence examinations has been included to compare the overall per-
formance of the DT-Att-LSTM-DL model with the conventional methodologies. The examina-
tion has been effectively provide the required information mainly to validate and enhance the
models efficiency. The LSTM will model the text accurately hence it pave the way to determine
the novel drugs in the bioinformatics tool.

4. DISCUSSION

The above review deliberates the incorporation of bioinformatics which considerably trans-
forms the drug design procedure by permitting more effective and operative identification of
drug targets, optimization of lead compounds and prediction of drug interactions. Bioinfor-
matics tools support to encounter the issue in conventional drug discovery by using the com-
putational methods for examining biological data, protein structures and ligand binding sites
utilizing the techniques namely molecular docking, QSAR modeling and virtual screening.
The above review highlights the role of advanced computational frameworks, comprising of
DL and GNN, to manage and understand complex biological information and predict drug
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target attractions, drug disease relations and drug-drug connections. The combination of DT
technology further complements bioinformatics, providing virtual models that simulate drug
behavior in real-time, aiding tailored medicine and exactness in the drug development. De-
spite these developments, the discussion recognizes prevailing issues namely data quality, bi-
ological system difficulty and model interpretability, which bioinformatics tools must address
to optimize drug discovery outcomes. The proposed integration of DT with attention-based
LSTM DL techniques replicates a promising approach to develop accuracy and effectiveness
in novel drug design, possibly streamlining pharmaceutical research with the reduction in the
time and cost.

5. CONCLUSION

The drug designing process is time-consuming and affluent in the pharmacological industry.
Scientists are in examination of novel drug compounds for disease treatment. The estimation
of diseases, operational drug treatment and identification of genetic codes gives an effective
approach for the generation of novel drugs. The above review focuses on bioinformatics tools
and expands on the current trends in the DL process. The digital twin also advances the sig-
nificance in the drug discovery process as it diminishes the issues faced by the pharmacologi-
cal industry. The proposed model establishes major efficiency by streamlining drug discovery,
enhancing predictive accuracy, using digital twins, enabling tailored medicine, elevating re-
sources, incorporating multi-omics information, permitting real-time information handling,
aiding collaboration among researchers, guaranteeing regulatory compliance and stimulating
sustainability in research practices. Future the proposed model is essential for the application
of applicable technologies in the bioinformatics field to save time and resources in the drug
discovery process.
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SUMMARY

Introduction: In Asia, Centella asiatica is widely known, used, and consumed as a medicinal plant. This
plant has been used for a long time in traditional Chinese and Indian medicine, for its numerous bene-
ficial health properties. Objectives: The present study compiles all the pharmacological activities of
Centella asiatica (CA) described during the last 2 decades. Methodology: The present study carried out
areview of the bibliography in PubMed, Springer Journals, Web of Science, and Scopus, to select studies
published between 2000 and 2024 (01/01/2000 - 01/01/2004). Results: A comprehensive review of the
pharmacological activity of CA has been conducted over the past 24 years, and studies have conclu-
sively demonstrated its potential to treat a wide variety of diseases and disorders. These findings sup-
port the efficacy of CA as a therapeutic option. Conclusion: It has been concluded that this plant has
promising medicinal properties for health. This research further supports the traditional use of CA in
herbal medicine, paving the way for future research and therapeutic applications.

Keywords: Centella asiatica; gotu kola; pharmacological activity.

RESUMEN
Efecto benéfico de Centella asidtica: Sintesis de las ultimas dos décadas

Introduccion: En Asia, la Centella asiatica es ampliamente conocida, utilizada y consumida como planta
medicinal. Esta planta se utiliza desde hace mucho tiempo en la medicina tradicional china e india, por
sus numerosas propiedades beneficiosas para la salud. Objetivo: Por tanto, el presente estudio recopila
todas las actividades farmacologicas de Centella asiatica (CA) descritas durante las tltimos 2 década.
Metodologia: El presente estudio realizé una revision de la bibliografia en PubMed, Springer Journals,
Web of Science y Scopus, para seleccionar estudios publicados entre 2000 y 2024 (01/01/2000 -
01/01/2004). Resultados: Durante los ultimos 24 anos se ha realizado una revisidén exhaustiva de la acti-
vidad farmacoldgica de la CA y los estudios han demostrado de manera concluyente su potencial para
tratar una amplia variedad de enfermedades y trastornos. Estos hallazgos respaldan la eficacia de la CA
como opcion terapéutica. Conclusion: Se ha concluido que esta planta tiene propiedades medicinales
prometedoras para la salud. Esta investigacion respalda atin mas el uso tradicional de la CA en la me-
dicina herbaria, allanando el camino para futuras investigaciones y aplicaciones terapéuticas.
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RESUMO
Efeito benéfico da Centella asiatica: Sintese das ultimas dois décadas

Introdugao: Na Asia, a Centella asiatica é amplamente conhecida, utilizada e consumida como planta
medicinal. Esta planta é utilizada ha muito tempo na medicina tradicional chinesa e indiana, pelas suas
intimeras propriedades benéficas para a satide. Objetivo: O presente estudo compila todas as atividades
farmacologicas da Centella asiatica (CA) descritas durante os ultimos 24 anos. Métodos: O presente es-
tudo realizou uma revisao da literatura no PubMed, Springer Journals, Web of Science e Scopus, para
selecionar estudos publicados entre 2000 e 2024 (01/01/2000 - 01/01/2004). Resultados: Nos ultimos 24
anos, houve uma revisio abrangente da atividade farmacologica do CA e estudos demonstraram con-
clusivamente o seu potencial para tratar uma ampla variedade de doengas e disttiirbios. Esses achados
apoiam a eficacia da CA como opgao terapéutica. Conclusdo: Concluiu-se que esta planta possui pro-
priedades medicinais promissoras para a satide. Esta pesquisa apoia ainda mais o uso tradicional de CA
na fitoterapia, abrindo caminho para futuras pesquisas e aplica¢des terapéuticas.

Palavras-chave: Centella asiatica; gotu kola; atividade farmacoldgica.

1. INTRODUCTION

Due to their recognized effectiveness and more natural approach to health care, the use of
medicinal plants has seen a significant resurgence today [1]. An increase in the use of medici-
nal plants as an alternative to conventional medicines has been observed globally [2, 3]. For
many centuries, Centella asiatica (CA), also known as Gotu Kola, is a perennial herbaceous plant
native to the Asian continent that has been appreciated for its various healing properties and
health benefits [4, 5]. It is popularly known by several names, including: Indian pennywort,
Asiatic pennywort, spadeleaf, coinwort, vallaarai, brahmi, Antanan, Pegaga, cica, herb de
tiger, among others [6-9].

This plant lives mainly in tropical and subtropical areas of Asia [10]. They can be found
naturally in places such as India, Indonesia, China, Japan, and Sri Lanka [11, 12]. In addition,
it has spread to other places on the planet, such as Australia and areas of the United States,
where it has adapted to suitable growing conditions, such as moist soils and shading, such as
the banks of rivers, lakes, and ponds [13]. CA has stems up to one and a half meters high that
can be creeping or climbing [14]. It has fan-shaped leaves with crenate edges and pink or white
flowers [15]. The smooth and compressed diakenium with a discoid appearance is the fruit of
CA [16]. Below, Table 1 shows the taxonomic classification of the CA.

Table 1. Taxonomic classification CA [17].

Kingdom Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Equisetopsida
Class Magnoliopsida

Order Apiales
Family Apiaceae
Genus Centella
Species Centella asiatica
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The leaves, stems, and roots of CA are used as medicine due to the phytococonstituents
(Table 2) of this plant [18]. These leaves are glabrous and ruffled in shape, entire or with
rounded protuberances on the edges [15]. Due to its beneficial properties for the skin and other
therapeutic uses, CA is used in both traditional medicine and the cosmetic industry [19].

Table 2. Main phytoconstituents of the CA.

Main phytoconstituents Chemical constituent
Essential oil Betacaryophyllene, transbetafarnesene, and germacrene D.
Free amino acids Alanine, serine, aminobutyrate, aspartate, glutamate, lysine,

and threonine.

Quercetin, kampferol, 3-glucosyl-quercetin, 3-glucosyl-

kampferol.

Fatty acids Linoleic acid, lignoceric acid, linolenic acid, oleic acid, palmitic
acid, eladic acid, and stearic acid.

Triterpene saponins Asiaticoside, madecassoside, brahmosid, brahminoside, centel-
losaponins B, C, and D.

Mucilage —--

Resin ——-

Phytosterols Sitosterol.

Tannins Condensed tannins.

Alkaloids Hydrocotiline, vallerina.

2. METHODOLOGY

In the month of April 2024, a bibliographic search was carried out searching Pubmed, Scopus,
Web of Science, and Springer journals. The words used for the search were (Centella and asiatica
or Gotu and kola), (Centella asiatica and pharmacological activity), (Gotu kola and pharmaco-
logical activity) in all databases except Pubmed. In Pubmed it was used (“Centella asiatica”
[MeSH] OR “Gotu kola” [MeSHY]), (“Centella asiatica” [MeSH] OR “Pharmacological activity”
[MeSH]), (“Gotu kola” [MeSH] OR “Pharmacological activity” [MeSH]).

This study will consider the publication date of the documents, which must be from Jan-
uary 1, 2000 to January 1, 2024. The rest of the documents that were published before the year
2000 will be excluded. Another criterion to consider is the type of study, which means that only
review articles and systematic review articles with or without meta-analysis are included in
this study, the rest of the studies will be excluded.

Likewise, studies that are only published in English and Spanish will be included in this
study, the rest of the documents will be excluded. Finally, studies that do not mention phar-
macological activities of Centella asiatica (CA) or Gotu kola in the content will be excluded. A
flow chart was used to facilitate the selection of studies for the next review. At the end of the
search, a total of 28 articles were selected.

3. RESULTS

3.1. Search results
From an initial 29,041 documents found from 2000 to 2024, a total of 28 articles were obtained
after following a search flow including inclusion and exclusion criteria (Fig. 1).
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Records found from 2000 to 2024 (n=29041)
(PubMed: 20307, Scopus: 3397, Web of science: 2755,
Springer journals: 2582)

A

y

Articles/Protocol/Patent/Conferencepaper/Newsarticle/Bookchapter
{Clinical Trial'MetaAnalysis/Randomized Controlled Trial/Editorial/Shortsurvey
{Note/Letter/Erratum/Conferencereview/Retracted Datapaper/Dissertation

Excluded

Thesis/case report (n=27654)

Review articles and systematic review (n=1387)
(PubMed; 212, Scopus: 550, Web of science: 286,
Springer journals: 339)

3

Duplicates excluded (n—821)

Tdentified arlicles

(n=566)
Excluded (n=538) -
Does not mention “centella asiatica™ and “gotu kola™ (n-153)
v Mention other medicinal plants (n=1§3)
- Articles in languages other than English or Spanish (n=27)
- No pharmacological effects are described (n=175)
L J
Total included
(n=28)

Figure 1. Flow chart of the study selection process

Table 3. Extraction of all selected studies

Study (Year) Type of Databases Search pe- Pharmacological activity
study riod
Brinkhaus et Review German Institute of Med- | Not specific Antimicrobial, antiviral, immunomodulatory ef-
al. (2000) [20] ical Documentation and fects, spasmolytic, gastrointestinal, dermatologi-
Information (DIMDI), cal, infectious, venous, nephrological, urogeni-
Embase, Medline, Natu- tal, neurological, psychiatric diseases, chronic
ral Products Alert venous insufficiency, striae, wound healing dis-
(NAPRALERT), and Phy- orders, treatment of leprosy and effects on vari-
todoc. cose veins.
Incandela et al. | Review Not specific Not specific Vascular, venous, and arterial diseases.
(2001) [21]
James and Review Not specific Not specific | Treatment of skin disorders such as eczema,
Dubery (2009) psoriasis, wound healing, burn, and scar. Revi-
[22] talising connective tissue, cleaning up skin infec-
tions, leprosy, arthritis, rheumatism, memory
enhancement, circulation, bronchitis, asthma,
cancer, detoxifying the body, slimming, diuretic,
treatment of liver, kidneys and antifungal, anti-
bacterial activity.
Gohil et al. Review Not specific Not specific Wound healing, venous insufficiency, sedative,
(2010) [23] anxiolytic, antidepressant, antiepileptic, cogni-
tive, antioxidant, gastric ulcer, antinociceptive,

646




Beneficial effect of Centella asiatica: Synthesis of the last two decades

antiinflammatory, and radioprotection proper-
ties.

Orhan (2012) Review ScienceDirect, Web of Not specific | Neuroprotective activity.
[24] Science, Scopus, Pub-
Med, and Google
Scholar.
Bylka et al. Review Not specific Not specific | Treatment of small wounds, hypertrophic
(2013) [25] wounds, burns, psoriasis, scleroderma, photoag-
ing skin, cellulite, and striae.
Bylka et al. Review Ovid Medline, PubMed, From 1988 Wound healing, antimicrobial, antioxidant, and
(2014) [26] and The Cochrane Li- up to March | anti-psoriatic activity.
brary. 2013
Chandrika and | Review Not specific Not specific | Antioxidant, antimicrobial, cytotoxic, neuropro-
Prassad-Ku- tective, antibacterial, antioxidant, antiulcer, anti-
marab (2015) diabetic, anti-inflammatory, cytotoxic, cardio,
[27] neuro, and skin protective activities, radiopro-
tective activity, immunomodulatory effect.
Yogeswaran et | Review Not specific Not specific | Treat neurodegenerative diseases, increase
al. (2016) [28] memory performance, alzheimer and parkinson
disease.
Saba- Review Not specific Not specific | Anti-oxidative properties to attenuate oxidative
ragamuwa et stress, a high anti-inflammatory potent, neuron
al. (2018) [29] regenerative ability, potential for neuron dam-
age prevention, neurotoxicity inhibition effect,
anti-anxiety, anti-depressive properties, and
ability to reduce the accumulation of amyloid
plaques.
Gray et al. Review Not specific Not specific Cognitive enhancer, anxiolytic, anticonvulsant,
(2018) [30] anxiolytic, anti-ischemic effect.
Razali et al. Review PubMed and Google From 2004 Cardioprotective, anti-atherosclerotic, antihy-
(2019) [31] Scholar up to March | pertensive, antihyperlipidemic, antidiabetic, an-
2018 tioxidant, anti-inflammatory activities, neurolog-
ical, dermatological, and metabolic diseases.
Archana et al. Review PubMed, Scopus, Google | Not specific | Memory loss, platelets aggregation, insomnia,
(2019) [32] Scholar, SciFinder, Med- psoriasis, burn wounds, hypertonic scars, and
line, and ScienceDirect. skin cell reconstruction.
Kant et al. Review Not specific Not specific | Wound healing, antimicrobial, antifungal, anti-
(2019) [33] oxidant, antiviral, antiprotozoal, antifilarial,
memory enhancement, cardiovascular, antiulcer,
antidiabetic, hepaprotective, antiproliferant, an-
tidepressant, autoimmune, anticancer, liver pro-
tection, gastric ulcer, dermatologic, and radio-
protective activity.
Sun et al. Review PubMed Between Jan- | Neurological, endocrine, skin, cardiovascular,
(2020) [34] uary 1, 2015, | digestive, respiratory, gynecological, and rheu-
and October | matoid arthritis effects.
19, 2019
Park (2021) Review PubMed, Web of Science, | Not specific Skin Diseases (acne, burns, atopic dermatitis,
[35] Scopus, ScienceDirect, and wound effects).
and SciFinder.
Wong et al. Review Not specific Not specific | Anti-inflammatory, neuroprotective, neuroac-
(2021) [36] tive effects.
Biswas et al. Review Not specific Not specific | Neuroprotective, antidiabetic, wound healing,
(2021) [37] cardiovascular, pulmonary, hepatic, renal, gas-
trointestinal, skin, endocrine system effects, and
treatment of venous insufficiency.
Torbati et al. Review Google Scholar, Scopus, Not specific | Neuroprotective, wound healing, and treatment
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(2021) [38] PubMed, and Web of Sci- of venous insufficiency, and antidiabetic activ-
ence. ity.
Arribas-Lopez | Systematic | PubMed, ScienceDirect, From 2017 Anti-inflammatory and wound healing effects.
et al. (2022) Review Medline, grey literature up to March
[39] and Meta- | research with Google 2019
analysis Scholar.
Diniz et al. Review PubMed. Until De- Wound healing activity.
(2023) [40] cember 2022
He et al. (2023) | Review Google Scholar, PubMed, | Up to 2022 Anti-neural inflammation, anti-cancer, protec-
[41] Web of Science, Elsevier. tive properties for the skin, cardiovascular, and
pulmonary system.
Bandopadh- Review Not specific Between Neuroprotective, cardioprotective, hepatopro-
yay et al. 2005 and tective, wound healing, anti-inflammatory, anti-
(2023) [42] 2022 oxidant, anti-allergic, anti-depressant, anxiolytic,
antifibrotic, antibacterial, anti-arthritic, anti-tu-
mour, and immunomodulatory activity.
Shafin et al. Review Scopus Between Healing, antimicrobial, anti-inflammatory anti-
(2023) [43] 1857 and oxidant, anti-cancer, anti-diabetic, immunomod-
2022 ulatory, hepatoprotective, cardioprotective and
neuroprotective activity.
Yang et al. Review Google Scholar, PubMed, Treatment of chronic kidney diseases, malignant
(2023) [44] and China National intestinal obstruction, radiation dermatitis, pre-
Knowledge Infrastruc- cancerous lesions, chronic prostatitis, alzheimer,
ture (CNKI) and other diseases.
Wicinisk et al. Review Not specific Not specific Treatment of chronic kidney diseases, malignant
(2024) [45] bowel obstruction, radiodermatitis, precancer-
ous lesions, chronic prostatitis, medical cos-
metology, and the production and processing of
skin care products.
Adline et al. Review Not specific Not specific Anti-inflammatory, anti-fibrotic, antioxidant,
(2024) [46] and neuroprotective effects.
Min et al. Review PubMed and Google Since the Anti-inflammatory effects, skin wounds, scar
(2024) [47] Scholar year 2000 up | treatments, and cosmetics agents.
to the latest
information

3.2. Pharmacological effects

3.2.1. Anti-inflammatory effect
Studies on Centella Asiatica (CA) have demonstrated its anti-inflammatory capacity [23, 27, 29,
31, 48-50]. Several active components, such as Asiatic acid and CA asiaticosides, have been
found to have anti-inflammatory effects [51, 52]. In addition to its anti-inflammatory proper-
ties, CA has also been successfully used to treat conditions such as phlebitis, varicose veins,
hemorrhoids, surgical wounds, burns, and insect bites due to its dermoprotective properties
[39, 42, 53, 54]. Other studies have found that CA contains triterpenes, such as ursane- and
olean-type compounds, which also have anti-inflammatory effects [43, 46, 47, 55-57].

3.2.2. Cardiovascular effect
Asiaticoside is the active ingredient in CA that has effects on the heart [27, 31, 33, 42, 43, 58].
The beneficial effects of asiaticoside on the cardiovascular system include antihypertensive,
antiatherosclerotic, and antihyperlipidemic properties [29, 30, 59, 60]. In addition, asiaticoside

648




Beneficial effect of Centella asiatica: Synthesis of the last two decades

has anti-ischemic and antiplatelet effects, which helps protect the heart and improve blood
circulation [37, 41, 61-63].

3.2.3. Effects on skin

CA asiaticoside has an effect on the skin, treating disorders such as eczema, psoriasis, cellulite,
and stretch marks [22, 26, 34, 64, 65]. This compound has been shown to have healing, sooth-
ing, and collagen formation-stimulating properties, which improves the appearance of the skin
and promotes wound healing, such as small wounds, hypertrophic wounds, burns, scars, and
reconstruction of skin cells [25, 32, 35, 37, 66, 67].

In addition, thanks to its content of asiaticoside and antioxidant components (ascorbic
acid), CA protects the skin against skin photoaging [27, 41, 42, 46, 47, 68]. These antioxidants
protect the skin from damage caused by free radicals and help combat oxidative stress [38-40,
69, 70].

3.2.4. Effect on infections

Asiaticoside is the active ingredient in centella asiatica that acts against infections [33, 71, 72]. It
has antimicrobial, antiviral, antifungal, antibacterial (such as leprosy), antiprotozoal and anti-
filarial effects [20, 27, 42, 73]. This compound is found in centella asiatica and has been shown
to act against a variety of microorganisms [26, 74-76].

3.2.5. Effect on the respiratory system

The active ingredient of CA that affects the respiratory system, such as bronchitis and asthma,
is not specified in the literature search. However, it is mentioned that centella asiatica contains
active ingredients such as asiaticoside and madecasside, which are triterpene pentacyclic
saponosides [34, 77, 78]. These compounds have therapeutic properties, but their effects on the
respiratory system are not mentioned [41, 79].

3.2.6. Endocrine effect
The active ingredients of CA have antidiabetic properties and endocrine effects [37, 38, 80].
Asiaticoside is an active ingredient that has an antidiabetic effect [27, 31, 33, 81].

3.2.7. Effect on the urinary system and gynecological system

The results regarding the effect on the urinary and gynecological system of CA do not contain
specific evidence. However, CA has been investigated for its healing properties and traditional
use in herbal medicine to treat a variety of diseases of the urinary and gynecological system
[20, 34].

3.2.8. Effect on cancer

CA has been studied for its immunomodulatory properties and has been found to help the
immune system destroy cancer cells [27, 42-45, 78]. According to some studies, CA has anti-
proliferative effects in some types of cancer, such as breast cancer, and can enhance the action
of other antitumor treatments [41, 82]. At the same time, there is no specific evidence on Cen-
tella asiatica regarding the radioprotective effect.

According to some studies, Asiatic acid is the active ingredient in gotu kola, which has
been studied for its effects on cancer [22, 83]. Several studies have shown that Asiatic acid has
properties that can stop the growth of tumors and fight cancer cells in the colon, liver, prostate,
and breast, among others [84]. Additionally, Asiatic acid has been found to inhibit cell growth
and apoptosis in colon cancer cells through a mitochondrial death cascade [23, 82, 85].
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3.2.9. Gastrointestinal effects

Traditionally, CA has been used to detoxify the body. However, no precise evidence of this
effect was found [37, 86]. There was also no clear evidence of a slimming effect. It has been
suggested that CA may have diuretic characteristics, meaning that it may help increase urine
production and promote the elimination of toxins through the urinary system [20, 87].

AC has been found to have hepatoprotective properties in relation to gastric protection,
meaning it can protect the liver from damage and improve its health [44, 45, 82]. It also has
gastroprotective properties, which can protect the stomach lining and prevent the formation
of ulcers [23, 86]. Likewise, it has antispasmodic properties, which means that it can help re-
lieve muscle spasms from ingestion [88-90].

3.2.10. Neurological effect

Progressive loss of memory and cognitive function is a symptom of a neurodegenerative dis-
ease known as Alzheimer’s disease [91]. Research has been carried out on the neuroprotective
effects of some natural compounds, such as verbascside and echinoside, in Alzheimer's disease
[20, 24, 28, 31, 44, 91, 92]. These substances have been shown to have antioxidant and neuro-
protective properties, and have been shown to improve Alzheimer's disease and other neuro-
logical disorders. Research has been carried out on the neuroprotective effects of some natural
compounds, such as verbascoside, in Parkinson's disease [30, 36-38, 42, 93]. No specific evi-
dence was found regarding the neuroprotective effect in epilepsy or insomnia.

3.2.11. Psychiatric effect

Some of the active ingredients of CA have been investigated for the treatment of psychiatric
disorders, but there is not enough scientific evidence to conclusively support the specific psy-
chiatric effects of CA. Triterpenes, such as Asiatic acid, madecassic acid, have been studied for

their anxiolytic and antidepressant effects. These chemicals can calm, relieve anxiety and de-
pression [20, 30, 42, 94, 95].

3.2.12. Rheumatology effect

There is limited evidence on the specific effects of CA in rheumatological diseases, its potential
benefit in some related disorders has been investigated. The active ingredients present are
triterpenes such as Asiatic acid and madecassic acid, these elements can reduce inflammation
and protect against oxidative stress, which is crucial for many rheumatological diseases [34,
96]. Contains saponins, which are chemicals with anti-inflammatory and analgesic effects,
which relieve pain and inflammation of rheumatological diseases [22, 97, 98].

4. CONCLUSION

Centella asiatica (CA) has demonstrated significant therapeutic potential as an alternative to
conventional pharmacological treatments for various diseases. However, there are still areas
of research that require more evidence, such as its effect on the rheumatological system, res-
piratory system, psychiatric system, urinary and gynecological system, as well as its disinfect-
ant capacity and radioprotective effect on the body. This review highlights the need for further
pharmacological research on CA, especially concerning contagious, venereal, fatal, rare and
orphan diseases. Likewise, future studies are required to evaluate its pharmacological proper-
ties, including possible toxic effects of this plant and environmental impact. In summary, we
trust that this review will be a valuable tool for researchers in their future explorations.
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SUMMARY

Introduction: Type 2 diabetes (I2D) is a chronic metabolic disorder characterized by persistent hyper-
glycemia. This condition is associated with a range of complications, including cardiovascular disease,
nephropathy, and neuropathy, all of which arise due to the dysregulation of glucose and lipid metabo-
lism. Plant-derived compounds have emerged as a promising source of novel therapeutic agents for the
management of T2D. Their action dwells mainly in three key mechanisms: reduction of blood glucose
levels, modulation of inflammation, and attenuation of lipid mobilization. Among the active constitu-
ents identified in various plant species, compounds such as terpenes, flavonoids, alkaloids, and phe-
nolic acids have been recognized as important candidates for mitigating mechanisms that result in dia-
betic complications. However, many plant species, particularly those native to tropical regions such as
Brazil, remain insufficiently studied, limiting the full exploration of their therapeutic potential. Objec-
tives: This review highlights five Brazilian plant species that have demonstrated traditional use in the
treatment of T2D: Sphagneticola trilobata (L.) Pruski Astereaceae, Salvia officinalis Linneaus Laminaceae,
Muyrcia sphaerocarpa DC Myrtaceae, Eugenia jambolana Lam., Myrtaceae, and Bauhinia forficata Link Faba-
ceae, as well as the compounds that might be responsible for their beneficial effects. Conclusion: Tradi-
tional Brazilian medicinal plants have been shown to exhibit a hypoglycemic effect, as well as increased
insulin sensitivity, in tested animal models. Its low cost makes it an interesting research topic for Dia-
betes treatment.
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RESUMEN
Plantas medicinales brasilefias populares para uso terapéutico en la diabetes

Introduccion: La diabetes tipo 2 (DT2) es un trastorno metabdlico crénico caracterizado por hiperglu-
cemia persistente. Esta afeccion se asocia con diversas complicaciones, como enfermedades cardiovas-
culares, nefropatia y neuropatia, afecciones que surgen debido a la desregulacion del metabolismo de
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Popular Brazilian medicinal plants for therapeutic use in combating Diabetes

la glucosa y los lipidos. Se ha demostrado que los compuestos derivados de plantas constituyen una
fuente prometedora de nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de la DT2. Estos compuestos
acttian mediante tres mecanismos principales: reduccién de la glucemia, modulacién de la inflamacion
y atenuacion de la movilizacion de lipidos. Los componentes caracterizados pertenecen a las clases de
flavonoides, alcaloides y acidos fendlicos, y son candidatos potenciales para el tratamiento de las com-
plicaciones de la diabetes. Sin embargo, varias especies de plantas, en particular las nativas de regiones
tropicales como Brasil, han sido poco estudiadas. Objetivos: Esta revision destaca cinco especies de
plantas brasilefias de uso tradicional en el tratamiento de la diabetes tipo 2: Sphagneticola trilobata (L.)
Pruski Astereaceae, Salvia officinalis Linneaus Laminaceae, Myrcia sphaerocarpa DC Myrtaceae, Eugenia
jambolana Lam., Myrtaceae y Bauhinia forficata Link Fabaceae, asi como sus componentes que podrian
ser responsables del beneficio terapéutico. Conclusion: Las plantas tradicionales brasilefias mostraron
un efecto hipoglucemiante y un aumento de la sensibilidad a la insulina en modelos animales evalua-
dos. Se requieren mas estudios para explorar el potencial terapéutico de estas plantas, principalmente
por su bajo costo.

Palavras clave: Plantas brasilefas; diabetes; medicina tradicional; terapias alternativas.

RESUMO
Plantas medicinais brasileiras populares, para o uso terapéutico na Diabetes

Diabetes tipo 2 (DT2) é um distirbio metabdlico cronico caracterizado por hiperglicemia persistente.
Essa condicdo € associada com uma variedade de complicag¢des, incluindo doengas cardiovasculares,
nefropatia, e neuropatia, condi¢des que surgem por conta da desrregulacao da glicose e do metabolismo
lipidico. Compostos derivados de plantas tém sdao uma fonte promissora de novos agentes terapéuticos
para o tratamento da DT2. Estes compostos atuam em 3 mecanismos principais: reducao da glicemia,
modulagdo da inflamacao e atenuagao da mobilizagao lipidica. Os componentes caracterizados sdo per-
tencentes das classes de flavonoides, alcaloides e acidos fendlicos, sao potenciais candidatos para o tra-
tamento das compliagdes da diabetes. No entanto, varias espécies de plantas, particularmente nativas
de regides tropicais como o Brasil, sdo pouco estudadas. Objetivos: Essa revisao destaca cinco espécies
de plantas brasileiras que possuem uso tradicional no tratamento da DT2: Sphagneticola trilobata (L.)
Pruski Astereaceae, Salvia officinalis Linneaus Laminaceae, Myrcia sphaerocarpa DC Myrtaceae, Eugenia
jambolana Lam., Myrtaceae e Bauhinia forficata Link Fabaceae, assim como seus components que podem
ser responsaveis pelo beneficio terapéutico. Conclusao: Plantas tradicionais brasileiras mostraram um
efeito hipoglicémico e um aumento da sensibilidade da insulina, em modelos animais testados. Mais
estudos sdo essenciais para explorar o potencial terapéutico destas plantas, principalmente por possui-
rem um baixo custo.

Palavras-chave: Plantas brasileiras; diabetes; medicina tradicional; terapias alternativas.

1. INTRODUCTION

Type 2 diabetes (T2D) is a condition characterized by an excess of glucose in the bloodstream,
which can lead to various diseases. The incidence and prevalence of T2D have reached high
levels, causing the disease to be categorized as an epidemic. In the current scenario, it is esti-
mated that by 2045, around 629 million people will be diabetic [1]. Moreover, the life-threat-
ening risk of T2D does not result directly from the condition itself but rather from the compli-
cations it triggers [2]. Among them, elevated glucose levels lead to endothelial dysfunction,
contributing to cardiovascular and renal diseases. Also, insulin resistance exacerbates glucose
uptake inefficiency, leading to hyperglucagonemia. Increased lipid mobilization, in turn, re-
sults in hypertriglyceridemia and inflammasome activation, which drive the production of IL-
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1B_in the context of T2D [3]. A direct consequence is the synthesis of other pro-inflammatory
mediators, increasing IL-6 and TNF-q, further amplifying inflammation.

At the molecular level, prolonged glucose exposure can lead to the formation of advanced
glycation end products (AGEs), which are linked to tissue damage and chronic inflammation.
Hyperglycemia also stimulates the production of reactive oxygen species (ROS), negatively
affecting mitochondrial metabolism [4]. Additionally, the shift from glucose to lipid metabo-
lism, common in advanced diabetes, increases blood concentrations of ketone bodies, byprod-
ucts of lipid breakdown, among many other affected pathways [5]. While genetic predisposi-
tion plays a significant role in the development of T2D [6], environmental factors can reduce
this risk. Beyond the traditional strategies, such as limited carbohydrate intake and regular
physical exercise, the use of plant compounds shows potential in modulating the metabolic
and inflammatory responses associated with T2D [7].

Accordingly, many plants have been described as influencing different mechanisms of
T2D [8], and represent high accessibility due to their low cost [9, 10]. However, Brazilian plants
show off an immense diversity and still lack studies regarding their impact on T2D mitigation.
In this sense, this review described the cellular and molecular mechanisms influenced by the
five commonly used plant extracts for treating T2D in Brazil: Sphagneticola trilobata, Salvia of-
ficinalis, Myrcia sphaerocarpa, Eugenia jambolana, and Bauhinia forficata (Table 1), with a focus on
the active compounds present in each extract.

2. BRAZILIAN MEDICINAL PLANTS USED IN COMBATING DIABETES

2.1. Sphagneticola trilobata

The species Sphagneticola trilobata, described by L. Pruski, of the Asteraceae family, is also
known as Wedelia brasiliensis (Spreng.) S.F. Blake, or Wedelia paludosa DC., or even Wedelia tri-
lobata A.St. -Hil, and is commonly found in various parts of the world, such as South America
and Asia [11]. In Brazil, it is known as arnica-do-brejo, arnica-do-mato, vedélia, mal-me-quer do
brejo, margariddo and insulina vegetal [12, 13]. The literature highlights several popular uses of
S. trilobata due to its broad biological activity, including antioxidant, anti-inflammatory, anti-
microbial, hypoglycemic, analgesic, and larvicidal activities. These biological activities are at-
tributed to its abundance in secondary metabolites, which include phenolic compounds, fla-
vonoids, saponins, terpenoids, diterpenes, triterpenes, sesquiterpenes, cycloterpenes, benzene
derivatives, and phytosterols such as stigmasterol [14-16], mainly in the leaves [17].

Popularly, S. trilobata is used as a complementary treatment for diabetes, by drinking its
leaves tea [18-23]. The most widely cited characteristic of S. trilobata in diabetes is its hypogly-
cemic potential [18, 23-25], although this plant can present a very long list of promising phar-
macological effects, ranging from antiviral, antibacterial, and antiparasitic activity to antioxi-
dant, anti-inflammatory, and even antitumor activity [16, 26]. It was observed that oral admin-
istration of the ethanolic extract of Wedelia trilobata flowers in diabetic rats for 8 weeks reduced
blood glucose levels [24]. The aqueous extract from the dried and ground leaves of S. trilobata
administered to rats with induced diabetes for 30 days also showed a reduction in blood glu-
cose levels [27].

The first antidiabetic mechanism observed in the use of S. trilobata extracts is related to the
inhibitory potential of the a-amylase and a-glucosidase enzymes. Inhibition of these enzymes
results in impaired digestion of carbohydrates, which consequently reduces glucose absorp-
tion and lowers blood glucose levels [28-34]. Extracts produced from the solvents ethyl acetate,
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methanol, and water obtained a-amylase inhibition rates of 52.29%, 88.38%, and 63.57%, re-
spectively [35]. The concentration of 40 ug.mL"! of the extract produced from the whole plant
in different solvents resulted in inhibition of 75% of the a-glucosidase enzyme [36]. Although
it is not clear which compounds are responsible for the enzymatic inhibition in S. trilobata, the
study on another plant, Withania somnifera, which shares the 3-hydroxycavicol 1-[rhamnosyl-
(1->6)-glucoside], suggested that this compound is responsible for such inhibition [34]. Bioin-
formatic studies suggests that camelianin A, also present in the composition of S. trilobata, may
interact directly with a-glucosidase, acting as a competitor for carbohydrate binding [37].

A second mechanism of action of S. trilobata extracts on glucose metabolism is the possi-
bility of influencing insulin production or sensitivity. Unfortunately, most of the studies that
have tested this herbal extract have induced diabetes through streptozotocin, a compound that
selectively ablates pancreatic B-cells [24, 27]; while very few induce diabetes through a meta-
bolic disorder, by using high glucose or high-fat diet, which will closely resemble type 2 dia-
betes [38]. Here, S. trilobata diminished glycemia by avoiding apoptosis of 3-pancreatic cells
by the action of a compound called 3,4-dicaffeoyl-1,5-quinolactone, tested in Pluchea indica ex-
tracts, shared with S. trilobata [39]. Still focusing on compounds that are present in S. trilobata
but were tested in other plant extracts, the action of terpenes was described to decrease gly-
cogenolysis by the liver and muscles, which was tested in herbal extracts from Byrsonima cras-
sifolia [40]. Importantly, synergic effects should be considered for the investigation regarding
the mechanism of action of these compounds, which still highlights the importance of testing
if the previously cited mechanisms are also found when cells or animals are exposed to dia-
betic conditions together with S. trilobata extracts.

Another mechanism influenced by S. trilobata extracts is related to reduced damage
caused by hyperglycemia, such as inflammatory and oxidative processes. A compound called
(Bar)-3-(tiglinoyloxy)-ent-kaur-16-en-19-oic acid (WT-29) was described as able to modulate in-
flammation in LPS-stimulated macrophages by decreasing iNOS and COX-2 [41], and altering
the Nrf2/NfxB balance [41, 42]. In addition to WT-29 decreasing cytokine production, probably
the compound (+)-7-epi-Syringaresinol 4'-glucoside is contributing to this effect, being the de-
crease of TNF-q, IL-13, and IL-6 is reported in experiments testing another plant that shares
this compound with S. trilobata, the Mitragyna speciose [38]. Still, the presence of S. trilobata
extract performed an anti-proteinase activity [43], which might indicate why this extract was
related to wound healing [44] and indicate its role in diminishing glucotoxicity-induced tissue
damage. In animal models, S. trilobata ethanolic extracts performed an antioxidant role [24],
while other experiments report inhibition of catalase, delta aminolevulinic acid dehydratase,
and isoforms of lactate dehydrogenase [27].

2.2. Salvia offcinalis

Salvia officinalis is a plant from the Lamiaceae family, native to the Middle East and Mediter-
ranean regions, now is distributed worldwide [45]. The main phytochemicals extracted from
the plant are primarily obtained from its flowers, leaves, and stems, presenting a diverse com-
position of chemical compounds with pharmacological potential [46]. Numerous extraction
techniques are employed, with essential oils, alcoholic and aqueous extracts, and infusions
being the most prominent [47]. The essential oil extracted from the leaves contains a high con-
centration of bicyclic terpenes such as a-thujone, B-thujone, camphor, and a-pinene [48, 49].
This extract has demonstrated antibacterial, antioxidant, anti-inflammatory, and hypoglyce-
mic properties [50, 51].
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Alcoholic and aqueous extracts from the leaves have resulted in high concentrations of
phenolic compounds and flavonoids, as well as the presence of anthraquinones, saponins, ster-
oids, tannins, and resins. Together, these substances have exhibited antioxidant, antifungal,
anti-inflammatory, hypoglycemic, and analgesic properties [52-55]. On the other hand, infu-
sions have demonstrated concentrations of phenolic acids, flavonoids, terpenes, hydroxyben-
zoic acids, and hydroxycinnamic acids [56]. These extracts have shown an antioxidative pro-
file, enhancing GST and y-GCS in mice [57]. Moreover, infusions have been found to prevent
increases in body weight while decreasing total cholesterol (TC), triglycerides (TG), and LDL
cholesterol (LDL-C) in mice [58].

In in vitro models, the sequential crude extraction of the stems and leaves of Salvia offici-
nalis was assessed for its activation of the PPARY pathway. It was demonstrated that different
extracts, such as a-linolenic acid and 12-O-methyl carnosic acid, act as PPARy agonists, mainly
tavoring the release of adiponectin, which enhances insulin sensitivity (Figure 1) [59]. Further-
more, in vitro studies revealed that its leaves and stems extracts, obtained through decoction
in a hydro-methanolic mixture, exhibited antidiabetic activity by inhibiting the enzymes «a-
amylase and a-glucosidase, which are responsible for carbohydrate digestion and monosac-
charide hydrolysis, respectively [60].

Salvia officinalis is a plant recognized for its broad spectrum of chemical components, with
antioxidant to antibacterial actions. Studies in mice have shown that oral administration of an
aqueous extract of leaves increased the activity of oxidizing enzymes while reducing inflam-
matory mediators [61]. Additionally, its effects give the plant notable properties, especially its
hypoglycemic effects in T2D individuals [62]. Several studies have shown that Salvia officinalis
is a viable option for reducing glycemic indices in T2D models [63]. In a murine model of T2D
associated with obesity, oral supplementation with an aqueous extract of leaves at two differ-
ent doses (150 mg/kg and 300 mg/kg) resulted in an 8.18% and 19.16% reduction in glucose
levels, respectively. In addition, insulin levels decreased by 30.88% and 49.26%, while adi-
ponectin levels and antioxidant enzymes such as GSH and SOD increased. A reduction in in-
flammatory cytokines, including TNF-a, IL-6, and MCP-1, along with an increase in GLUT-4
expression, was also observed [64].

In humans, a randomized, double-blind, placebo-controlled, parallel-group study was
conducted to evaluate the efficacy of Salvia officinalis in the treatment of T2D. The aqueous
extract of leaves was concentrated, completely evaporated, and encapsulated at a dosage of
500 mg, while the placebo group received capsules containing toast powder [65]. Both groups
were using metformin, glyburide, and atorvastatin in addition to the treatment with Salvia
officinalis extract and placebo. A significant reduction in glycemic indices was observed in pa-
tients treated with the extract compared to placebo, including an 11% decrease in fasting glu-
cose levels, a 23% decrease in postprandial glucose, and a 6.9% decrease in glycated hemoglo-
bin [66, 67].
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Figure 1. Hypoglycemic effects of Salvia officinalis. Inhibition of a-glucosidase and a-amylase leads
to reduced glucose absorption, activation of PPARY, enhanced insulin sensitivity, and increased pro-
duction of adiponectin, which promotes glucose regulation and fatty acid oxidation. These pathways
contribute to improved glycemic control.

In conclusion, Salvia officinalis exhibits a diverse profile of molecules with a wide spectrum
of biological activities, ranging from anti-inflammatory to hypoglycemic effects. Its various
extracts have shown similar activities, warranting further research to describe their mecha-
nisms and potential stabilization for future treatments.

2.3. Myrcia sphaerocarpa

Moyrcia sphaerocarpa is a shrub widely used in the treatment of diabetes by indigenous tribes in
the Amazon region of Brazil. Myrcia sphaerocarpa, scientifically also known as Myrcia multiflora
or Eugenia multiflora, has the popular name of “pedra hume caa” and is a plant species rich in
phytochemicals with therapeutic potential for T2D [68]. Among the phytochemicals present in
Muyrcia sphaerocarpa extracts are flavonoids, antioxidants capable of reducing the damage
caused by reactive oxygen species during cell metabolism [69]. Leaves are the parts of the plant
most used for medicinal purposes, and aqueous/methanolic extracts can be produced by mac-
eration, sonication, filtration, and infusion methods [70]. The molecular composition of Myrcia
sphaerocarpa leaf extracts can induce hypoglycemic and antioxidant effects. The compounds
that stand out are flavanone myrciacitrins I-II, the flavonols myrciacitrins, mearnsitrin, quer-
cetin, desmantin-1, guaijaverin, and the acetophenone glycoside myrciaphenone.

The glycosides are molecules whose presence in the extract also may explain the medicinal
function of this plant due to their ability to inhibit aldose reductase and a-glucosidase [71]. The
alpha-glucosidase enzyme is a digestive enzyme and is present in the human intestine, acting
in the degradation of carbohydrates [72], producing monosaccharides that can be absorbed by
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the intestine, such as glucose, fructose, and galactose [73]. By inhibiting its activity, there is a
reduction in glucose uptake and post-prandial hyperglycemia [74]. Therefore, the inhibition of
these enzymes from the aqueous extracts of the plant may be the main factor responsible for
the therapeutic potential of Myrcia sphaerocarpa [75], since it exhibited more inhibitory behavior
than acarbose, an intestinal alpha-glucosidase inhibitor drug [70].

Oliveira and colleagues observed that after administering dried extracts of the leaves,
mice showed a 74.7% reduction in glycemic levels when compared to animals without the
treatment, in a streptozocin-induced diabetes model. Long-term administration of the extract
showed that the antidiabetic function was preserved, and further analysis showed a synergis-
tic nephroprotective and hepatoprotective effect [76]. In addition to hypoglycemic effects,
compounds isolated from M. sphaerocarpa, such as phloroacetophenone (THA), may have hy-
polipidemic and anti-obesity effects by reducing triglyceride absorption and inhibiting pan-
creatic lipase [71]. THA has effects related to increased activity of cholesterol 7a-hydroxylase,
a fundamental enzyme in lipid regulation by converting cholesterol into bile acid [77]. Reduc-
tions in oxidative damage related to this compound were also observed, which was able to
normalize the activity of antioxidant enzymes, such as catalase, glutathione peroxidase, and
superoxide dismutase in mice with oxidative liver damage induced by carbon tetrachloride
(CCls) [78].

2.4. Eugenia jambolana

The plant known as Jamun (Eugenia jambolana), belonging to the Myrtaceae family and native
to India, has a rich and diverse constitution. This plant is constituted by minerals, carbohy-
drates, and phytochemicals with broad pharmacological properties, such as flavonoids, ter-
penes, and anthocyanins [79]. Its fruits, which can be round, oblong, or ellipsoidal, are highly
nutritious and an excellent source of sodium, calcium, phosphorus, iron, and zinc, as well as
water-soluble vitamins like vitamin C, thiamine, and niacin [80]. The Jamun plant, popularly
known as jambul, is recognized for its numerous properties, including antioxidant, antibacte-
rial, and antifungal potential, as well as contributing to the supplementation of vitamins and
minerals [79]. In addition to these qualities, Jamun possesses significant immunomodulatory
potential, exhibiting anti-inflammatory, gastroprotective, and hypoglycemic characteristics.
These aspects highlight the medical and therapeutic potential of the plant in treating various
pathologies that affect many individuals [81].

The traditional use of Jamun involves processing various parts of the plant. The hydroal-
coholic, aqueous, or methanolic extract of the leaves is frequently utilized for its antibacterial
properties [82]. Methanolic and ethyl acetate extracts from the seeds also exhibit antibacterial
activity, while aqueous, ethanolic, and acetone extracts from the bark demonstrate immuno-
modulatory and antibacterial effects, as well as antifungal properties [83]. Additionally, the
essential oil extracted from the leaves shows a direct impact on bacteria such as Staphylococcus
aureus and Escherichia coli [84].

The pharmacological effects of the plant are varied: studies show that the antioxidant po-
tential of the pulp extract inhibited iron-induced lipid peroxidation (FeSOs) in the brain, liver,
and testes of rats [85]. In addition, Eugenia jambolana was reported as presenting an antioxi-
dant, metal chelating, and cytoprotective activity through chromatographic analysis, metal
chelation assays, allelopathy, and cytoprotection tests both in eukaryotic and prokaryotic
models. Therefore, it could be used as a new strategy against toxic metal pollution [81].

Its anti-inflammatory pharmacological potential was evidenced by the compound
kaempferol-7-O-a-L-rhamnopyranoside isolated from the leaves, which, at doses of 3, 10, and
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30 mg.kg, attenuated edema and reduced the levels of MPO, TNF-a, and IL-1{3 in mice with
carrageenan-induced edema [86]. This compound also demonstrated significant antinocicep-
tive effects in mice, inhibiting acetic acid-induced writhing and paw licking behavior in the
formalin test, without presenting analgesic activity in central pain models. Additionally, it re-
duced the levels of TNF-a and IL-1f3 in cultures of RAW 264.7 cells stimulated with LPS, cor-
roborating its potential as a valuable analgesic agent and supporting its use in traditional med-
icine for the treatment of inflammatory pain [87].

Some effects, not yet widely explored, have already been reported in the literature, i.e.,
Jamun extract improved diet-induced obesity, hepatic steatosis, and insulin resistance in HFD
fed mice, in addition to modulating the intestinal microbiota to reduce the ratio of Firmicu-
tes:Bacteroidetes and increase the relative abundance of beneficial genera, such as Alistipes,
Prevotella, Bacteroides, Alloprevotella, and Clostridium XIVb [88]. The methanolic extract of
Eugenia jambolana seeds demonstrated hepatoprotective effects in Wistar rats treated with car-
bon tetrachloride (CCls), significantly preventing the increase in serum levels of SGOT, SGPT,
ALP, ACP and bilirubin, in addition to promoting liver regeneration in a dose-dependent pro-
cess, a fact that reveals its potential as a therapeutic agent for liver protection and recovery
against induced toxicity [89].

Eugenia jambolana directly impacts glycemic levels, especially in patients with T2D. Aque-
ous extracts of the plant, administered to severely diabetic rabbits, resulted in a 37.1% reduc-
tion in fasting blood glucose, demonstrating a significant effect in critical conditions [90]. Fur-
thermore, the study indicated an increase in plasma insulin levels following the administration
of the seed extract, which may be attributed to the conversion of proinsulin to insulin, presum-
ably mediated by the functionality of pancreatic cathepsin B. The extract also demonstrated a
reduction in ceruloplasmin levels in diabetic rats, promoting a decrease in circulating un-
bound Fe?, resulting in reduced lipid peroxidation and attenuation of inflammatory damage
and complications associated with T2D [91].

Additionally, the plant Eugenia jambolana exhibits important immunomodulatory proper-
ties, effectively providing therapeutic action against inflammatory and metabolic alterations.
The use of the extract derived from its bark promotes a reduction in the secretion of inflam-
matory mediators, such as cytokines, prostaglandins, bradykinin, and others, aiding in a pro-
resolutive immune response in adverse situations [92]. Therefore, Eugenia jambolana stands out
not only for its antibacterial, antifungal, and antioxidant properties but also as a potential ther-
apeutic agent in immune modulation, functioning as an analgesic and anti-inflammatory
source (Figure 2). Further research is needed to fully elucidate the underlying mechanisms of
these effects, establishing a solid foundation for future clinical applications.
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Figure 2. Pharmacological action of compounds present in Eugenia jambolana extract. Eugenia jambo-
lana exhibits multiple therapeutic effects, as illustrated in the figure. A) The hypoglycemic effect of the
plant is emphasized, leading to increased insulin secretion and improved glucose uptake, contributing
to the regulation of blood glucose levels. B) The plant shows anti-inflammatory and analgesic action,
reflected in the decrease of inflammatory cytokines and the reduction of inflammatory cell presence,
supporting its potential as a therapeutic agent in inflammatory conditions. Source: Biorender.

2.5. Bauhinia forficata

Bauhinia forficata, popularly known as “cow's foot” due to the shape of its leaves, composed of
two leaflets joined at the base [93], is a plant of the Fabaceae subfamily, whose leaves are pop-
ularly used in Brazil and Mexico for T2D treatment [94-100].

The anti-diabetic effects of the leaf extract of B. forficata are associated with the presence
of polyphenols and flavonoids, which would contribute to the antioxidant, anti-glycation, and
enzymatic inhibition capabilities observed [98, 101, 102]. The main polyphenol compounds are
kaempferol derivatives, such as kaempferol-3-O-arabinoiside, kaempferol-3-O-(2-rhamnosyl)
rutinoside, kaempferol-3-O-rutinoside, astragalin, and specially kaempferitrin (kaempferol-
3,7-O-(a)-dirhamnoside) [97, 98, 101, 102]. Myrcetin and quercetin (like quercetin-3-O-(2-
rhamnosyl) rutinoside and quercetin-3-O-rutinoside) derivatives are other anti-diabetes sec-
ondary metabolites found in high concentrations, where the last one results in enzymatic in-
hibition [96, 101-103]. In addition, it presents predominantly alkaloids, saponins, quinones,
reducing sugars, and tannins, which can also contribute to the effects associated [97]. When
separating the leaves fractions (dichloromethane, hexane, water, ethyl acetate, and n-butanol),
the last two fractions (and water to some extent) have most of the phenolic, condensed tannins,
and flavonoid composition, both with quercetin (like isorhamnetin-3-o-glucoside) and
kaempferol derivatives. The two fractions have the best anti-diabetes activity [96]. Neverthe-
less, the contents of the leaf extracts can vary depending on the region. Extracts from two dif-
ferent regions in the south of Brazil had different flavonoid concentrations, including the
kaempferitrin composition [94].

Studies involving Bauhinia forficata mainly use rodent models, such as rats and mice, to
evaluate the therapeutic effects of the extracts. The streptozotocin (STZ)-induced diabetes
model in rats is commonly used to test the hypoglycemic and antioxidant effects of the plant's
extracts [98, 104]. Bauhinia forficata extracts are usually administered orally in animal models,
reflecting their traditional use as infusions or decoctions of the plants” leaves [105]. Studies
generally use standardized doses of the aqueous and hydroalcoholic extracts, administered
daily for periods ranging from days to weeks [106].
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In some cases, it is administered intraperitoneally, especially in studies that require a more
direct and rapid action of the extract. The doses administered can vary, but the most common
range is between 100 and 500 mg.kg™! of body weight, depending on the objective of the exper-
iment [97, 107, 108]. Treatment with the extract results in a lower conversion rate of food intake
into body weight in mice. This is associated with its predominantly polyphenol composition,
which increases thermogenesis and fat oxidation. In addition, Bauhinia forficata leaves slowly
down the development of T2D in mice. However, the extract is unable to reverse the low func-
tional capacity of B-cells in these mice [98]. There are also promising results in patients with
T2D. Ninety-two patients, aged between 18 and 75, were treated with Bauhinia forficata leaves
capsules (2% flavonoids), using a placebo as a control. Those who received the capsules had
lower plasma levels of fasting glucose, glycated hemoglobin, C-reactive protein, and IL-6.
However, the plant used in this clinical trial did not contain kaempferitrin, due to the plant's
regional origin [103].

The compounds present in Bauhinia forficata act differently to insulin and sulphonylurea
drugs, which stimulate insulin secretion by pancreatic 3-cells. This supports the hypothesis
that this plant has substances with anti-insulin action, capable of increasing the effectiveness
of residual insulin in diabetic patients [99]. The mechanism of action of the plant's extracts,
widely used in the treatment of T2D, is closely linked to the inhibition of digestive enzymes,
such as a-amylase, a-glucosidase, and lipase [96]. By inhibiting these enzymes, the plant's bi-
oactive compounds, especially flavonoids such as quercetin, kaempferol, and isoquercetin,
slow down the digestion of carbohydrates and lipids, limiting the absorption of glucose and
fatty acids, which directly contributes to the control of postprandial hyperglycemia and hy-
perlipidemia [96, 100].

Bauhinia forficata has proven hypoglycemic activity in pharmacological studies, mainly
due to the action of compounds such as kaempferitrin, rutin, and trigonelline. Kaempferitrin
plays a central role in promoting glucose uptake in skeletal muscle by stimulating the translo-
cation of the GLUT4 glucose transporter to the cell membrane [109]. This process is associated
with the reactivation of the classic insulin transduction pathway, which not only facilitates
GLUT#4 translocation but also promotes the secretion of adiponectin, a protein hormone that
suppresses the pathophysiological events associated with the development of T2D [105].

In addition, the activation of several insulin signaling pathways, including phosphoinosi-
tide 3-kinase (PI3K), protein kinase B (PKB), atypical protein kinase C (PKC) and the mitogen-
activated protein kinase (p38 MAPK) pathway, plays a crucial role in regulating glucose up-
take and glycogen synthesis in skeletal muscle and liver [109, 110]. Given the mechanism of
action observed, Bauhinia forficata can be classified as a partial agonist of the insulin signaling
pathway. Although it does not replace the action of endogenous insulin, kaempferitrin im-
proves its function by stimulating the pathways related to glucose uptake and metabolism.
This effect aids glycemic control in patients with T2D, especially those with insulin resistance,
without directly competing with insulin at the receptors, but by optimizing the natural pro-
cesses of glycolysis and gluconeogenesis [109].

Bauhinia forficata has also demonstrated immunomodulatory effects that play an im-
portant role in controlling T2D, one of the main mechanisms being its ability to reduce sys-
temic inflammation, a common characteristic of diabetic patients, often associated with insulin
resistance [105]. The bioactive compounds in Bauhinia forficata, such as flavonoids, can reduce
the production of pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a and IL-1, which are known to
promote inflammation, contributing to insulin resistance and the deterioration of pancreatic [3
cells [111].
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The plant's anti-inflammatory potential extends to the modulation of cellular components
of the immune system, such as the proliferation of T lymphocytes and the activity of enzymes
involved in the arachidonic acid pathway, such as phospholipase A2, cyclooxygenase, and
lipoxygenase, favoring glycemic control and combating the chronic inflammation associated
with the disease [111]. Therefore, the modulation of these inflammatory mediators suggests
that the plant can improve insulin sensitivity and promote more effective glycemic control,
preventing the worsening of chronic inflammation associated with T2D [112]. In addition, its
antioxidant compounds, such as quercetin, neutralize ROS generated by chronic hyperglyce-
mia, protecting pancreatic (3-cells, which are essential for insulin production, and reducing
oxidative stress, a key factor in cell dysfunction and the development of complications such as
neuropathies and cardiovascular diseases [99].

Table 1. Mechanism of action of the molecules present in medicinal plant extracts.

1
& o =
1
S £ < & £
— < “'_; (73} (<]
S = 5 ® 2 S
= g = "5 o b (4] v
t |§ g < |E S |23 £ & o
= ¢ 3 £ | £ B 5 g gne 2
== = o o~ s p= S = E"G 13}
== O a ~ &g < =
]
[T ! 0
= D o P o
TEE 8 £ y &
~ O :
Y95 AT = o £
25 £ o & ) = =
T & © 4 2 < L
! u M < - 2 - m>\
>\.-,-<,__]®,v¥ c = - o S 2
X 0 L, O = 73] o =
o,q)>\“".,_‘ o] < Q + — S
o g x50 |45 — = c B .5
"CS‘_‘G).—O‘C{')‘c o Q IS o o 5
e BE e |2 & |5 = 5 &
.-G'Q)SOXO e} = = ""G — s ISy
S6Zwmed (£ |® (2 < 8 % & =
&= o°oE T = |2 = = & E 3 8 =
< 3) ,sl_)
< m = u :
mo-E < .E%
9T 2 G - c 2
RS + e} - R
5;5;.~§ 0 _ N S o 5
S o 9 .H v © L c » =
—_— — o > c c S O
oog T ] =8 ) S = &
EEo g |g |5 ££ |E T
'8'8,35-5 > ko S < 9 & —
= £ 5 8 g @ - < g T 2 ©Q
S gg«s"cs«s o} E =~ [ = s = =2
=
=2 -
kN R
~~
< < 9 %8
S c 3 T S &L
(=) .
= = 8 g % &g
(%) < = OHO
= o= 8 o 9 UBQ
= 2 = 9 2 0
S = g5 2 >3 38
5 |5 NN 5
9p) (@] 1 1 ~ QO ©n T & .2 © —
1
o N 2] \
%) e [« Q
& 28§ § SYE LS
g |=5T = = < —- 85
” N o © mgmuu
-3 L o o H 4] .|
= o v O < o o < .&D
= & o N e = 2 &b oo g —
S |55 E . E EFLES %
= [T N R = - N — & — ~
) = Q 5,0 =] o GE(UOCGO Ne)
fELEE% |8 |2 |y © 9585 5 i
S — A -
< 22888 |z |3 | g c2 85583 o
B S.E T & T < & g S FaT 8T 2 o,

668



Popular Brazilian medicinal plants for therapeutic use in combating Diabetes

l6€] [09] [¥9] [£9-99] [1£] [98]
uorssardxa urq
APAT) | $-1NTO Ul dseamdur ue [jm | -or3oway pajyed
-dadsaz ‘sisA[o1pAy guore ‘1-JDIA pue ‘9-1[ ‘© -A13 ur asean
Ayanisuas apueyddesouow | -IN.I Surpnpur ‘sauro3fd | -ap pue asoon[3
UI[NSUI SodUeUD | pue uonsadip ajerp | Aroyewrwrepjur ur uononpar | erpuerdisod ur
yorym ‘unodauod -Ayoqred 105 9[q | VY "paseamdur (JOS Pue [ISD) | 9SBaIddP ‘S[9AI]
-Ipe Jo ased] | -1suodsal are yoTym SE oNns SaWAZUs JUepIxo asoon(3 3unsey d1-11I pue
-a1 93 Surroaey | ‘aseprsoon|3-v pue | -nue pue s[@Ad] undauodipe |  Ur aseaIdIP ‘S aseprs V-INLL ‘OdIN JO S[o

Aurew ‘systuo3e

ase[Aure-v sawiz

PISeaIdaP S[AAI] UI[NSUL ‘S[2

-Ipur DTwadA[3

-0on[3-v pue ase}

-A3[ A} padnpal pue

AV dd Se PV -ua ay} Juniquyuy -A3[ 9S00N[3 UI UOTPNPIY ur uononpay | -dnpar asopre Iquul BUWIDPD Pajenuay
uonoeal uoroe uon

9} 0} UoyIppe | -3I 9y} O} UOIppe UOTJRISIUTUIPE [eI0 | -BISIUIWPE [BI0 - -
1S9} 04910 U] 1S9} 04910 U] auLmnw uewny - o1
snoanbe [oueylow snoanbe snoanbe [oueyzowr/snoanbe -
S9ABJ[ puE Wa)s SOABI[ pUE WA)g SaARd[ SaARd[ saAed[ SaABI[

pue urdaelrend ‘1

-unuewsap “un

poe -o01anb “‘urryisuresw

orsoured 1Ay} ‘surnjenifw sjou
-dw-O-7[ pue -0A®[J 9} ‘II-] SULI} apisouerddouureyx

pIoe drus[oul]-v

-DBIDIAW SUOUBAR[

-1-0-O-/-[oreyduaey

vdivdoiavyds v1dLAN

“wre|
vupjoquuvl viuadng

669



A.G.P. de Paula, ].D. de Lima, C. Peitz, R.U. Veiga, R.B. dos Santos-Luz, L.W. Junior, et al.

~ @© \
22 87T P8 g
d O »w = o=
u«um“gm
£E2782 3
B=Ny c 9
boﬁg~—~
= Ewo = & g &
3 | = £ 8 8- 2 E —
S 2 S =3 EE 3 5
o g 2 g2 g5 29 N
9 = < q_,ooumgcp o
\ 0 < — \ ¥ 55858 ¢29° <Al
g-‘b .L')lo
1 [ o
@ 5 g 222 ad
e » £ o " SS9 8 oo
2 o |3 |§ S g 5 o228 2 ¢
s S 1% |E = E SE 5 wE ¢ =
© 5 & |3 = 5 > 929§ £ 8
= < & < g Q2 a4 Y 5% E ¥ & =
1
g , 5 =
~ QO 2 =1 v
£ 5 BEBEEE 2o
H Q B O
g 2P w2 2§ 60D 85 v
5 E ESESER 5 g & =
= ©
| “"‘LT::E’:‘U‘”""H =)
22 S 58 E sy, 2 &8 =
g 8 Emﬂ"&;"‘-‘_‘:u-&fﬁ o)
S 2 FESEE Y A
~ Y B = 1 1 1 1 Luw,.D-%ObDQE :
5
2 S b0 @
2 N e .E
3 O P S
= g > 90 I
= SRR RN Jeen
[«F]
=g ST 288
-3 = '_‘MUQ"(U
= 9} C © = ~ QO
= o] H = g © =
= S 5 @ o g ¢ —
s |3 5 EE & 2
M o l 1 1 1 ZbDU%Qq A

All the plants covered in the study, defining the main molecules observed in the works cited,
and their actions against T2D.

3. CONCLUSION

Medicinal plants stand out as alternative forms of therapy for T2D due to their accessibility
and are options for regions where access to conventional medicine is precarious. Extracts ob-
tained from plants have bioactive properties with promising potential for metabolic regula-
tion, inflammatory and antioxidant modulation. Extracts of Sphagneticola trilobata, Salvia offici-
nalis, Myrcia sphaerocarpa, Eugenia jambolana, and Bauhinia forficata have been shown to have a
hypoglycemic effect in various animal models, an effect resulting from the inhibition of diges-
tive enzymes or increased insulin sensitivity. Further studies into the effects of medicinal plant
extracts on humans are necessary in order to demonstrate their efficacy and safety in thera-
peutic use.

The accessibility and low cost of these plants are advantages for the development of new
phytotherapeutic drugs, increasing access to patients in need of public health, as well as valu-
ing traditional knowledge. Despite the advances in the knowledge about these plants, the de-
velopment of new drugs requires robust clinical studies to guarantee the efficacy and safety
of medicinal plants. The present review sheds light on the field of plants that can be used in
the T2D treatment. A better understanding of the plant-derived compounds could, therefore,
be applied for diabetic treatment.
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SUMMARY

Introduction: In recent years, Eucalyptus globulus Labill. (eucalyptus) has emerged as a protagonist in
pharmacological research, revealing surprising antimicrobial and anti-inflammatory properties that
promise to revolutionize its application in natural medicine and public health. The objective of this
literature review is to highlight the importance of eucalyptus as a source of various chemical compo-
nents and benefits for the body. This literature review conducted a bibliographic search on the pharma-
cological activity and bioactive compounds of eucalyptus in the following electronic databases: Pub-
Med, Scopus, Web of Science and Google Scholar, published from 2020 to 2024. Result: A total of 15
documents were selected that meet the study objectives, highlighting the relevance of eucalyptus in the
pharmacological field. It is concluded that eucalyptus is a valuable resource in traditional and modern
medicine, as well as in the pharmaceutical industry. However, there is still much to be investigated. It
is essential to continue exploring its properties in order to develop a drug based on a metabolite present
in this medicinal plant in the future.

Keywords: Eucalyptus globulus Labill.; therapeutic potential; pharmacological advances.

RESUMO

Explorando os beneficios terapéuticos do Eucalyptus globulus Labill.: Uma revisdo farmacologica
de cinco anos

Introducdo: Nos tltimos anos, o Eucalyptus globulus Labill. (eucalipto) tem emergido como protagonista
nas pesquisas farmacoldgicas, revelando surpreendentes propriedades antimicrobianas e anti-inflama-
torias que prometem revolucionar sua aplicacdo na medicina natural e na satde publica. O objetivo
desta revisao de literatura é destacar a importancia do eucalipto como fonte de diversos componentes
quimicos e beneficios para o organismo. Esta revisao de literatura realizou uma pesquisa bibliografica
sobre a atividade farmacoldgica e compostos bioativos do eucalipto nas seguintes bases de dados ele-
tronicas: PubMed, Scopus, Web of Science e Google Scholar, publicadas no periodo de 2020 a 2024.
Resultado: Foram selecionados 15 documentos que atendem os objetivos do estudo, destacando a rele-
vancia do eucalipto na area farmacoldgica. Conclui-se que o eucalipto ¢ um recurso valioso na medicina
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tradicional e moderna, bem como na industria farmacéutica. Porém, ainda ha muito a ser investigado.
E fundamental continuar a explorar as suas propriedades para no futuro desenvolver um medicamento
baseado num metabolito presente nesta planta medicinal.

Palavras-chave: Eucalyptus globulus Labill.; potencial terapéutico; avancos farmacoldgicos.

RESUMEN

Explorando los beneficios terapéuticos de Eucalyptus globulus Labill.: Una revision farmacologica
de cinco afios

Introduccion: En los altimos afios, Eucalyptus globulus Labill. (eucalipto) ha surgido como protagonista
en la investigacion farmacoldgica, revelando sorprendentes propiedades antimicrobianas y antiinfla-
matorias que prometen revolucionar su aplicacion en la medicina natural y la salud publica. El objetivo
de esta revision bibliografica es resaltar la importancia del eucalipto como fuente de diversos compo-
nentes quimicos y beneficios para el organismo. En esta revision bibliografica se realizé una busqueda
bibliografica sobre la actividad farmacoldgica y compuestos bioactivos del eucalipto en las siguientes
bases de datos electrénicas: PubMed, Scopus, Web of Science y Google Scholar, publicadas del 2020 al
2024. Resultado: Se seleccionaron un total de 15 documentos que cumplen los objetivos del estudio,
destacando la relevancia del eucalipto en el campo farmacolégico. Se concluye que el eucalipto es un
recurso valioso en la medicina tradicional y moderna, asi como en la industria farmacéutica. Sin em-
bargo, aun queda mucho por investigar. Es fundamental seguir explorando sus propiedades para poder
desarrollar en el futuro un farmaco basado en un metabolito presente en esta planta medicinal.

Palabras clave: Eucalyptus globulus Labill; potencial terapéutico; avances farmacoldgicos.

1. INTRODUCTION

Worldwide, Eucalyptus globulus Labill. (eucalyptus), commonly known as eucalyptus, has at-
tracted the attention of researchers and health professionals due to its multiple therapeutic
applications [1, 2]. In the last five years, advances in pharmacological research have shown its
potential as a source of bioactive compounds, which has led to a significant increase in its
consumption and use in various regions of the world [3, 4]. In America, eucalyptus has been
widely cultivated in countries such as Brazil and Argentina, where its use has expanded from
the timber industry to the pharmaceutical industry [5, 6].

In Europe, especially in Spain and Portugal, research has been carried out highlighting its
anti-inflammatory and antioxidant properties [7, 8]. In Asia, Australia continues to be its main
producer and center of origin, contributing significantly to the knowledge about its benefits
and applications [9, 10]. In Africa, countries such as South Africa have begun to explore the
traditional use of eucalyptus, incorporating it into local medicinal practices [11, 12].
Originally from Australia, eucalyptus has been introduced to various parts of the world due
to its rapid growth and adaptability to different climates [13-15]. Harvests are mainly carried
out for the production of essential oils, which are used in aromatherapy and pharmaceutical
products [16, 17]. It is estimated that around 10% of the world's population consumes products
derived from eucalyptus, either in the form of infusions, essential oils or extracts, reflecting its
growing popularity in alternative medicine [18, 19].

Research has highlighted benefits such as its antimicrobial, anti-inflammatory and anal-
gesic properties, consolidating its place in the therapeutic arsenal [20, 21]. The main producing
and trading countries of eucalyptus include Brazil, China, Spain and Australia, where cultiva-
tion has intensified to meet global demand [22, 23]. The most common forms of consumption
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include infusions, steam inhalations, and topical applications of essential oils, which allow
their properties to be effectively exploited [24-27]. The objective of this research is to highlight
the relevance of eucalyptus as a provider of multiple chemical compounds and its health ben-
efits, offering a compendium of pharmacological advances in the last five years that validate
its use in the therapeutic field.

2. METHODOLOGY

A bibliographic review was carried out through an electronic search of original articles in da-
tabases such as: PubMed, Web of science, Scopus and Google Scholar, published during the
period from January 2020 to September 2024. The search was carried out with the following
combined terms: “Eucalyptus globulus Labill., “eucalyptus”, “chemical components”, “pharma-
cological activity”. Studies detailing the chemical composition and biological activity of Euca-
lyptus globulus Labill. (eucalyptus) were included, such as: antimicrobial, anti-inflammatory,

expectorant, analgesic, antispasmodic, antioxidant, insecticidal properties, among others.

3. RESULTS

Table 1 summarizes the different key chemical components and therapeutic properties re-
ported in the papers located.

Table 1. Key chemical components and therapeutic properties

Year | Chemical components Pharmacological activity under study/Instrument

2024 | In this study, Eucalyptus globu- | Activity: Powerful anti-SARS-CoV-2 potential in vitro and in sil-
Ius leaves were used for the ico.
extraction of the essential oil. Instrument: Analysis of the phytochemical composition of the
Essential oils (EO), a-pinene, EOs determined by the GC/MS system.
a-terpinyl acetate, globulol, y-
terpinene [28].

2024 In this study, leaves and bark | Activity: Eucalyptus plants have several medical benefits (such
from Eucalyptus globulus were | as antioxidant, anti-inflammatory, antinociceptive and antimi-
used for essential oil extrac- crobial), polyphenols and flavonoids, antiviral and anticancer.
tion. Essential oils, volatile es- [ Instrument: Analysis of antioxidant and antibacterial activity of
sential oils, 1,8-cineole, p-cy- selected eucalyptus species, extraction of various phenolic
mene, a and (3-pinene, limo- chemicals from eucalyptus.
nene, citronellal, citral, eu-
desmol, terpinen-4-ol, terpin-
eol, a—phelanderene, 9(3-sitos-
terol, flavonoids, antioxidants,
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) [29].

2023 In this study, leaves and bark Activity: Discussion of recent advances in bioactive molecules
from Eucalyptus globulus were | from eucalyptus, essential oils (EOs) and eucalyptus extracts
used for essential oil extrac- present multiple biological effects (in particular with antidia-
tion. Terpenoids, flavonoids, betic, antibacterial, anti-inflammatory and anticancer activities).
phenolic acids, essential oils Instrument: Analysis of recent advances in relation to bioactive
(EOs), Eucalyptus globulus [30]. | compounds and biological properties of EOs and extracts of E.

globulus.
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used: Fresh, mature leaves col-
lected from 5-7 year old Euca-

2023 In this study, Eucalyptus globu- | Activity: In vitro and in silico antibacterial activity study of Eu-
lus leaves were used. Essential | calyptus globulus essential oil, the antibacterial activity was pre-
oil, mono-terpenoids, sesqui- | dicted in silico using Autodock vina, the essential oil exhibited
terpenoids, eucalyptol antibacterial activity (against Staphylococcus aureus, Escherichia
(60,327), D-limonene (6,964), coli and Staphylococcus aureus).
terpinyl acetate (3,564), Instrument: Extraction of essential oil from Eucalyptus globulus
gamma gurjunene (2,505%), y- | Labill. leaves was performed using the agar diffusion and broth
gurjunine [31]. microdilution method, Gamma-Gurjunene MD simulation in

complex with 3VSL, GROMACS software.

2023 In this study, Eucalyptus globu- | Activity: The antioxidant potential of EGEO and the results in-
lus leaves were used for the dicate that 10 pL of this sample can neutralize 55.44 + 0.99% of
extraction of the essential oil. | ABTS e+, the antimicrobial activity was determined by two
Eucalyptus globulus essential methods: disk diffusion and minimum inhibitory concentration.
oil (EGEO), 1,8-cineole Instrument: Analysis of the chemical composition of AEGEAN,
(63.1%), p -cymene (7.7%), a- in vitro and in situ antimicrobial activity, antibiofilm activity,
pinene (7.3%), a-limonene antioxidant activity and insecticidal activity, gas chromatog-
(6.9%), monoterpenes, C. albi- | raphy (GC) and gas chromatography/mass spectrometry
cans (14.00 £ 1.00 mm), micro- | (GC/MS).
scopic fungi (11.00 + 0.00 mm-

12.33 + 0.58 mm) [32].

2022 The study primarily focuses Activity: Antiobesity effect of eucalyptus leaf extract containing
on the leaves of Eucalyptus oenothein B in healthy Japanese adults. Oenothein B-containing
globulus Labill. Enothein B, pol- | ELEs may be effective against obesity and related diseases by
yphenol, hydrolyzable tannin, | reducing VFA levels.
ellagitannin, eucalyptus leaf Instrument: Randomized, placebo-controlled, double-blind,
(ELE), abdominal visceral fat parallel-group study evaluating the effect of ELE consumption
(VFA) [33]. for 12 weeks at a dose of 3.38 mg/day of enothein B on the ab-

dominal visceral fat area (AGV).

2021 The study exclusively used Activity: Topical administration of Eucalyptus globulus EO in-
fresh leaves of Eucalyptus glob- | creased neovascularization and VEGF expression in the skin of
ulus Labill. collected from ma- | injured and UVB-exposed male Wistar rats, efficacy under eval-
ture trees. Eucalyptus globulus | uation.
essential oil, 1,8-cineole, ultra- | Instrument: Post-test control group study in 36 male Wistar
violet B (UVB) light, vascular | rats, 3-4 months old, weighing 150-200 grams, UVB exposure in
endothelial growth factor rats, 10 mm punch biopsy.

(VEGF) [34].

2021 The study specifically utilized: | Activity: Antioxidant and antibacterial activities of aqueous ex-
Mature leaves of Eucalyptus tracts of Eucalyptus globulus Labill. and Trigonella foenum-
globulus Labill. greacum Labill., very strong antiradical activity against DPPH
Collected from healthy trees radical, antibacterial activity against Gram-positive bacteria of
during the dry season (to max- | varying degrees.
imize essential oil content). Instrument: Analysis of aqueous extract (EGAE, TFAE) from
Polyphenols, flavonoids, Euca- | the leaves and seeds of the plants for the evaluation of free radi-
lyptus globulus Labill., cal scavenging, antibacterial activities of the aqueous extract
Trigonella foenum-greacum L., and antioxidant activity was evaluated using DPPH test, agar
aqueous extract (EGAE, TFAE) | disk diffusion method against three bacterial strains.

[35].
2021 | The researchers exclusively Activity: Evaluation of antimalarial activity of crude leaf extract

of E. globulus Labill. in Swiss albino mice infected with P.
berghei, antimalarial activity of the crude extract was tested in
suppressive, curative (Rane) and prophylactic (depot) tests, the
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lyptus globulus trees. E. globu-
lus, parasitemia, P. falciparum,
P. vivax, artemisinin, chloro-
quine, quinine, eucalyptol
(1,8-cineole), ot -pinene, (-)-
globulol [36].

crude extract of the plant showed promising antimalarial activ-
ity.

Instrument: Fresh leaves of E. globulus were collected, then
washed, air dried and made into a coarse powder of 750 g, data
analysis was performed using SPSS version 20 with 95% confi-
dence interval in one-way ANOVA followed by Tukey post hoc

test.

2021 Primary Material: Fresh leaves | Activity: Effects of herbicidal activity and cellular targets of
collected from mature trees (3- | aqueous extracts of young leaves of Eucalyptus globulus Labill.,
5 years old) evaluate the herbicidal potential of post-fire regenerated E. glob-
Secondary Material: Twigs ulus leaves against Portulaca oleracea L., DLE at the highest dose
(<lcm diameter) and floral stopped the greatest herbicidal activity, affecting the growth
buds (for comparative analy- and cell viability of purslane, recognized allelopathic activity of
sis). Eucalyptus globulus La- E. globulus attributed to its leaves.
bill., allelochemicals, concen- Instrument: Processing of the leaves, they were sprayed foliarly
trated essential oils, globulus, | on purslane seedlings at different dilutions for 5 weeks, extrac-
Portulaca oleracea L., aqueous tion process of concentrated essential oils, hydrodistillation.
extracts of fresh leaves (FLE;

617 g FW L -1), oven-dried
leaves (DLE; 250 g DW L -1)
[37].

2021 Leaves harvested from 4-year- | Activity: Biological activities attributed to the diversity of phy-
old trees. Eucalyptol, 1,8-cine- | tochemical components in the plant parts, review of the E. glob-
ole, essential oil (EO), a-phel- ulus plant and its bioactive, antioxidant, antimicrobial, phytore-
landrene, herbicide, oxygen- medial and herbicidal components.
ated monoterpenes (80.65—- Instrument: Review of recent information on the phytochemi-
87.32%), monoterpene hydro- | cal properties of E. globulus, hydrodistillation process for ob-
carbons (18.33-12.45%) [38]. taining the EO components.

2021 Leaves collected from certified | Activity: Robustadial compounds A and B possess anticancer
E. globulus trees (10-15 years activity.
old). Instrument: TDP2 inhibition analysis, biological experiments,
Tyrosyl-DNA phosphodiester- | isolation of compounds, robustadial A and B from an acetate
ase 2 (TDP2), topoisomerase 2, | fraction of E. Globulus labill.

Robustadia A and B, Eucalyp-
tus globulus Labill. [39].

2021 Leaves collected from 8-year- | Activity: Antibacterial activity of an experimental Eucalyptus

old trees in Artemisa province, | globulus Labill gel against Porphyromonas gingivalis.
Cuba. 3-heptadecene, 1-tridi- | Instrument: Experimental in vitro, EPi InfoTM program, vapor
cene, 1,8-cineole, chlorhexi- entrainment method, minimum inhibitory concentration (MIC),
dine, minimum bactericidal Agar diffusion test.
concentration (MBC), mini-
mum inhibitory concentration
(MIC), essential oil, Eucalyptus
globulus Labill [40].
2020 Leaves collected from 6 dis- Activity: Antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory, inhibi-

tinct Mediterranean regions
(Turkey, Greece, Spain, etc.
Eucalyptus globulus essential
oil, 1,1-diphenyl-2-picrylhy-
drazyl (DPPH), lipoxygenase
enzyme (5-LOX), 1,8-cineole

tory.

Instrument: Eucalyptus globulus essential oil of pharmacopoeia
grade (PhEur) was evaluated against human pathogenic species
such as P. acnes ATCC 6919, P. acnes ATCC 11827, S. aureus
ATCC 6538 and S. epidermidis ATCC 12228 using an in vitro mi-
crodilution method employing the photometric radical assay.
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(80.2%), p-cymene (6.6%), lim-
onene (5%), Staphylococcus au-
reus, S. epidermidis [41].

2020 Roots harvested from 10-year- | Activity: Antioxidant of EtE, EaE, AqE extracts of E. globulus
old trees during dormancy pe- | Labill., measuring their DPPH, ABTS radical scavenging, H202
riod. Phenolic compounds, fla- | scavenging, reducing power and metal chelating activities.
vonoids, E. globulus Labill, eth- | Instrument: Plant samples roots of E. globulus, evaluation of an-
anol root (EtE), ethyl acetate tioxidant activity, evaluation of DPPH activity, evaluation of

(EaE) and aqueous (AqE) [42]. | ABTS activity, removal of hydrogen peroxide.

3.1. Application in traditional medicine

Eucalyptus globulus, commonly known as eucalyptus, has been used in traditional medicine
practices by various cultures throughout history [43]. The leaves and essential oils of eucalyp-
tus have been used to treat respiratory conditions, such as colds and coughs, thanks to their
expectorant properties [44]. In addition, it has been used in folk medicine to relieve muscle
and joint pain, as well as in oral hygiene due to its antimicrobial effects [45].

3.2. Phytochemicals

This tree contains a variety of phytochemical compounds that are responsible for its medicinal
properties. Among the most prominent are terpenes, such as eucalyptol (1,8-cineole), which
will confer its anti-inflammatory and analgesic characteristics [46]. Flavonoids and tannins
have also been identified that contribute to its antioxidant and antimicrobial activity, offering
a broad spectrum of health benefits [47].

3.3. Therapeutic activity

Eucalyptus has demonstrated various therapeutic activities in scientific studies [48]. Its effi-
cacy in the treatment of respiratory infections has been demonstrated, due to its ability to fa-
cilitate the expulsion of mucus and reduce inflammation of the airways [49]. In addition, its
topical application has shown analgesic and anti-inflammatory properties, making it a valua-
ble resource for the management of pain and inflammation [50].

4. CONCLUSIONS

In conclusion, this study has highlighted the significant therapeutic potential of Eucalyptus
globulus Labill., evidencing its growing relevance in the pharmacological field over the last five
years. Through an exhaustive analysis of recent literature, it has been shown that this plant
not only possesses antimicrobial and anti-inflammatory properties, but also harbors a variety
of bioactive compounds that could be exploited in the development of innovative treatments.
The 15 documents selected for this review underline the diversity of applications of eucalyp-
tus, from its use in traditional medicine to its potential in the formulation of new drugs. How-
ever, it is important to recognize that, despite the progress made, there is still a long way to go
in the research of its metabolites and its mechanisms of action. Future studies are essential to
fully unravel the benefits of eucalyptus and to firmly establish it as a valuable resource in
modern medicine, which could culminate in the development of effective treatments that im-
prove public health.
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SUMMARY

Introduction: Monosodium Glutamate (MSG) is one of the world’s most extensively used food addi-
tives which is ingested as part of commercially processed foods. MSG is used as a flavor enhancer and
it increases the sapidity of food. MSG produces a flavor that can’t be provided by other foods. It elicits
a taste described in Japanese as umami. The toxic effects of MSG have raised the increasing interest in
MSG intake as flavor enhancer. It causes many toxic effects on the health. It causes neurotoxicity (it
causes Chinese Restaurant Syndrome), obesity, renal toxicity, cardiovascular toxicity, metabolic effects
and other health effects. Objective: This study aimed to determine concentration of MSG in some foods
products sold in Syrian Markets. Methodology: 40 samples of widely consumed food products were
randomly selected from local markets in Damascus and Deratiah as follows: 12 samples chicken lunch-
eon, 5 samples of instant soup, 6 samples of potato chips, 6 samples of chicken broth stocks, 5 samples
of instant noodles and 6 samples of meat broth powder (each powder sachet is equivalent to one stock).
A simple HPLC-UV method, based on a derivatization procedure with o-phthaldialdehyde (OPA) was
used for determination of MSG in the samples. And a cross-sectional study was performed by using
SPSS program. Results: Results revealed that the levels of monosodium glutamate (g/100 g) were varied
in the examined foodstuffs. Chicken broth stocks samples had the highest levels of MSG with an average
of (13.98), followed by (10.60) in samples of meat broth powders, followed by (10.16) in samples of
chicken luncheon, followed by (8.9722) in samples of instant noodles, followed by (8.96) in samples of
instant soup, while potato chips samples had the lowest levels with an average of (8.53). Conclusions:
There was a significant variation in concentrations of MSG between samples of chicken broth stocks and
samples of the other categories of food products.

Keywords: Monosodium glutamate (MSG); food products; derivatization; o-phthaldialdehyde (OPA);
HPLC-UV.

RESUMEN

Estimacion del glutamato monosodico (GMS) afiadido a algunos productos alimenticios en los mer-
cados sirios

Introduccion: El glutamato monosddico (GMS) es uno de los aditivos alimentarios mas utilizados a
nivel mundial y se ingiere en alimentos procesados comercialmente. Se utiliza como potenciador del
sabor y aumenta la sapidez de los alimentos. El GMS produce un sabor que otros alimentos no pueden
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proporcionar, lo que se conoce en japonés como umami. Los efectos tdxicos del GMS han despertado
un creciente interés en su consumo como potenciador del sabor. Provoca numerosos efectos téxicos para
la salud, como neurotoxicidad (causando el sindrome del restaurante chino), obesidad, toxicidad renal,
toxicidad cardiovascular, efectos metabolicos y otros efectos sobre la salud. Objetivo: Este estudio tuvo
como objetivo determinar la concentracion de GMS en algunos productos alimenticios vendidos en los
mercados sirios. Metodologia: Se seleccionaron aleatoriamente 40 muestras de productos alimenticios
de amplio consumo de los mercados locales de Damasco y Deratiah de la siguiente manera: 12 muestras
de almuerzo de pollo, 5 muestras de sopa instantanea, 6 muestras de papas fritas, 6 muestras de caldos
de pollo, 5 muestras de fideos instantdneos y 6 muestras de caldo de carne en polvo (cada sobre de
polvo es equivalente a un caldo). Se utiliz6 un método simple de HPLC-UV, basado en un procedi-
miento de derivatizacién con o-ftaldialdehido (OPA) para la determinacion de MSG en las muestras. Y
se realizé un estudio transversal utilizando el programa SPSS. Resultados: Los resultados revelaron que
los niveles de glutamato monosddico (g/100 g) variaron en los productos alimenticios examinados. Las
muestras de caldo de pollo presentaron los niveles mas altos de GMS, con un promedio de (13,98), se-
guido de (10,60) en las muestras de caldo de carne en polvo, seguido de (10,16) en las muestras de pollo
enlatado, seguido de (8,9722) en las muestras de fideos instantaneos, seguido de (8,96) en las muestras
de sopa instantanea, mientras que las muestras de papas fritas presentaron los niveles mas bajos, con
un promedio de (8,53). Conclusiones: Se observo una variacion significativa en las concentraciones de
GMS entre las muestras de caldo de pollo y las muestras de otras categorias de productos alimenticios.

Palabras clave: Glutamato monosddico (GMS); productos alimenticios; derivatizacion; o-ftaldialdehido
(OPA); HPLC-UV.

RESUMO

Estimativa de glutamato monossddico (MSG) adicionado a alguns produtos alimenticios em merca-
dos sirios

Introducao: O glutamato monossédico (MSG) é um dos aditivos alimentares mais utilizados no mundo,
sendo ingerido como parte de alimentos processados comercialmente. O MSG é usado como intensifi-
cador de sabor e aumenta o sabor dos alimentos. O MSG produz um sabor que nao pode ser fornecido
por outros alimentos. Ele provoca um sabor descrito em japonés como umami. Os efeitos toxicos do
MSG tém aumentado o interesse na ingestdo de MSG como intensificador de sabor. Ele causa muitos
efeitos toxicos a saude. Causa neurotoxicidade (causando a Sindrome do Restaurante Chinés), obesi-
dade, toxicidade renal, toxicidade cardiovascular, efeitos metabodlicos e outros efeitos a satide. Objetivo:
Este estudo teve como objetivo determinar a concentragdo de MSG em alguns produtos alimenticios
vendidos em mercados sirios. Metodologia: 40 amostras de produtos alimenticios amplamente consu-
midos foram selecionadas aleatoriamente de mercados locais em Damasco e Deratiah da seguinte
forma: 12 amostras de frango para almogo, 5 amostras de sopa instantanea, 6 amostras de batata frita, 6
amostras de caldo de galinha, 5 amostras de macarrao instantaneo e 6 amostras de caldo de carne em
po (cada saché de po é equivalente a um caldo). Um método simples de HPLC-UV, baseado em um
procedimento de derivatizagdo com o-ftaldialdeido (OPA), foi usado para determinacdo de MSG nas
amostras. E um estudo transversal foi realizado usando o programa SPSS. Resultados: Os resultados
revelaram que os niveis de glutamato monossddico (g/100 g) foram variados nos alimentos examinados.
Amostras de caldo de galinha apresentaram os maiores niveis de MSG, com uma média de (13,98),
seguidas por (10,60) em amostras de caldo de carne em p9, (10,16) em amostras de frango para almogo,
(8,9722) em amostras de macarrao instantaneo, (8,96) em amostras de sopa instantanea, enquanto amos-
tras de batata frita apresentaram os menores niveis, com uma média de (8,53). Conclusdes: Houve uma
variacao significativa nas concentragdes de MSG entre amostras de caldo de galinha e amostras das
demais categorias de produtos alimenticios.

Palavras-chave: Glutamato monossddico (MSG); produtos alimenticios; derivatizagao; o-ftaldialdeido
(OPA); HPLC-UV.
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1. INTRODUCTION

Monosodium glutamate (MSG) is the sodium salt of the non-essential amino acid, L-glutamic
acid (Figure 1). It is widely used in food industry as a flavor enhancer (E621) due to its ability
to modulate umami taste and improve overall food palatability. It is one of the world’s most
extensively used food additives which is ingested as part of commercially processed foods [1-
6].

O O
HO)N\O_ -
NH>

Figure 1. Structure of monosodium glutamate.

In 2017 the European Food Safety Authority set that the permissible amount of glutamic acid
per day is (30 mg/kg) of body weight. European Food Safety Authority also clarified the quan-
tities that, when used daily, can cause symptoms such as: headache (85.8 mg/kg), insulin in-
crease (>143 mg/kg) and blood pressure increase (150 mg/kg) [7]. World Health Organization
stated that the daily consumption of MSG per person should not exceed the safe limit of 120
mg/kg/day [8].

Consumption of 1.5-3 g of MSG is resulting in acute toxicity of MSG, which is also called
“The Chinese restaurant syndrome” (CRS). CRS was described for the first time more than 40
years ago. The original description of symptoms having their onset about 20 minutes after
starting the meal and included numbness or burning at the back of the neck, radiating into
both arms and sometimes into the anterior thorax, which was associated with a feeling of gen-
eral weakness and palpitations. In addition to other symptoms that may appear later such as
flushing, dizziness, syncope and facial pressure [9-11].

Consumption of food products rich in MSG can result in chronic toxicity of MSG that
include many health disorders such as obesity, diabetes, neurotoxicity, hepatotoxicity, ne-
phrotoxicity, reproductive toxicity, oxidative stress and genotoxicity [12-34]. The major
chronic toxic effects of MSG are summarized as shown in the following figures (Figure 2) and
(Figure 3) [35-37].
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Figure 2. Major toxic effects of MSG on human functions.
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Figure 3. A schematic representation of MSG toxicity and the organs may be affected by MSG.

1.1. The specific contribution of the research:

Nowadays, MSG is added as a flavor to food and food products without taking into consider-
ation the added concentration and there is increasing in consumption of food-containing MSG
among all age groups especially university students.

MSG has many toxic effects on health especially after long-term of exposure. In addition,
there is no local or international standardization for allowable concentration of MSG in food
products. Also, the global studies on this subject are very limited. This is the first study in Syria
which used HPLC-UV method based on a derivatization procedure with o-phthaldialdehyde
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(OPA). Therefore, the aim of the study is to determine levels of MSG in 40 samples of randomly
selected food products and to find out if there is a statistical variation between analyzed food
categories or not by performing a cross-sectional study and analyzing data by using SPSS pro-
gram. This study found a significant variation in concentrations of MSG between samples of
chicken broth stocks and samples of the other categories of food products.

2. METHODOLOGY

A simple HPLC-UV method, based on a derivatization procedure with o-phthaldialdehyde
(OPA), was used for determination of MSG in food products. This procedure is effective, sim-
ple and rapid analytical method. Also, it is simple to operate and is relatively inexpensive [38].

2.1. Food selection

The samples were randomly selected from local markets in Damascus and Deratiah. A total of
40 samples of widely consumed food products were randomly selected as follows: 12 samples
of chicken luncheon, 5 samples of instant soup, 6 samples of potato chips, 6 samples of chicken
broth stocks, 5 samples of instant noodles and 6 samples of meat broth powder (each powder
sachet is equivalent to one stock).

2.2. Additional samples (spiked samples)

3 samples of chicken luncheon were prepared at the laboratory, and known concentrations of
MSG standard solutions were added to them. The purpose is to ensure that the extraction pro-
cedure of MSG is effective.

2.2.1. Preparation of chicken luncheon samples (spiked samples)

The samples were prepared by taking 600 g of minced chicken (200 g for each sample), then
salt was added to them. After that known concentrations of MSG (8 mg, 10 mg and 15 mg)
were added to the samples respectively (where 40, 50 and 75 pg of MSG was added for each
gram of Minced chicken respectively). Then each sample was wrapped by a sheet of cello-
phane and a sheet of foil and were placed in a water bath (K.F.T LAB Equipment) with 75 °C
for 1 hour. Then the samples were left in the same conditions of the samples in the market.
They were stored in room temperature and away from moisture.

2.3. Apparatus

1) Smartline HPLC device (Knauer, Germany) with C18 (internal diameter 4.6 mm, particles
dimensions 5 um and length 250 mm) which is connected to a Smartline UV — Detector 2500.
2) Centrifugator (Hettich, EBA 20). 3) Water bath (K.F.T LAB Equipment). 4) Ultrasonic bath
(Lab Tech).

2.4. Reagents and chemicals

The following reagents and chemicals: HPLC grade water, analytical grade monosodium glu-
tamate (MSG) reference standard (Fluka) with 95% purity, 0.10 N Hydrochloride acid (HCI),
o-phthaldialdehyde powder (OPA) (Agilent) and methanol gradient grade for HPLC (Merck)
were used [38].

2.5. Extraction of MSG from samples

2.5.1. Samples preparation and derivatization
Each sample was ground and well homogenized. 5 g of each sample was homogenized with
50 ml of 0.10 N HCl solution and then placed in an ultrasonic bath for 60 minutes. Then it was
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tiltered (0.45 um filter). The resulted filtration was placed in a centrifuge 5000 rpm for 15
minutes. The resulted suspension was extracted with 20 ml of hexane 99% in order to remove
the fatty substances. Then 1800 uL was mixed with 200 uL of OPA and filtered through a
syringe filter (0.22 um). The spiked samples were prepared and spiked as samples from local
markets [39, 40].

2.5.2. Chromatographic conditions

Smartline HPLC device (Knauer, Germany) connected to a Smartline UV — Detector 2500 was
used. Chromatographic conditions (Table 1) were carried out on a C18 column (internal diam-
eter 4.6 mm, particles dimensions 5 pm and length 250 mm) with a mobile phase consisting of
A= Phosphate Buffer Solution (pH = 5.35) and B= Methanol (75:25 v/v) at a flow rate of 0.7
mL/min. The injection volume was 20 pL, the needle was washed with Water-Methanol (70:30
v/v), and the detection was performed at 254 nm. The column’s temperature was stable at 30
°C.

Table 1. Chromatographic conditions.

Time (minutes) A= Phosphate B= Methanol Flow rate (mL/min)
Buffer
0.0 92.0 8.0 0.7
11.0 75.0 25.0 0.7
14.0 75.0 25.0 0.7
14.1 92.0 8.0 0.7
15.0 92.0 8.0 0.7

2.6. Validation of the method

Validation of the method was based on ICH standards. Method validation was performed as
recommended by Center for Drug Evaluation and Research (CDER). The validation character-
istics considered in this study were: linearity, range, and limit of detection (LOQ), limit of
quantification (LOD), repeatability and recovery.

Five different standards of MSG solutions of 40-60-80-100-120-ppm were taken to evaluate
the plot of signal as a function of analyte concentration. For precision, the intraday and inter-
day repeatability was performed by taking 10 ppm standard solution for 6 determinations.
LOQ and LOD were determined by observing the signal-to-noise ratio and comparing the
measured signals from samples with known concentrations. A signal to noise ratio between
2:1 and 10:1 was considered for LOD and LOQ. Recovery was tested by adding blank samples
with different MSG standard concentrations and analyzing their content.

2.6.1. Linearity

Five different concentrations of standard MSG solution were analyzed, which would represent
the sample well. The calibration curve was generated using 20 uL injection loop and the curve
was established according to the response (peak area) and the concentration of MSG in stand-
ard solutions. The results obtained showed a linear relationship. Each standard concentration
response was the average of three determinations. The calibration curve showed a strong pos-
itive correlation between the instrumental signal and the concentration of the MSG standards.
The linearity studies showed that MSG content was found to be linear in the following con-
centration range (40-60-80-100-120-ppm) where R? value was 0.9993 as shown in the following
figures (Figure 4) and (Figure 5).
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Figure 4. Standard curve of MSG standard solutions (40-60-80-100-120 ppm).
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Figure 5. Corresponding of retention times of standard solutions.
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2.6.2. System suitability test

System suitability test is necessary to be sure about quality of HPLC apparatus. Center for
Drug Evaluation and Research (CDER) recommended to determine Capacity Factor (Retention
Factor). Capacity Factor was determined by injection of standard solution of MSG with con-
centration 20 ppm and the resulted Capacity Factor k factor = 2.83 (according to the recom-
mendations of CDER) is good.

2.6.3. Determination of HPLC accuracy and precision

The process of preparing and derivatization of samples was highly effective and its frequency
was studied by repeating the derivatization of the same sample three times and the Relative
Standard Deviation (RSD%) was less than 2%. Repeatability of injection (precision) was deter-
mined by repeating injection of the same standard solution of MSG (20 ppm) five times and
RSD% was 0.4805% (Table 2). Therefore, the system is accurate according to the recommenda-
tions of CDER.

Table 2. Determination of HPLC injection accuracy and precision.

Concentration (ppm) Area
Concentration 1 (20 ppm) 17.188
Concentration 2 (20 ppm) 17.192
Concentration 3 (20 ppm) 17.094
Concentration 4 (20 ppm) 17.242
Concentration 5 (20 ppm) 17.320
X 17.207
RSD 0.4805

2.6.4. Results of relevance of HPLC system for MSG analysis

The following table (Table 3) shows results of relevance of HPLC system for MSG analysis.
Theoretical plate numbers: when the standard solution of MSG was 20 ppm then the theoreti-
cal plate numbers were N=3670. Therefore, the ability of the column for analysis was good
according to the recommendations of CDER.

Table 3. Results of relevance of HPLC system for MSG analysis.

Parameters Obtained value Recommended value
Retention time L N

Tailing factor 1.28T T<2.00

Resolution (Rs) 5.10 Rs >2.00

Capacity factor 2.83 K>2.00

Selectivity (a) 1.90 a>1.00

Theoretical plate number N 3670 N >2000
Repeatability of peak (RSD %) < 0.4805 (RSD %) <1.50

Tailing factor: peak’s tailing factor of a standard solution of MSG (20 ppm) was 1.28. Therefore,
symmetry of the peak was good. Then it can be integrated and gives a good quantity.

Retention time of a standard solution of MSG was 4.8 minutes. Also, using of the mobile
phase (PBS and Methanol) showed a good efficacy in analysis of MSG as a symmetrical peak.
On the other hand, trying to increase flow rate to decrease retention time was not successful
due to the increase of tailing factor and a significant increase in baseline noise.

696



Estimation of monosodium glutamate added to some food products in Syrian markets

Quantitation limit (Table 4) is the quantity or the lowest concentration of the studied sub-
stance which can be measured by a good accuracy and precision. To determine the quantita-
tion limit, standard solutions of decreasing concentrations was prepared and the measurement
of concentration which gives the lowest action was repeated 6 times and then RSD% was meas-
ured. RSD% (Relative Standard Deviation) must not exceed 20% and the limit = SD (standard

deviation) x 10.

Table 4. Limit of quantification is 0.5 mg/L and limit of detection is 0.2 mg/L.

Concentration Areal | Area2 | Area3 | Aread | Area5 | Area6 SD X RSD %
(ppm)
1 3.31 3.14 2.98 3.29 3.32 2.34 0202 | 3.26 6.194
0.8 242 2.46 2.48 247 2.49 2.51 0.0314 | 2.47 1.271
0.6 1.84 2.11 1.99 2.12 1.89 1.86 0.119 1.96 6.09
0.4 1.22 1.24 1.26 1.19 1.25 1.23 0.0248 | 1.231 0.0432
0.2 0.62 0.54 0.61 0.55 0.52 0.61 0.0432 | 0.575 7.520
0.05 - - - - - - - - -
3. RESULTS

3.1. Results for the spiked samples
The following table (Table 5) showed concentrations of MSG added to the spiked samples and
yield concentrations after analysis (recovery). In all cases, the value of recovery was 95.4+1.4

% as shown in the following table.

Table 5. Recovery of MSG and its concentrations in the spiked samples.

Concentration

Number of the spiked samples

Spiked sample 1

Spiked sample 2

Spiked sample 3

Original concentration of
MSG in the sample (ug/g
or ppm)

0

0

0

Quantity of standard MSG
(ng) added to 1 g of the
sample

40

50

75

Total concentration of
MSG expected to found in
1 g of the spiked sample

(ug/g or ppm)

40

50

75

Concentration of MSG
found in 1g of the spiked
sample ug/g (ppm) +SD

38.48+0.2

46.80+0.2

72.3+£0.3

Recovery = SD

96.2+1.6

93.6+1.0

96.4+1.4

3.2. Results for samples of food products
As shownin (Table 6), results revealed that the levels of monosodium glutamate (g/100 g) were
varied in the examined foodstuffs. Chicken broth stocks samples had the highest levels of MSG
with an average of (13.98) in a range of (11.30) to (16.70) followed by (10.60) in a range of (8.50)
to (12.30) in samples of meat broth powders, followed by (10.16) in a range of (6.60) to (13.60)
in samples of chicken luncheon, followed by (8.9722) in a range of (6.20) to (10.70) in samples
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of instant noodles, followed by (8.96) in a range of (6.30) to (11.30) in samples of instant soup
and followed by (8.53) in a range of (6.60) to (10.80) in samples of potato chips.

Table 6. Concentration of MSG (g/100g) in the examined food products.

Descrip- Chicken Potato Instant Instant Chicken Broth | Meat Broth
tive (Statis- | Luncheon | Chips Soup Noodles Stocks Powders
tic)
Mean 10.16 8.53 8.96 8.9722 13.98 10.60
tslt)cL Devia- 539 145 210 1.79360 2.26 1.41
Minimum 6.60 6.60 6.30 6.20 11.30 8.50
Maximum 13.60 10.80 11.30 10.70 16.70 12.30

3.3. Statistical analysis
A cross-sectional study was performed by using SPSS program. (Table 6) showed concentra-
tions of MSG (g/100 g) in the examined food products. Tests of Normality (Kolmogorov-

Smirnov and Shapiro-Wilk Tests) were performed as shown in (Table 7) which revealed that

the results were normal.

Table 7. Tests of Normality.

Type of sample Kolmogorov-Smirnov= Shapiro-Wilk
Statistic | df Sig. Statistic df Sig.

Concentration of Chicken Luncheon 0.160 | 12 .200" 0.947 12 0.588

MSG (g/100g) Potato Chips 0.180 6 200" 0.983 6 0.964
Instant Soup 0.187 5 .200" 0.943 5 0.690
Instant Noodles 0.184 5 .200" 0.938 5 0.649
Chicken Broth Stocks 0.215 6 .200" 0.893 6 0.333
Meat Broth Powders 0.228 6 200" 0.929 6 0.571

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Test of homogeneity of variances (Levene Statistic) was shown in (Table 8) and revealed that
the results were homogenized.

Table 8. Test of Homogeneity of Variances.

Concentration of MSG (g/100 g)

Levene Statistic

df1

df2

Sig.

0.972

5

34

0.449

The results of the study were homogenized; therefore, ANOVA test was performed as shown
in (Table 9). ANOVA test showed that the significance value was 0.000 which is less than 0.05.

Table 9. ANOVA Test.

Concentration of MSG (g/100 g)

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 119.177 5 23.835 5.960 0.000
Within Groups 135.982 34 3.999
Total 255.159 39
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As a result, there was a significant variation between samples of the categories. According to
the obtained results in (Table 10) and (Figure 6), there was a significant variation between
samples of chicken broth stocks and the samples of the other categories.

Table 10. Statistical comparisons between samples categories.

Multiple Comparisons
Dependent Variable: LSD
(I) Type of sample Mean Dif- | Std. Error | Sig. | 95% Confidence Inter-
ference (I-]) val
Lower Upper
Bound Bound

Chicken Potato Chips 1.60000 0.99993 0.119 -0.4321 3.6321

Luncheon | [ngtant Soup 1.21000 1.06451 | 0.264 | -0.9533 33733
Instant Noodles 1.23000 1.06451 0.256 -0.9333 3.3933
Chicken Broth -3.83333-" 0.99993 | 0.001 -5.8654 -1.8012
Stocks
Meat Broth Pow- -0.43333 0.99993 0.667 -2.4654 1.5988
ders

Potato Chips | Chicken Luncheon -1.60000 0.99993 0.119 -3.6321 0.4321
Instant Soup -0.39000 121098 | 0.749 -2.8510 2.0710
Instant Noodles -0.37000 1.21098 0.762 -2.8310 2.0910
Chicken Broth -5.43333-" 1.15462 | 0.000 -7.7798 -3.0869
Stocks
Meat Broth Pow- -2.03333 1.15462 0.087 -4.3798 0.3131
ders

Instant Soup | Chicken Luncheon -1.21000 1.06451 0.264 -3.3733 0.9533
Potato Chips 0.39000 121098 | 0.749 -2.0710 2.8510
Instant Noodles 0.02000 1.26483 0.987 -2.5504 2.5904
Chicken Broth -5.04333-" 1.21098 | 0.000 -7.5043 -2.5823
Stocks
Meat Broth Pow- -1.64333 1.21098 0.184 -4.1043 0.8177
ders

Instant Noo- | Chicken Luncheon -1.23000 1.06451 0.256 -3.3933 0.9333

dles Potato Chips 0.37000 121098 | 0.762 -2.0910 2.8310
Instant Soup -0.02000 1.26483 0.987 -2.5904 2.5504
Chicken Broth -5.06333-" 1.21098 | 0.000 -7.5243 -2.6023
Stocks
Meat Broth Pow- -1.66333 1.21098 0.179 -4.1243 0.7977
ders

Chicken Chicken Luncheon 3.83333" 0.99993 0.001 1.8012 5.8654

Broth Stocks | potato Chips 5.43333" 1.15462 | 0.000 3.0869 7.7798
Instant Soup 5.04333" 1.21098 0.000 2.5823 7.5043
Instant Noodles 5.06333" 1.21098 0.000 2.6023 7.5243
Meat Broth Pow- 3.40000" 1.15462 | 0.006 1.0535 5.7465
ders
Chicken Luncheon 0.43333 0.99993 0.667 -1.5988 2.4654
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Meat Broth
Powders

Potato Chips 2.03333 1.15462 0.087 -0.3131 4.3798
Instant Soup 1.64333 1.21098 0.184 -0.8177 4.1043
Instant Noodles 1.66333 1.21098 0.179 -0.7977 4.1243
Chicken Broth -3.40000- 1.15462 0.006 -5.7465 -1.0535
Stocks

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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4. DISCUSSION

The validated HPLC- UV method was successfully applied for the analysis of MSG in all of
the analyzed food samples.

According to the statistical study as shown in Table 10, there was a significant variation
in MSG concentration between samples of chicken broth stocks and samples of the other cate-
gories (chicken luncheon, potato chips, instant soup, instant noodles and meat broth powders)
where P-values (significance values) were less than 0.05 (0.001, 0.000, 0.000, 0.000 and 0.006,
respectively). Concentration of MSG in samples of chicken broth stocks was the highest be-
cause it is widely used to make taste of food more palatable and more delicious. Also, there
are no local or international standardizations for the allowable concentration of MSG added
to food and food products. In addition, there were no limits to the amount of MSG (Chinese
Salt) that can be purchased from local markets.

Therefore, local and international standardizations must be regulated to determine the al-
lowable concentration of MSG added to food and food products.

5. CONCLUSIONS

The highest level of MSG was in chicken broth stocks samples and the lowest one was in potato
chips samples. MSG has many health risks if food-containing MSG is consumed in large quan-
tities. Upon acute exposure it causes symptoms of CRS and upon chronic exposure it causes
many toxic effects such as: neurotoxicity, obesity, renal toxicity, cardiovascular toxicity, meta-
bolic effects and other health effects [41]. Local and international regulations and recommen-
dations about allowed levels of MSG are required. Also, more attention is required to reduce
the risk of health hazards of this additive with accumulative exposure. It is recommended that
students should adopt healthy life style and use food-containing MSG in moderation. It is also
recommended that awareness programs on the side-effects and symptoms of MSG must be
carried out.

CONFLICTS OF INTEREST

All authors declare that there are no conflicts of interest.

REFERENCES

1. L.N.Thuy, L.C. Salanta, M. Tofand, S.A. Socaci, A.C. Farcas & C.R. Pop. A mini review about mon-
osodium glutamate. Bull. UASVM Food Sci. Technol., 77(1), 1-12 (2020). URL: https://jour-
nals.usamvcluj.ro/index.php/fst/article/view/13717

2. K. Kurihara. Glutamate: from discovery as a food flavor to role as a basic taste (umami). Am. J. Clin.
Nutr., 90(3), 7195-722S (2009). Doi: https://10.3945/ajcn.2009.27462D

3. R. Naveen-Kumar, P. Uday-kumar & R. Hemalatha. Monosodium glutamate (MSG) - A food ad-
ditive. Indian J. Nutr. Diet., 57(1), 98-107 (2020). URL: https://www i-scholar.in/index.php/Ijnd/arti-
cle/view/193603

4.  H.M. Bayram, H.F. Akgoz, O. Kizildemir & A. Ozturkcan. Monosodium glutamate: review on pre-
clinical and clinical reports, Biointerface Res. Appl. Chem., 13(2), 149 (2023). Doi:
https://doi.org/10.33263/briac132.149

5. Y. Zhang, C. Venkitasamy, Z. Pan, W. Liu & L. Zhao. Novel umami ingredients: Umami peptides
and their taste. J. Food Sci., 82(1), 16-23 (2017). Doi: https://doi.org/10.1111/1750-3841.13576

701


https://www.researchgate.net/profile/Liana-Salanta?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIiwicGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIn19
https://journals.usamvcluj.ro/index.php/fst/article/view/13717
https://journals.usamvcluj.ro/index.php/fst/article/view/13717
https://doi.org/10.3945/ajcn.2009.27462d
https://www.i-scholar.in/index.php/Ijnd/article/view/193603
https://www.i-scholar.in/index.php/Ijnd/article/view/193603
https://doi.org/10.33263/briac132.149
https://doi.org/10.1111/1750-3841.13576

Farah Bitar, Mohammed Adel Jawad & Adnan Odeh

6. Z.Kazmi, I. Fatima, S. Perveen & S.S. Malik. Monosodium glutamate: Review on clinical reports.
Int. ]. Food Propert., 20(S2), 18075-1815S (2017). Doi: https://doi.org/10.1080/10942912.2017.1295260

7. A.Mortensen, F. Aguilar, R. Crebelli, A. Di Domenico, B. Dusemund, M.]. Frutos, et al. Re-evalua-
tion of glutamic acid (E 620), sodium glutamate (E 621), potassium glutamate (E 622), calcium glu-
tamate (E 623), ammonium glutamate (E 624) and magnesium glutamate (E 625) as food additives.
Eur. Food Saf. Author., 15(7), 04910 (2017). Doi: https://doi.org/10.2903/j.efsa.2017.4910

8. F.A.Rachma & T. Saptawati. Analysis tolerance of monosodium glutamate (MSG) in instant noo-
dles with UV-Vis spectrophotometry. |. Sci. Technol. Res. Pharm., 1(1), 20-24 (2021). Doi:
https://doi.org/10.15294/J]STRP.V1i1.43568

9. G.R Kerr, M. Wu-Lee, M. El-Lozy, R. McGandy & F.J. Stare. Prevalence of the "Chinese Restaurant
Syndrome”. J. Am. Diet. Assoc., 75(1), 29-33 (1979). Doi: https://doi.org/10.1016/S0002-
8223(21)05277-9

10. R. Geha, A. Beiser, C. Ren, R. Patterson, P. Greenberger, L.C. Grammer, et al. Review of alleged
reaction to monosodium glutamate and outcome of a multicenter double-blind placebo-controlled
study. J. Nutr., 130(4S Suppl.), 10585-1063S (2000). Doi: https://doi.org/10.1093/jn/130.4.10585

11. M. Shastri, D. Raval & V. Rathod. Monosodium glutamate (MSG) symptom complex (Chinese Res-
taurant Syndrome): Nightmare of Chinese food lovers! J. Assoc. Physicians India, 71(6), 93-95 (2023).
URL: https://journal-api.s3.ap-south-1.amazonaws.com/issues/August2023.pdf

12.  A. Zanfirescu, A. Ungurianu, A.M. Tsatsakis, G.M. Nitulescu, D. Kouretas, A. Veskoukis, D.
Tsoukalas, A.B. Engin, M. Aschner & D. Margina. A review of the alleged health hazards of mon-
osodium glutamate. Compr. Rev. Food Sci. Food Saf, 18(4), 1111-1134 (2019). Doi:
https://doi.org/10.1111/1541-4337.12448

13. M.C. Rivera-Cervantes, J.S. Torres, A. Feria-Velasco, J. Armendariz-Borunda & C. Beas-Zarate.
NMDA and AMPA receptor expression and cortical neuronal death are associated with p38 in glu-
tamate-induced excitotoxicity in wivo. J. Neurosci. Res., 76(5), 678-687 (2004). Doi:
https://doi.org/10.1002/jnr.20103

14. H.S.A. Ezza & Y.A. Khadrawyb. Glutamate excitotoxicity and neurodegeneration. |. Mol. Genet.
Med., 8(4), 1000141 (2014). URL: https://www.hilarispublisher.com/open-access/glutamate-exci-
totoxicity-and-neurodegeneration-1747-0862-1000141.pdf

15. Y. Zhang & B.R. Bhavnani. Glutamate-induced apoptosis in neuronal cells is mediated via caspase-
dependent and independent mechanisms involving calpain and caspase-3 proteases as well as
apoptosis inducing factor (AIF) and this process is inhibited by equine estrogens. BMC Neurosci.,
7(49), 49 (2006). Doi: https://doi.org/10.1186/1471-2202-7-49

16. K. Sadek, T. Abouzed & S. Nasr. Lycopene modulates cholinergic dysfunction, Bcl-2/Bax balance,
and antioxidant enzymes gene transcripts in monosodium glutamate (E621) induced neurotoxicity
in a rat model. Can. |. Physiol. Pharmacol., 94(4), 394-401 (2016). Doi: https://doi.org/10.1139/cjpp-
2015-0388

17. M.P. Mattson, Glutamate and neurotrophic factors in neuronal plasticity and disease. Ann. N. Y.
Acad. Sci., 1144, 97-112 (2008). Doi: https://doi.org/10.1196/annals.1418.005

18. A. Baskys & M. Blaabjerg. Understanding regulation of nerve cell death by mGluRs as a method
for development of successful neuroprotective strategies. |. Neurol. Sci., 229-230, 201-209 (2005).
Doi: https://doi.org/10.1016/j.jns.2004.11.028

19. 0O.J. Onaolapo, A.Y. Onaolapo, M.A. Akanmu & O. Gbola. Evidence of alterations in brain structure
and antioxidant status following 'low-dose' monosodium glutamate ingestion, Pathophysiology,
23(3), 147-156 (2016). Doi: https://doi.org/10.1016/j.pathophys.2016.05.001

20. A.M. El-Mahalaway & N.E. El-Azab. The potential neuroprotective role of mesenchymal stem cell-
derived exosomes in cerebellar cortex lipopolysaccharide-induced neuroinflammation in rats: a
histological and immunohistochemical study, Ultrastruct. Pathol., 44(2), 159-173 (2020). Doi:
https://doi.org/10.1080/01913123.2020.1726547

21. H. Ka, D. Shufa, X. Pengcheng, S. Sangita, W. Huijun, Z. Fengying & P. Barry. Consumption of
monosodium glutamate in relation to incidence of overweight in Chinese adults: China Health and

702


https://doi.org/10.1080/10942912.2017.1295260
https://doi.org/10.2903/j.efsa.2017.4910
https://doi.org/10.15294/JSTRP.V1i1.43568
https://doi.org/10.1016/S0002-8223(21)05277-9
https://doi.org/10.1016/S0002-8223(21)05277-9
https://doi.org/10.1093/jn/130.4.1058S
https://journal-api.s3.ap-south-1.amazonaws.com/issues/August2023.pdf
https://doi.org/10.1111/1541-4337.12448
https://doi.org/10.1002/jnr.20103
https://www.hilarispublisher.com/open-access/glutamate-excitotoxicity-and-neurodegeneration-1747-0862-1000141.pdf
https://www.hilarispublisher.com/open-access/glutamate-excitotoxicity-and-neurodegeneration-1747-0862-1000141.pdf
https://doi.org/10.1186/1471-2202-7-49
https://doi.org/10.1139/cjpp-2015-0388
https://doi.org/10.1139/cjpp-2015-0388
https://doi.org/10.1196/annals.1418.005
https://doi.org/10.1016/j.jns.2004.11.028
https://doi.org/10.1016/j.pathophys.2016.05.001
https://doi.org/10.1080/01913123.2020.1726547

Estimation of monosodium glutamate added to some food products in Syrian markets

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Nutrition Survey (CHNS). Am. J. Clin. Nutr, 93(6), 1328-1336 (2011). Doi:
https://doi.org/10.3945/ajcn.110.008870

R. Roman-Ramos, J.C. Almanza-Perez, R. Garcia-Macedo, G. Blancas-Flores, A. Fortis-Barrera, E.I.
Jasso, et al. Monosodium glutamate neonatal intoxication associated with obesity in adult stage is
characterized by chronic inflammation and increased mRNA expression of peroxisome prolifera-
tor-activated receptors in mice. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol., 108(6), 406-413 (2011). Doi:
https://doi.org/10.1111/j.1742-7843.2011.00671.x

A.D. Alalwani. Monosodium glutamate induced testicular lesions in rats (histological study). Mid-
dle East Fertil. Soc. J., 19(4), 174-280 (2014). Doi: https://doi.org/10.1016/j.mefs.2013.09.003

D.T. Oluwole, O.S. Ebiwonjumi, L.O. Ajayi, O.D. Alabi, V. Amos, G. Akanbi, et al. Disruptive con-
sequences of monosodium glutamate on male reproductive function: A review. Curr. Res. Toxicol.,
6, 100148 (2024). Doi: https://doi.org/10.1016/j.crtox.2024.100148

L. Yu, Y. Zhang, R. Ma, L. Bao, J. Fang & T. Yu. Potent protection of ferulic acid against excitotoxic
effects of maternal intragastric administration of monosodium glutamate at a late stage of preg-
nancy on developing mouse fetal brain. Eur. Neuropsychopharmacol., 16(3), 170-177 (2006). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.euroneuro.2005.08.006

I. Mukherjee, S. Biswas, S. Singh, J. Talukdar, M.S. Alqahtani, M. Abbas, et al. Monosodium gluta-
mate perturbs human trophoblast invasion and differentiation through a reactive oxygen species-
mediated pathway: An in-vitro assessment. Antioxidants, 12(3), 634 (2023). Doi:
https://doi.org/10.3390/antiox12030634

S. Umukoro, G.O. Oluwole, H.E. Olamijowon, A.I. Omogbiya & A.T. Eduviere. Effect of monoso-
dium glutamate on behavioral phenotypes, biomarkers of oxidative stress in brain tissues and liver
enzymes in mice. World |. Neurosci., 5(5), 339 (2015). Doi: https://doi.org/10.4236/wjns.2015.55033
C. Dow, B. Balkau, F. Bonnet, F. Mancini, K. Rajaobelina, J. Shaw, D.]. Magliano & G. Fagherazzi.
Strong adherence to dietary and lifestyle recommendations is associated with decreased type 2
diabetes risk in the AusDiab cohort study. Prev. Med.,, 123, 208-216 (2019). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.ypmed.2019.03.006

S. Saeidnia & M. Abdollahi. Toxicological and pharmacological concerns on oxidative stress and
related diseases. Toxicol. Appl. Pharmacol., 273(3), 442-455 (2013). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.taap.2013.09.031

E.A. Elbassuoni, M.M. Ragy & S.M. Ahmed. Evidence of the protective effect of 1-arginine and vit-
amin D against monosodium glutamate-induced liver and kidney dysfunction in rats. Biomed. Phar-
macother., 108, 799-808 (2018). Doi: https://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.09.093

A. Sharma. Monosodium glutamate-induced oxidative kidney damage and possible mechanisms:
A mini-review. J. Biomed. Sci., 22(1), 93 (2015). Doi: https://doi.org/10.1186/s12929-015-0192-5

O.A. Ikebunwa. Evaluation of the cardiac effect of monosodium glutamate (Ajinomoto) in albino
rats. Open Access Res. ]. Life Sci., 5(2), 57-62 (2023). Doi: https://doi.org/10.53022/0arjls.2023.5.2.0036
S.M. Hazzaa, E.S. El-Roghy, M.A. Abd-Eldaim & G.E. Elgarawany. Monosodium glutamate in-
duces cardiac toxicity via oxidative stress, fibrosis, and P53 proapoptotic protein expression in rats.
Environ. Sci. Pollut. Res. Int., 27(16), 2001420024 (2020). Doi: https://doi.org/10.1007/s11356-020-
08436-6

S.J. Dumas, G. Bru-Mercier, A. Courboulin, M. Quatredeniers, C. Riicker-Martin, F. Antigny, et al.
NMDA-type glutamate receptor activation promotes vascular remodeling and pulmonary arterial
hypertension. Circulation, 137(22), 2371-2389 (2018). Doi: https://doi.org/10.1161/circulatio-
naha.117.029930

K. Niaz, E. Zaplatic & ]. Spoor. Extensive use of monosodium glutamate: A threat to public health?
EXCLI]., 17,273-278 (2018). Doi: https://doi.org/10.17179/excli2018-1092

L. Yang, Y. Gao, J. Gong, L. Peng, H.R. El-Seedi, M.A. Farag, Y. Zhao & J. Xiao. A multifaceted
review of monosodium glutamate effects on human health and its natural remedies. Food Mater.
Res., 3,16 (2023). Doi: https://doi.org/10.48130/fmr-2023-0016

703


https://doi.org/10.3945/ajcn.110.008870
https://doi.org/10.1111/j.1742-7843.2011.00671.x
https://doi.org/10.1016/j.mefs.2013.09.003
https://doi.org/10.1016/j.crtox.2024.100148
https://doi.org/10.1016/j.euroneuro.2005.08.006
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Mukherjee%20I%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Biswas%20S%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Singh%20S%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Talukdar%20J%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Alqahtani%20MS%22%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Abbas%20M%22%5BAuthor%5D
https://doi.org/10.3390/antiox12030634
https://doi.org/10.4236/wjns.2015.55033
https://doi.org/10.1016/j.ypmed.2019.03.006
https://doi.org/10.1016/j.taap.2013.09.031
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.09.093
https://doi.org/10.1186/s12929-015-0192-5
https://doi.org/10.53022/oarjls.2023.5.2.0036
https://doi.org/10.1007/s11356-020-08436-6
https://doi.org/10.1007/s11356-020-08436-6
https://doi.org/10.1161/circulationaha.117.029930
https://doi.org/10.1161/circulationaha.117.029930
https://doi.org/10.17179/excli2018-1092
https://doi.org/10.48130/fmr-2023-0016

Farah Bitar, Mohammed Adel Jawad & Adnan Odeh

37.

38.

39.

40.

41.

S. Cakmakg1 & ML.A. Salik. Monosodium glutamate (MSG) as a food additive and comments on its
use. 4th International Conference on Advanced Engineering Technologies, 28-30 September 2022, Bay-
burt, Turkey, 2022; pp. 298-295. URL: https://www.researchgate.net/publication/365345207_Mon-
osodium_Glutamate_MSG_as_a_Food_Additive_and_Comments_on_Its_Use

M. Soyseven, H.Y. Aboul-Enein & G. Arli. Development of a HPLC method combined with ultra-
violet/diode array detection for determination of monosodium glutamate in various food samples.
Int. ]. Food Sci. Technol., 56(1), 461-467 (2021). Doi: https://doi.org/10.1111/ijfs.14661

S.L. Zandy, ].M. Doherty, N.D. Wibisono & R.A. Gonzales. High sensitivity HPLC method for anal-
ysis of in vivo extracellular GABA using optimized fluorescence parameters for o-phthalaldehyde
OPA)/sulfite derivatives. ]. Chromatogr. B, Anal. Technol. Biomed. Life Sci., 1055-1056, 1-7 (2017). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2017.04.003

B.E. Demirhan, B. Demirhan, C. Sonmez, H. Torul, U. Tamer & G. Yentiir. Monosodium glutamate
in chicken and beef stock cubes using high-performance liquid chromatography. Food Addit. Con-
tam. Part B Surveill., 8(1), 63-66 (2015). Doi: https://doi.org/10.1080/19393210.2014.991355

V. Husarova & D. Ostatnikova. Monosodium glutamate toxic effects and their implications for hu-
man intake: A review. JMED Res., 2013, 608765 (2013). Doi: https://doi.org/10.5171/2013.608765

HOW TO CITE THIS ARTICLE

F. Bitar, M.A. Jawad & A. Odeh. Estimation of monosodium glutamate (MSG) added to some
food products in Syrian markets. Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., 54(3), 689-704 (2025). Doi:
https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v54n3.122679

704


https://www.researchgate.net/publication/365345207_Monosodium_Glutamate_MSG_as_a_Food_Additive_and_Comments_on_Its_Use
https://www.researchgate.net/publication/365345207_Monosodium_Glutamate_MSG_as_a_Food_Additive_and_Comments_on_Its_Use
https://doi.org/10.1111/ijfs.14661
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2017.04.003
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/Ceren-Soenmez-2060306055?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIiwicGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIn19
https://doi.org/10.1080/19393210.2014.991355
https://doi.org/10.5171/2013.608765
https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v54n3.122679

Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., 54(3), 705-718 (2025)

Scientific research article

Annulment and amelioration of cadmium toxicity through dietary
countermeasures

Saha Rajsekhar', Thakur Alok Singh? & Kaur Chanchal Deep?

1Shri Rawatpura Sarkar Institute of Pharmacy, Kumhari, Durg, India
2Shri Shankaracharya Institute of Pharmaceutical Sciences, Junwani, Durg, India
3Rungta College of Pharmaceutical Sciences, Nandanvan, Raipur, India

*Corresponding author E-mail: rajsekharsaha86@gmail.com

Received: December 24, 2024
Corrected: July 22, 2025
Accepted: July 29, 2025

https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v54n3.122701

SUMMARY

Background: Cadmium (Cd) is an environmental toxin that penetrates most parts of the environment
and causes significant health hazards when it accumulates in the human body. Chronic Cd exposure,
particularly in individuals with metabolic disorders like diabetes, leads to oxidative stress, inflamma-
tion, and organ damage. Purpose: This study aimed to establish whether dietary herbs, present in the
polluted regions, can neutralize and reverse Cd-induced toxicity. Methodology: Main focus to assess
the efficiency of the herbs in reducing Cd toxicity and enhancing biological health indices. Enhydra fluc-
tuans (Lour) is the dietary herb used. Using 20 rats of either sex exposed to Cd and then treated with
selected edible herbs known for their detoxifying properties, a controlled laboratory experiment was
conducted. Compared to controls, the treated groups' Cd levels significantly decreased, and the related
harmful effects improved. Results: E. fluctuans-treatment group showed significant decreases in blood
glucose levels and normalization of liver enzymes (AST, ALT, ALP, bilirubin). Kidney function tests
showed improvement in serum creatinine, BUN, uric acid, and urine protein levels. Histological studies
confirmed preserved cellular architecture of the liver, kidney, and pancreas. Conclusion: E. fluctuans
presents potent antidiabetic, antioxidant, hepatoprotective, and nephroprotective effects to help ame-
liorate systemic toxicity from Cd exposure. Contribution: The finding of the study supports the poten-
tial of E. fluctuans as an affordable, natural dietary response to heavy metal contamination, especially in
environmentally exposed and metabolically compromised and metabolic stress, as well as providing
meaningful contributions to the specific area of herbal toxicology and public health nutrition.

Keywords: Cadmium toxicity; dietary herb; Enhydra fluctuans; detoxification.

RESUMEN
Anulacién y mejora de la toxicidad del cadmio mediante medidas dietéticas

Antecedentes: El cadmio (Cd) es una toxina ambiental que penetra en la mayor parte del medio am-
biente y causa importantes riesgos para la salud al acumularse en el cuerpo humano. La exposicion
cronica al Cd, especialmente en personas con trastornos metabdlicos como la diabetes, provoca estrés
oxidativo, inflamacion y dafio organico. Objetivo: Este estudio tuvo como objetivo determinar si las
hierbas dietéticas presentes en regiones contaminadas pueden neutralizar y revertir la toxicidad indu-
cida por Cd. Metodologia: El objetivo principal fue evaluar la eficacia de las hierbas para reducir la
toxicidad del Cd y mejorar los indicadores de salud bioldgica. La hierba dietética utilizada fue Enhydra
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fluctuans (Lour). Se realiz6 un experimento de laboratorio controlado con 20 ratas de ambos sexos ex-
puestas al Cd y posteriormente tratadas con hierbas comestibles seleccionadas conocidas por sus pro-
piedades desintoxicantes. En comparacion con los controles, los niveles de Cd de los grupos tratados
disminuyeron significativamente y los efectos nocivos relacionados mejoraron. Resultados: El grupo
tratado con E. fluctuans mostré una disminucion significativa de los niveles de glucosa en sangre y la
normalizacién de las enzimas hepaticas (AST, ALT, ALP, bilirrubina). Las pruebas de funcién renal
mostraron una mejoria en los niveles de creatinina sérica, nitrogeno ureico en sangre (BUN), acido trico
y proteinas en orina. Los estudios histoldgicos confirmaron la conservacién de la arquitectura celular
del higado, el rifién y el pancreas. Conclusidn: E. fluctuans presenta potentes efectos antidiabéticos, an-
tioxidantes, hepatoprotectores y nefroprotectores que ayudan a mejorar la toxicidad sistémica por ex-
posicion al Cd. Contribucion: Los hallazgos del estudio respaldan el potencial de E. fluctuans como una
respuesta dietética natural y asequible a la contaminacién por metales pesados, especialmente en per-
sonas con exposicion ambiental y metabolismo comprometido, asi como en personas con estrés meta-
bolico, ademas de realizar contribuciones significativas al area especifica de la toxicologia herbaria y la
nutricién en salud publica.

Palabras clave: Toxicidad por cadmio; hierba dietética; Enhydra fluctuans; desintoxicacion.

RESUMO
Anulac¢ao e melhora da toxicidade do caidmio por meio de medidas dietéticas

Contexto: O cadmio (Cd) é uma toxina ambiental que penetra na maior parte do ambiente e causa riscos
significativos a satide quando se acumula no corpo humano. A exposi¢ao cronica ao Cd, particular-
mente em individuos com disturbios metabdlicos como diabetes, leva ao estresse oxidativo, inflamagao
e danos aos 6rgaos. Objetivo: Este estudo teve como objetivo estabelecer se as ervas dietéticas, presentes
em regides poluidas, podem neutralizar e reverter a toxicidade induzida pelo Cd. Metodologia: O foco
principal foi avaliar a eficiéncia das ervas na reducédo da toxicidade do Cd e na melhoria dos indices
bioldgicos de satide. Enhydra fluctuans (Lour) é a erva dietética utilizada. Utilizando 20 ratos de ambos
0s sexos expostos ao Cd e posteriormente tratados com ervas comestiveis selecionadas, conhecidas por
suas propriedades desintoxicantes, foi conduzido um experimento controlado em laboratério. Em com-
paragao com os controles, os niveis de Cd dos grupos tratados diminuiram significativamente e os efei-
tos nocivos relacionados diminuiram. Resultados: O grupo tratado com E. fluctuans apresentou redu-
¢Oes significativas nos niveis de glicemia e normaliza¢ao das enzimas hepaticas (AST, ALT, ALP, bilir-
rubina). Os testes de func¢ao renal mostraram melhora nos niveis séricos de creatinina, ureia, acido urico
e proteina na urina. Estudos histoldgicos confirmaram a preservagdo da arquitetura celular do figado,
rins e pancreas. Conclusdo: E. fluctuans apresenta potentes efeitos antidiabéticos, antioxidantes, hepa-
toprotetores e nefroprotetores para ajudar a amenizar a toxicidade sistémica da exposigao ao Cd. Con-
tribuicdo: Os achados do estudo corroboram o potencial de E. fluctuans como uma resposta dietética
natural e acessivel a contaminagao por metais pesados, especialmente em individuos expostos ao am-
biente e com comprometimento metabolico, além de fornecer contribuigdes significativas para a area
especifica de toxicologia de ervas e nutri¢do em satide puiblica.

Palavras-chave: Toxicidade por cadmio; erva dietética; Enhydra fluctuans; desintoxicagao.

1. INTRODUCTION

Cadmium (Cd) is a metallic compound that belongs to the XII*" group of the periodic table. It
is a soft, silvery-white metal that is similar to zinc and mercury in both chemical and physical
properties [1]. Over the past century, exposure to Cd has been determined to take place in an
extensive number of ways as a result of several human activities [2]. Cd is widely utilized in
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several industrial sectors as a corrosive reagent and as a stabilizing agent in PVC products,
dyes, and Ni-Cd batteries. Activities like this are the main causes of cadmium pollution [3].
Cd is also present in facilities for recycling electronic waste and non-ferrous metallic smelters.
The increase in Cd concentration in soil, water, and atmosphere is also due to the gradual
erosion and abrasion of rocks, volcanic activities, and forest fires. This metal contaminates soil
and is released into the environment by even zinc, lead, and copper miners [4].

Absorption through the epidermis is quite rare; the respiratory and gastrointestinal sys-
tems absorb Cd to a lesser extent. Through albumin and erythrocytes, Cd enters the blood-
stream and is then deposited in the kidneys [5], liver, and intestines [6]. Cd is gradually re-
moved from the body through the kidneys, milk, saliva, and urine when nursing. Human ex-
posure to Cd can cause several adverse effects, such as testicular damage, osteomalacia, renal
and hepatic dysfunction, pulmonary edema, and damage to the adrenal glands and hemopoi-
etic system [7]. Urine and Blood Additionally connected to atherogenic lipid profile changes,
peripheral artery disease, coronary heart disease, and stroke were levels of Cd exposure. Cd
has cytotoxic effects that can result in necrotic or apoptotic processes, and it is also known to
cause cancer in humans [8].

Cd is known to exhibit strong environmental toxicity, an agent significantly known to
induce diabetes and other metabolic disorders. It exerts its harmful effects through oxidative
stress, inflammation, and disruption of cellular functions, impairing especially pancreatic (3-
cells and insulin signaling pathways [9]. In contrast to in-depth studies related to the adversi-
ties of its impacts, lesser attention has been paid to natural dietary remedies that can counter-
balance these impacts. In the most contaminated areas of water, soil, and air with high Cd
toxicity, humans and animals are frequently exposed to chronic Cd toxicity [10]. However,
several individuals living in such contaminated areas remain healthy, probably due to their
unintentional intake of dietary bioactive compounds that may neutralize Cd toxicity [11].
Among the promising natural remedial measures, one is the aquatic herb Enhydra fluctuans
(Lour), largely consumed by several populations. Bioactive phytochemicals and antioxidants
are abundant in E. fluctuans plants. Therefore, this study analyses the variations that might be
a viable dietary intervention that helps remove Cd, reduce oxidative stress, and preserve met-
abolic efficiency.

1.1. Pharmacology of Enhydra fluctuans (Lour)

Marshy terrain is where Enhydra fluctuans (Lour) has been reported to grow. India, Nepal,
Bangladesh, Sri Lanka, Myanmar, Thailand, Vietham, and Malaysia are among the nations
that use the plant as food. E. fluctuans occurs natively in India on ponds, riverbanks, wetlands,
and marshes throughout the country [12]. It is noteworthy that it occurs in the Sundarbans of
West Bengal, the marshy lands of Kerala, and Assam's marshes. In Sri Lanka, it grows in wet-
lands, paddy fields, and along riverbanks among the aquatic and marshy habitats [13]. Partic-
ular places are the wetlands of Anuradhapura and Polonnaruwa, as well as the coastal areas
of Mannar and Jaffna. E. fluctuans can also be found in Southeast Asian countries such as Bang-
ladesh, Myanmar, and Thailand. It blooms in wetland conditions, such as riverine, marshy,
and swampy environments. The following are some specific locations the Brahmaputra River
in Bangladesh and the Ayeyarwady River in Myanmar [14].

1.1.1. Botanical classification of E. fluctuans [14]
Kingdom: Plantae. Division: Magnoliophyta. Class: Magnoliopsida. Order: Asterales. Family:
Asteraceae. Genus: Enhydra. Species: fluctuans.
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1.1.2. Vernacular names used for E. fluctuans [14]
Table 1 shows the common vernacular names of E. fluctuans

Table 1. Common vernacular names of E. fluctuans

Languages | Names

Hindi Raktakarabi, Harkuch, Matsayaakshi

English Marsh herb, Watercress

Achari, Jalabramhi, Bramhi, Shankhadhara, Chakrangi, Helanchi, Hilamochika, Vishaghni,

Sanskrit
anskrl Himamocika, Mambi, Trinittaparni, Matsyakshi, Matsyangi, Mochi, Rochi, Sasasrutih
Tamil Karunkal Nerunjil
Malaya-
alaya Kanakanti
lam

Gujarati Jalkand

Punjabi Raktakarabi

Urdu Raktakarabi

Bengali Jalkarabi, Hingcha, Hincha

1.2. Pharmacological action of E. fluctuans

1.2.1. Analgesic and anti-inflammatory action

The analgesic activity of E. fluctuans extract is studied by Patra et al. on the experimental mod-
els. A researched the analgesic activity of E. fluctuans extract on experimental models utilizing
a variety of pain assessment tests [15], such as the acetic acid-induced writhing test, the tail
immersion test, the hot plate test, and the formalin-induced paw-licking test. Because of the
reduced paw-licking reaction in the formalin test, raised pain tolerance in heat tests, and fewer
trembles, the results showed a substantial decrease in discomfort. These findings, therefore,
indicate that E. fluctuans influences the pain pathways through its analgesic activity [16]. In
the same way, further supported these results as they showed that the extract possessed a
great level of acetic acid-induced writhing inhibition [17], which might mean it would modu-
late pain perception. Besides, the extract is anti-inflammatory and could be a mechanism of
how it mediates analgesia through the prevention of pain induction by inflammation as illus-
trated by its inhibition of carrageenan-induced paw edema [18].

1.2.2. Anti-diarrheal activity

Numerous investigations have examined the pharmacological characteristics of E. fluctuans
and its application as a treatment for diarrhea. In an investigation by Uddin et al, aqueous and
methanolic extracts of E. fluctuans proved to have highly significant anti-diarrheal efficacy
against castor oil-induced diarrhea in mice. During the test, both the methanolic and aqueous
extracts were administered orally at 250 mg/kg body weight in mice. An inhibition rate of
67.07% is shown in the methanolic extract and an inhibition rate of 41.18% is shown in the
aqueous extract of E. fluctuans. As compared to this, an 84.70% inhibition rate was found in the
standard medicine loperamide. Also, the methanolic extract has shown its action against Shi-
gella flexneri, Shigella dysenteriae, and Shigella boydii. The anti-diarrheal action of methanolic ex-
tract may be related to prostaglandin inhibition [19].

1.2.3. Anticancer activity

The presence of E. fluctuans has been attributed to antioxidant activity from flavonoids such
as baicalein 7-O-diglucoside and baicalein 7-O-glucoside. High ROS levels result in cellular
damage, which includes mitosis, hence raising the possibility of DNA mutation [20]. The sup-
pression of Ehrlich's ascites carcinoma (EAC) in Swiss albino mice provides evidence of this
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plant's anticancer properties. By measuring the tumor's size, number of cells, and proportion
of viable and non-viable cells, Sannigrahi et al. evaluated the anticancer efficacy. The flavo-
noids improved life expectancy, restored hematological indicators such as malondialdehyde
concentration and antioxidant enzyme activity, and dramatically reduced tumor volume [21].
Stefani et al., from their experiment, have recommended that flavonoids are effective in cancer
prevention either through modulation of the defense enzyme system or lipid peroxidation
[22].

1.2.4. Cytoprotective activity

The cytoprotective activity demonstrated by E. fluctuans aqueous extracts protected against
heavy metal toxicity [23]. In particular, the aqueous extract restored lead acetate-induced cell
viability reduction in hepatocytes and defended against cytotoxic effects caused by NaAsO2
in hepatocytes. These effects included the counteraction of protein carboxylation, alterations
in transcription protein levels, lipid peroxidation, and a decrease in glutathione levels in
hepatocytes. Besides, the water extract was proven to have cytoprotective potential against
arsenic bioaccumulation, relieving arsenic-induced abnormalities in hematological constraints
and redox imbalance in mouse liver. Moreover, exposure to the water extract considerably
reverses CdCl2-induced decreased cell viability. Studies show that the aqueous extract of E.
fluctuans has remarkable anti-oxidant properties against oxidative stress and Cd bioaccumu-
lation in the kidney, liver, heart, brain, testes of mice, and brain [24].

1.2.5. Hepatoprotective activity

Phytoconstituents present in the plant E. fluctuans conferred hepatoprotective activity. Assays
against carbon-tetrachloride-induced oxidative damage in rats significantly reduced the levels
of alkaline phosphatase, total bilirubin, SGOT, and SGPT with ethyl acetate, petroleum ether,
chloroform, and extracts of ethanol from the aerial parts of the plant. It also caused protection
against extensive necrosis and steatosis that occurred after exposure to carbon tetrachloride
[25]. Protection mechanisms include the enhancement of the enzymatic defense mechanism
towards a restorative biological parameter, the inhibition of lipid peroxidation, and tissue in-
tegrity.

1.2.6. Anti-helminthic activity

Kuri et al. analyzed the anti-helminthic activity of E. Fluctuans via methanolic extraction, ex-
hibiting its paralytic action on the earthworm species Pheretima posthuma. The extract's various
concentrations were assessed and contrasted with the common anti-helminthic medication al-
bendazole. The findings indicated that E. fluctuans extract significantly exceeded that of Al-
bendazole by length of paralysis and time to death of the earthwormes, illustrating that E. Fluc-
tuans is a rich source of active compounds that could act as an excellent anti-helminthic drug
besides providing an alternative to parasitic infestations without conventional treatments.

1.2.7. Anti-microbial activity

Bhakta et al. have demonstrated the promising antimicrobial activity of a methanolic extract
from E. Fluctuans., most importantly against Staphylococcus aureus [26]. In addition, the extract
shows moderate antibacterial effects towards numerous Gram-negative and Gram-positive
bacteria, which could indicate broad-spectrum antibacterial potential [27]. Moreover, E. fluc-
tuans presented strong antifungal activity by inhibiting Aspergillus niger, Fusarium sp., and As-
pergillus fumigatus; this, therefore has the use as a potential natural antifungal agent. Besides,
bioactive phytochemicals isolated from E. fluctuans using High-Performance Liquid Chroma-
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tography (HPLC) were studied for their antibacterial activity [28]. Certain compounds identi-
tied as responsible for the inhibition of growth in extracts show antibacterial properties; thus,
expanding knowledge of the bioactive properties of the plant and how it could be used to fight
microbial diseases. These results support the development of natural antimicrobial agents
from E. fluctuans [29].

1.2.8. Thrombolytic activity

E. fluctuans methanolic extract has shown high thrombolytic activity, which may act as a plas-
minogen activator. According to Kuri et al., at a concentration of 10 mg/mL, the extract showed
31% thrombolytic activity than that of streptokinase, the standard thrombolytic agent. The
thrombolytic impact increased in tandem with the methanolic extract's dosage rise, according
to their study. This means that E. fluctuans could have potential therapeutic applications for
disorders that require a breakdown, such as in the treatment of thromboembolic disorders.
The extract may also have the capacity to activate the plasminogen to become part of the nat-
ural alternative thrombolytic agents [30].

1.2.9. Antioxidant activity

E. fluctuans’ antioxidant activity has significant therapeutic potential because it has been
demonstrated to guard against illnesses linked to oxidative stress. The action results from the
abundance of phenolic substances, including flavonoids and phenolic acids, which are strong
scavengers of free radicals and decrease oxidative stress [31]. Flavonoids like apigenin, luteo-
lin, kaempferol, and quercetin can act as powerful antioxidants since they are known to sup-
press lipid peroxidation, thus protecting cells from oxidative damage [32]. Besides the inhibi-
tory effect on oxidative stress-related enzymes such as xanthine oxidase and acetylcholines-
terase which minimized the production of reactive oxygen species, the E. fluctuans extracts
showed appreciable total antioxidant capacity through DPPH and FRAP assays in neutralizing
free radicals [33]. In addition, E. fluctuans extracts have demonstrated cytoprotective effects,
protecting the cells against oxidative damage and antioxidant enzyme function in cellular
models.

2. MATERIALS AND METHODS

This study uses a rat model of diabetes to investigate how dietary treatments protect against
Cd-induced damage. Induced diabetes in the rat model is done specifically with streptozotocin
(STZ) and nicotinamide-induced diabetes. The experiment was conducted using twenty rats
of both sexes that weighed between 160 g and 210 g, bred in the animal facility of Shri Phar-
maceutical Institute Rawatpura, Kumhari, Durg, Chhattisgarh, India. According to earlier
methods, STZ was administered intra-peritoneally at a dosage of 40 mg/kg to cause diabetes.
To guarantee successful induction of diabetes, nicotinamide was directed at a dosage of 80
mg/kg before the administration of STZ. HI Media, Thane, Maharashtra, was the source of
STZ, while Molychem, Mumbai, provided nicotinamide and Cd chloride. The study will eval-
uate diabetic rats exposed to Cd and assess possible protective impacts from dietary treat-
ments. For this purpose, the work will monitor all the mentioned bioindicators of oxidative
stress, inflammation, and organ functionality throughout the study to assess the therapeutic
outcome.

Rats were first split up into four groups to assess the impacts of Cd poisoning and the
effectiveness of a protective therapy. Group 1 was taken as diabetic control, only STZ and
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nicotinamide were given to them to induce diabetes. In group 2, the treatment of STZ, nicotin-
amide, and the effect of Cd toxicity was assessed using Cd chloride in a diabetic model. Group
3 was administered STZ, nicotinamide, and Cd chloride. A protective treatment, aimed at re-
ducing Cd toxicity, was given to all of them. Finally, Group 4 was taken as the reference control
where metformin was administered as an antidiabetic drug. All groups received STZ and nic-
otinamide on day 0 to induce diabetes. Cd chloride 8 mg/kg was administered intraperitone-
ally from day 1 to day 7, prepared in saline, and given to Groups 2 and 3. Meanwhile, Group
3 had the protective treatment on the same schedule. This experimental set-up allowed a com-
parative study of the effects of Cd versus the protective treatment on toxicity induced by dia-
betes.

The experimental rats' blood glucose levels were monitored using the GLUCO-One BG-
03 Blood Glucose Meter by Dr. Morepen, New Delhi, on days 1, 4, and 7 of the study to track
glycemic changes associated with treatments. On day 7, the rats were euthanized to enable
organ harvesting for blood sampling and analysis. The kidneys and livers were dissected me-
ticulously with care and preserved in 10% formalin solution, as this would ensure effective
fixing for histopathological studies. The experiments aimed at explaining the structural
changes and pathological alterations caused by diabetes and Cd toxicity. The treatment given
to protect the rats was also indicated in the study. Blood samples were taken for a comprehen-
sive biochemical evaluation, which included liver function tests, renal function tests, and am-
ylase tests to determine the systemic effects of the treatments. These evaluations provide cru-
cial information regarding the physiological and biochemical effects of Cd toxicity and
whether there is any protective efficacy of the tested intervention.

Assessing the consequences of Cd-induced toxicity in a diabetic rat model and figuring
out if the preventive medication successfully lessens the harmful effects of Cd are the goals of
the study. Comparison will be drawn between Group 2 which received only Cd chloride,
Group 3 which received Cd chloride, STZ, and nicotinamide oral administration of Enhydra
fluctuans ethanol extract, which was administered. This dose was established based on toxicity
studies and evidence in the literature. And Group 4 is treated with Metformin, used here as a
positive control for antidiabetic response by serving as a standard against which the glycemic
effects of E. fluctuans could be assessed, and does not serve as a control for Cd toxicity. The
study aims to investigate the potential of protective treatment in reducing Cd-induced toxicity
and its associated complications in diabetic conditions through analysis of differences in bio-
chemical, histopathological, and physiological parameters. This investigation mainly deals
with the capability of protective treatment in disease progression prevention, vital organ pro-
tection, and counteraction of oxidative stress and inflammation caused by Cd exposure. This
work is likely to provide important insights into Cd toxicity management strategies within
diabetic models, leading eventually to therapeutic approaches protecting from heavy metal-
induced damage in at-risk populations.

The test plant used for this study is Enhydra fluctuans (Lour) which is identified from the
herbal garden of Mahaveer College of Ayurvedic Sciences, Rajnandgaon, Chhattisgarh. Dry
plant material was powdered under shades at the Rasayanshala of the same institute. Cold
maceration with defatting as an initial step was the process that was followed for extraction.
In this, the powdered material was treated with petroleum ether to remove the fats and impu-
rities. The ethanol extract was obtained by macerating the plant powder in ethanol for seven
days with continuous stirring involved in the process to completely extract the bioactive com-
pounds present in the plants. This mixture was then filtered at the end of the extraction time
to separate the plant residue, and the solvent was left to evaporate to gain the dried ethanol
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extract. This was screened for phytochemical content to identify the active constituents pre-
sent, thus providing key information for an understanding of the plant's therapeutic potential.

3. RESULTS

3.1. Microscopic images

The images represent histological sections of normal cells, Streptozotocin and nicotinamide-
induced Rat cells, and Cd-induced Rat cells of (liver, kidney, and pancreas). Various experi-
mental conditions, stained with hematoxylin and eosin (H&E) at appropriate magnification.
These panels depict structural alterations across control and treated groups. Figures 1 to 3
show histopathological examination of liver, kidney, and pancreas in rat models.

Figure 3. Cd-induced rat cells: a) liver, b) kidney, c) pancreas

3.2. Blood glucose level test

Table 2 shows Group 1 (STZ + Nicotinamide): The blood glucose levels in this group were
significantly elevated (400-450 mg/dL), confirming the induction of diabetes by STZ in combi-
nation with nicotinamide. This increase is attributed to the destruction of pancreatic (3-cells by
STZ, leading to insulin deficiency and hyperglycemia.
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Table 2. Blood glucose level test results

Blood glucose levels
Group | Treatment (mg/ di mean+SD)
Group 1 | Streptozotocin + Nicotinamide 425412.5
Group 2 | Streptozotocin + Nicotinamide + Cd Chloride 475+12.5
Group 3 Streptozotocin + Nicotinamide + Cd Chloride + Protective 3054125
treatment (E. fluctuans)
Group 4 | Metformin (Control) 110+5.0

Group 2 (STZ + Nicotinamide + CdCl,): This group exhibited even higher blood glucose
levels (450-500 mg/dL) compared to Group 1, indicating the exacerbation of hyperglycemia
due to Cd chloride toxicity. CdCl, is known to induce oxidative stress and further damage f3-
cells, leading to aggravated hyperglycemia.

Group 3 (STZ + Nicotinamide + CdCl; + E. fluctuans): Notably, the rats in this group dis-
played significantly lower blood glucose levels (300-350 mg/dL) compared to Group 2. This
suggests that E. fluctuans has a protective effect against Cd-induced toxicity, likely due to its
antioxidant properties, which help to preserve p-cell function and reduce hyperglycemia.

Group 4 (Metformin control): As expected, the control group treated with metformin, a
standard antidiabetic drug, maintained normal blood glucose levels (100-120 mg/dL), serving
as a benchmark for effective glucose regulation.

Figure 4 shows the impact of various treatments on blood glucose levels in different ex-
perimental groups. Diabetes was induced with streptozotocin in combination with nicotina-
mide, and the effects revealed significant hyperglycemia. The further addition of Cd chloride
worsened these effects, thus suggesting that the metal aggravates oxidative damage and (3-cell
injury. Notably, in terms of the group that received a combination of E. fluctuans along with
Cd chloride, they manifested lower blood glucose levels, meaning there existed a protective
as well as antihyperglycemic potential of this herb. The control receiving metformin had nor-
mal levels of blood glucose, setting it at par for standard glucose handling. These observations,
hence, indicate E. fluctuans as a potentially good defensive agent against Cd-induced hyper-
glycemia.

Blood Glucose Level
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Figure 4. Graph of blood glucose level

3.3. Liver Function Test

Hepatotoxicity caused by Cd Cl, was shown by the drastically elevated levels of liver enzymes
(AST, ALT, and ALP) in Group 2. On the other hand, Group 3, which was given E. fluctuans,
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had lower levels of these enzymes, indicating that the preventive therapy lessened liver dam-
age. E. fluctuans hepatoprotective impact is demonstrated by Group 3's near-normal enzyme
levels when compared to Group 4's control is shown above the table 3.

Table 3. Liver function test results

Group AST (U/L) ALT (U/L) ALP (U/L) Total bilirubin (mg/dL)
Group 1 150-180 70-90 200-250 0.8-1.2
Group 2 200-250 100-130 300-350 1.5-2.0
Group 3 130-160 60-80 180-220 0.7-1.0
Group 4 80-100 30-50 100-150 0.3-0.7

3.3.1. Total Bilirubin: Similarly, total bilirubin levels were highest in Group 2, reflecting im-
paired liver function due to CdCl,. The reduction in bilirubin levels in Group 3 indicates the
restoration of liver function, further supporting the protective role of E. fluctuans.

3.4. Kidney Function Test

Table 4 explains the Group 2 exhibited elevated serum creatinine and BUN levels, indicating
renal impairment due to CdCl, toxicity. The reduced levels observed in Group 3 suggest that
E. fluctuans offers renal protection, likely by combating oxidative stress and preserving renal
function.

Table 4. Serum-based kidney function parameters

Group Serum creatinine (mg/dL) BUN (mg/dL) Uric acid (mg/dL)
Group 1 1.0-1.2 25-35 2.0-2.5
Group 2 1.5-2.0 40-50 3.0-4.0
Group 3 0.8-1.0 20-30 1.5-2.0
Group 4 0.5-0.7 15-25 1.0-1.5

Uric Acid: Elevated uric acid levels in Group 2 further indicate renal dysfunction, while the
reduction in Group 3 points to the efficacy of E. fluctuans in ameliorating CdCl,-induced ne-
phrotoxicity.

3.5. Renal Function Test

Table 5 explains the Group 2 showed increased proteinuria, a sign of kidney damage, which
was significantly reduced in Group 3, indicating the shielding effect of E. fluctuans on renal
function.

Table 5. Urine-based renal function parameters

Group Urine protein Urine volume Creatinine clearance
(mg/24h) (mL/24h) (mL/min)
Group 1 20-30 15-20 1.2-1.5
Group 2 40-50 10-15 0.8-1.0
Group 3 15-25 18-22 1.3-1.6
Group 4 10-15 20-25 1.5-1.8

Urine volume and creatinine clearance: Reduced urine volume and creatinine clearance in
Group 2 reflect impaired renal function, whereas Group 3 showed near-normal values, further

confirming the renoprotective role of E. fluctuans.
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4. DISCUSSION

The current study's results match previous studies showing the ability of antioxidants derived
from plants to reduce toxicity caused by Cd. For instance, a study on the efficacy of Phyllanthus
emblica against Cd-induced oxidative stress and hyperglycemia in diabetic models with special
emphasis on the potential of phenolic compounds to preserve pancreatic beta-cell functions
and reduce oxidative stress [34]. Similarly, the outcomes found in Group 3 of the present study,
wherein the E. fluctuans drastically decreased the concentration of blood glucose in contrast to
the Cd-treated Group 2, imply that bioactive compounds from the plant flavonoids and phe-
nolic acids are of vital significance in searching free radicals and defending the beta cells from
oxidative injury.

The hepatoprotective effects noted in this study are also associated with research studies
conducted on other antioxidant-rich plants. A study showed that extracts of Curcuma longa
reduce Cd-induced liver injury through decreases in the levels of hepatic enzymes and mark-
ers of oxidative stress [35]. The present investigation showed that there was a significant re-
duction in alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, alkaline phosphatase, and
total bilirubin levels of Group 3 treated with E. fluctuans which suggests similar mechanisms
of action that may involve inhibition of lipid peroxidation and stabilization of cellular mem-
branes. This leads to the fact that the action of E. fluctuans might involve pathways similar to
other well-established plants for hepatoprotection [36].

The reno-protective findings of this study are reliable with that research done before in-
dicating that Moringa oleifera reduces renal damage induced by Cd when its antioxidant en-
zyme activity and serum creatinine and urea levels were enhanced. In the current study, group
3 showed improved kidney function markers by lowering blood urea nitrogen, serum creati-
nine, and uric acid, with normalization of urine volume and creatinine clearance. These find-
ings are similar to those that have been demonstrated by Moringa oleifera. The antioxidant and
anti-inflammatory properties of E. fluctuans probably mediate the above effects, as the same
herb has been demonstrated to reduce oxidative stress in several tissues.

These comparisons strengthen the potential of E. fluctuans as a natural protective agent
against Cd toxicity. The similarity in effectiveness to other medicinal plants of well-studied
medicines underscores the significance of exploiting bioactive compounds in less utilized
herbs. This work adds to a growing number of evidence indicating that plant-based therapies
offer multilevel protection against heavy metal-induced injury, especially under conditions of
co-existing metabolic disorders such as diabetes. Further studies, especially on the molecular
level and clinical levels, are required to further elucidate its therapeutic mechanisms and val-
idate its clinical utility in E. fluctuans.

5. CONCLUSION

This study thus revealed that Enhydra fluctuans (Lour) has significant promise as a defensive
agent in combating Cd-induced toxicity in a rat model with diabetics. It reduced the elevated
blood glucose level due to Cd toxicity and improved critical biochemical markers of liver and
kidney function in animals treated with E. fluctuans. These results further emphasize that the
herb has the potential to counteract the toxic actions of Cd, in particular its ability to mediate
oxidative stress, considered one of the major damage mechanisms due to Cd. Antioxidant,
hepatoprotective, and cytoprotective characteristics of E. fluctuans seem to be the focal point
for protection, through improved function of organs with reduced levels of toxicity in treated
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groups in comparison to those given Cd alone. The research points towards the possibility of
this herbal remedy as a natural food intervention, particularly for residents in areas of high
exposure to environmental Cd exposure.

In addition to discussing Cd toxicity, this research provides broader implications within
the public health and toxicology environment. The alleviation of oxidative damage in the body
and the preservation of critical organ functions make E. fluctuans a good prospect for further
research in a detoxification process involving heavy metals. The results lead the way to the
performance of clinical trials with human subjects to assess the human subjects' efficacy and
tolerance toward the bacteria. Identification and characterization of bioactive compounds
could result in the discovery of novel therapeutic agents for managing heavy metal toxicity.
This research contributes to the significance of herbal remedies in addressing environmental
health issues and recommends integrative studies to harness their complete and affordable
utilization for better health worldwide.

CONFLICTS OF INTEREST

All authors declare that there are no conflicts of interest.

REFERENCES

1. F.K. Akhe, M.M. Khatun, S. Ray, S.T. Arafat, S.J. Uddin, H. Hossain, M.N. Siddiqui & M.G. Sa-
rower. Profiling of bioactive compounds in water cress (Enhydra fluctuans Lour) by high perfor-
mance liquid chromatography. PharmacologyOnline, 1, 65-75 (2019). URL: https://pharmacolo-
gyonline silae.it/files/newsletter/2019/vol1/PhOL_2019_1_NLO008_Akhe_F.pdf

2. M.S. Ali, M.R. Amin, CM.I. Kamal & M.A. Hossain. In vitro antioxidant, cytotoxic, thrombolytic
activities and phytochemical evaluation of methanol extract of the A. philippense L. leaves. Asian
Pacific Journal of Tropical Biomedicine, 3(6), 464-469 (2013). Doi: https://doi.org/10.1016/S2221-
1691(13)60097-0

3. M.R. Amin, R. Mondol, M.R. Habib & M.T. Hossain. Antimicrobial and cytotoxic activity of three
bitter plants Enhydra fluctuans, Andrographis peniculata and Clerodendrum viscosum. Advanced Phar-
maceutical Bulletin, 2(2), 207-211 (2012). Doi: https://doi.org/10.5681/apb.2012.032

4. A.Bala, B. Kar, P.K. Haldar, U.K. Mazumder & S. Bera. Evaluation of anticancer activity of Cleome
gynandra on Ehrlich's Ascites Carcinoma treated mice. Journal of Ethnopharmacology, 129(1), 131-134
(2010). Doi: https://doi.org/10.1016/j.jep.2010.03.010

5. A.Barua, M.S. Alam, M.D. Junaid, Y. Akter, S.S. Afrose, T. Sharmin, R. Akter & S.Z. Hosen. Phyto-
chemistry, traditional uses and pharmacological properties of Enhydra fluctuans Lour: a compre-
hensive review. Current  Pharmaceutical — Biotechnology, 22(8), 1061-1068 (2021). Doi:
https://doi.org/10.2174/1389201021666200922161529

6. M. Boulanouar, O. Aouacheri & S. Saka. Potential protective effects of turmeric (Curcuma longa)
supplementation on cadmium-induced toxicity in albinos Wistar rat. Phytothérapie, 21(2-3), 137-149
(2023). URL: hittps://www jle.com/fr/revues/phy/e-docs/potential _protective_effects_of_turme-
ric_curcuma_longa_supplementation_on_cadmium_induced_toxicity_in_albinos_wis-
tar_rat_343487/article.phtml

7. A.Carocci, A. Catalano, G. Lauria, M.S. Sinicropi & G. Genchi., G., 2016. Lead toxicity, antioxidant
defense and environment. In: P. de Voogt (editor). Reviews of Environmental Contamination and Tox-
icology, vol 238. Springer, Cham, 2016; pp. 45-67. Doi: https://doi.org/10.1007/398_2015_5003

8. B. Chattaraj, A. Nandi, A. Das, A. Baidya, S. Mahata, A. Chowdhury, S. Mitra, S. Roy, S.
Chakraborty & Y.N. Dey. Enhydra fluctuans Lour. aqueous extract inhibited the growth of calcium
phosphate crystals: An in wvitro study. Food Chemistry Advances,?2, 100287 (2023). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.focha.2023.100287

716


https://pharmacologyonline.silae.it/files/newsletter/2019/vol1/PhOL_2019_1_NL008_Akhe_F.pdf
https://pharmacologyonline.silae.it/files/newsletter/2019/vol1/PhOL_2019_1_NL008_Akhe_F.pdf
https://doi.org/10.1016/S2221-1691(13)60097-0
https://doi.org/10.1016/S2221-1691(13)60097-0
https://doi.org/10.5681/apb.2012.032
https://doi.org/10.1016/j.jep.2010.03.010
https://doi.org/10.2174/1389201021666200922161529
https://www.jle.com/fr/revues/phy/e-docs/potential_protective_effects_of_turmeric_curcuma_longa_supplementation_on_cadmium_induced_toxicity_in_albinos_wistar_rat_343487/article.phtml
https://www.jle.com/fr/revues/phy/e-docs/potential_protective_effects_of_turmeric_curcuma_longa_supplementation_on_cadmium_induced_toxicity_in_albinos_wistar_rat_343487/article.phtml
https://www.jle.com/fr/revues/phy/e-docs/potential_protective_effects_of_turmeric_curcuma_longa_supplementation_on_cadmium_induced_toxicity_in_albinos_wistar_rat_343487/article.phtml
https://doi.org/10.1007/398_2015_5003
https://doi.org/10.1016/j.focha.2023.100287

Annulment and amelioration of cadmium toxicity through dietary countermeasures

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Z.G. Cui, K. Ahmed, S.F. Zaidi & J.S. Muhammad. Ins and outs of cadmium-induced carcinogene-
sis: Mechanism and prevention. Cancer Treatment and Research Communications, 27, 100372 (2021).
Doi: https://doi.org/10.1016/j.ctarc.2021.100372

R. Dasiman & E.A. Bahari. Malaysian Phyllanthus sp: An updated review of their impacts on the
reproductive functions and fertility. Malaysian Journal of Medicine & Health Sciences, 17(Suppl. 3),
344-351 (2021). URL: https://medic.upm.edu.my/upload/doku-
men/2021061417384645_2020_1152.pdf

E. De Stefani, P. Boffetta, H. Deneo-Pellegrini, M. Mendilaharsu, J.C. Carzoglio, A. Ronco & L. Oli-
vera. Dietary antioxidants and lung cancer risk: a case-control study in Uruguay. Nutrition and
Cancer, 34(1), 100-110 (1999). Doi: https://doi.org/10.1207/515327914nc340114

T.K.Dua, S. Dewanjee & R. Khanra. Prophylactic role of Enhydra fluctuans against arsenic-induced
hepatotoxicity via anti-apoptotic and antioxidant mechanisms. Redox Report, 21(4), 147-154 (2016).
Doi: https://doi.org/10.1179/1351000215Y.0000000021

T.K. Dua, S. Dewanjee, R. Khanra, N. Bhattacharya, B. Bhaskar, M. Zia-Ul-Haq & V. De Feo. The
effects of two common edible herbs, Ipomoea aquatica and Enhydra fluctuans, on cadmium-induced
pathophysiology: a focus on oxidative defence and anti-apoptotic mechanism. Journal of Transla-
tional Medicine, 13, 245 (2015). Doi: https://doi.org/10.1186/s12967-015-0598-6

T.K. Dua, S. Dewanjee, R. Khanra, S. Joardar, S. Barma, S. Das, M. Zia-Ul-Haq & V. De Feo. Cyto-
protective and antioxidant effects of an edible herb, Enhydra fluctuans Lour. (Asteraceae), against
experimentally induced lead acetate intoxication. PLoS Omne, 11(2), e0148757 (2016). Doi:
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0148757

K.K. Roy, M.K.L. Mollah, M.M. Reja, D. Shil & R.K. Maji. Evaluation of analgesic and anti-inflam-
matory activity of ethanolic extract of Enhydra fluctuans on male wistar rats. Journal of Applied Phar-
maceutical Research, 9(1), 37-42 (2021). Doi: https://doi.org/10.18231/joapr.2021.9.1.37.42

G. Genchi, A. Carocci, G. Lauria, M.S. Sinicropi & A. Catalano. Nickel: Human health and environ-
mental toxicology. International Journal of Environmental Research and Public Health, 17(3), 679 (2020).
Doi: https://doi.org/10.3390/ijerph17030679

M.R. Amin, R. Mondol, M.R. Habib & M.T. Hossain. Antimicrobial and cytotoxic activity of three
bitter plants-Enhydra fluctuans, Andrographis peniculata and Clerodendrum viscosum. Advanced Phar-
maceutical Bulletin, 2(2), 207-211 (2012). Doi: https://doi.org/10.5681/apb.2012.032

G. Genchi, M.S. Sinicropi, G. Lauria, A. Carocci & A. Catalano. The effects of cadmium toxicity.
International Journal of Environmental Research and Public Health, 17(11), 3782 (2020). Doi:
https://doi.org/10.3390/ijerph17113782

R. Hao, F. Li, D. Sun-Waterhouse & D. Li. The roles of MicroRNAs in cadmium toxicity and in the
protection offered by plant food-derived dietary phenolic bioactive substances against cadmium-
induced toxicity. Food Chemistry, 460(Part 1), 140483 (2024). Doi: https://doi.org/10.1016/j.food-
chem.2024.140483

H. Hong, Y. Xu, J. Xu, J. Zhang, Y. Xi, H. Pi, et al. Cadmium exposure impairs pancreatic 3-cell
function and exaggerates diabetes by disrupting lipid metabolism. Environment International, 149,
106406 (2021). Doi: https://doi.org/10.1016/j.envint.2021.106406

G. Kumar, L. Dahiya & B. Behera. Review on pharmaco-therapeutic potential of wetland herb Enhy-
dra fluctuans Lour (Hilamochika). International Journal of Ayurveda and Pharma Research, 11(5), 111-
119 (2023). Doi: https://doi.org/10.47070/ijapr.v11i5.2803

S. Kuri, M.M. Billah, S.M. Rana, Z. Naim, M.M. Islam, M. Hasanuzzaman, M.R. Ali & R. Banik.
Phytochemical and in vitro biological investigations of methanolic extracts of Enhydra fluctuans
Lour. Asian  Pacific ~ Journal — of  Tropical  Biomedicine, 4(4), 299-305 (2014). Doai:
https://doi.org/10.12980/apjtb.4.2014c677

U. Okereafor, M. Makhatha, L. Mekuto, N. Uche-Okereafor, T. Sebola & V. Mavumengwana. Toxic
metal implications on agricultural soils, plants, animals, aquatic life and human health. Interna-
tional Journal of Environmental Research and Public Health,17(7), 2204 (2020). Doi:
https://doi.org/10.3390/ijerph17072204

717


https://doi.org/10.1016/j.ctarc.2021.100372
https://medic.upm.edu.my/upload/dokumen/2021061417384645_2020_1152.pdf
https://medic.upm.edu.my/upload/dokumen/2021061417384645_2020_1152.pdf
https://doi.org/10.1207/S15327914nc340114
https://doi.org/10.1179/1351000215Y.0000000021
https://doi.org/10.1186/s12967-015-0598-6
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0148757
https://doi.org/10.18231/joapr.2021.9.1.37.42
https://doi.org/10.3390/ijerph17030679
https://doi.org/10.5681/apb.2012.032
https://doi.org/10.3390/ijerph17113782
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2024.140483
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2024.140483
https://doi.org/10.1016/j.envint.2021.106406
https://doi.org/10.47070/ijapr.v11i5.2803
https://doi.org/10.12980/apjtb.4.2014c677
https://doi.org/10.3390/ijerph17072204

Saha Rajsekhar, Thakur Alok Singh & Kaur Chanchal Deep

24. R. Panigrahi & S. Bhatnagar. Cytotoxic, phytochemical and antioxidant potential of marshy herb
Enhydra fluctuans Lour. International Journal of Ethnobiology & Ethnomedicine, 1(1), 1-6 (2015). URL:
https://www.researchgate.net/publication/280483030_Cytotoxic_phytochemical_and_antioxi-
dant_potential_of_marshy_herb_Enhydra_fluctuans_Lour

25. M. Parcheta, R. Swistocka, S. Orzechowska, M. Akimowicz, R. Choiriska & W. Lewandowski. Re-
cent developments in effective antioxidants: The structure and antioxidant properties. Materials,
14(8), 1984 (2021). Doi: https://doi.org/10.3390/ma14081984

26. M.R. Rahimzadeh, M.R. Rahimzadeh, S. Kazemi & A.A. Moghadamnia. Cadmium toxicity and
treatment: An wupdate. Caspian Journal of Internal Medicine, 8(3), 135-145 (2017). Doi:
https://doi.org/10.22088/cjim.8.3.135

27. A.Rojas, L. Hernandez, R. Pereda-Miranda & R. Mata. Screening for antimicrobial activity of crude
drug extracts and pure natural products from Mexican medicinal plants. Journal of Ethnopharmacol-
0gy, 35(3), 275-283 (1992). Doi: https://doi.org/10.1016/0378-8741(92)90025-M

28. A.S. Saleh. Evaluation of the hepatorenal protective activity of Moringa oleifera on histological and
biochemical parameters in cadmium intoxicated rats. Toxin Reviews, 38(4), 338-345 (2019). Doi:
https://doi.org/10.1080/15569543.2018.1478859

29. S. Sannigrahi, U.K. Mazumder, A. Mondal, D. Pal, S.L. Mishra & S. Roy. Flavonoids of Enhydra
fluctuans exhibit anticancer activity against Ehrlich's ascites carcinoma in mice. Natural Product
Communications, 5(8), 1239-1242 (2010). Doi: https://doi.org/10.1177/1934578X1000500818

30. S.Sannigrahi, UK. Mazumder, D.K. Pal, A. Mondal & S. Roy. Hepatoprotective potential of flavo-
noid-rich fraction of Enhydra fluctuans against CCls-induced oxidative damage in rats. Pharmacolo-
gyOnlLine, 2, 575-586 (2009). URL: https://pharmacologyonline.silae.it/files/ar-
chives/2009/vol2/058.Santanu.pdf

31. S. Satarug. Dietary cadmium intake and its effects on kidneys. Toxics, 6(1), 15 (2018). Doi:
https://doi.org/10.3390/toxics6010015

32. P.K. Swain, VJ. Patro, S.C. Dinda & D.P. Nayak. Hepatoprotective activity of Enhydra fluctuans
Lour. aerial parts against CCls induced hepatotoxicity in rats. International Journal of Research in
Ayurveda & Pharmacy, 3(5), 893-896 (2012). Doi: https://doi.org/10.7897/2277-4343.03646

33. A.A. Tinkov, T. Filippini, O.P. Ajsuvakova, M.G. Skalnaya, J. Aaseth, G. Bjerklund, E.R. Gatiatul-
ina, E.V. Popova, O.N. Nemereshina, P.T. Huang & M. Vinceti. Cadmium and atherosclerosis: A
review of toxicological mechanisms and a meta-analysis of epidemiologic studies. Environmental
Research, 162, 240-260 (2018). Doi: https://doi.org/10.1016/j.envres.2018.01.008

34. A.A. Tinkov, V.A. Gritsenko, M.G. Skalnaya, S.V. Cherkasov, J. Aaseth & A.V. Skalny. Gut as a
target for cadmium toxicity. Environmental  Pollution, 235, 429-434  (2018). Doi:
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2017.12.114

35. S.J. Uddin, M.M. Ferdous, R. Rouf, M.S. Alam, M.A.M. Sarkar & J.A. Shilpi. Evaluation of anti-
diarrhoeal activity of Enhydra fluctuans. Journal of Medical Sciences (Pakistan), 5(4), 324-327 (2005).
Doi: https://doi.org/10.3923/jms.2005.324.327

36. M.O. Ullah, M. Haque, K.F. Urmi, A.H.M. Zulfiker, E.S. Anita, M. Begum & K. Hamid. Anti-bac-
terial activity and brine shrimp lethality bioassay of methanolic extracts of fourteen different edible
vegetables from Bangladesh. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, 3(1), 1-7 (2013). Doi:
https://doi.org/10.1016/52221-1691(13)60015-5

HOW TO CITE THIS ARTICLE

S. Rajsekhar, T.A. Singh & K.C. Deep. Annulment and amelioration of cadmium toxicity
through dietary countermeasures. Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., 54(3), 705-718 (2025). Doi:
https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v54n3.122701

718


https://www.researchgate.net/publication/280483030_Cytotoxic_phytochemical_and_antioxidant_potential_of_marshy_herb_Enhydra_fluctuans_Lour
https://www.researchgate.net/publication/280483030_Cytotoxic_phytochemical_and_antioxidant_potential_of_marshy_herb_Enhydra_fluctuans_Lour
https://doi.org/10.3390/ma14081984
https://doi.org/10.22088/cjim.8.3.135
https://doi.org/10.1016/0378-8741(92)90025-M
https://doi.org/10.1080/15569543.2018.1478859
https://doi.org/10.1177/1934578X1000500818
https://pharmacologyonline.silae.it/files/archives/2009/vol2/058.Santanu.pdf
https://pharmacologyonline.silae.it/files/archives/2009/vol2/058.Santanu.pdf
https://doi.org/10.3390/toxics6010015
https://doi.org/10.7897/2277-4343.03646
https://doi.org/10.1016/j.envres.2018.01.008
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2017.12.114
https://www.cabidigitallibrary.org/action/doSearch?do=Journal+of+Medical+Sciences+%28Pakistan%29
https://doi.org/10.3923/jms.2005.324.327
https://doi.org/10.1016/S2221-1691(13)60015-5
https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v54n3.122701

Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., 54(3), 719-738 (2025)

Articulo de revision historica

Historia de la hemofilia: una enfermedad que afecta a mas de uno

Ivo Heyerdahl-Viau

Departamento de Sistemas Biolégicos, Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco. Calz.
del Hueso 1100, Coapa, Villa Quietud, Coyoacan, 04960 Ciudad de México, CDMX. Correo electrénico:
ivoheyerdahl@gmail.com

Recibido: 19 de mayo de 2025
Corregido: 27 de julio de 2025
Aceptado: 31 de julio de 2025

https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v54n3.120474

RESUMEN

Introduccion: La hemofilia es una enfermedad rara que, en general, afecta a mds de un millén de per-
sonas. Su atencion ha presentado histéricamente muchos retos, y atn lo hace, por lo cual es de impor-
tancia para la poblacion general conocer la historia de esta patologia. Objetivo: Describir los hitos mas
importantes en el entendimiento y la atencién médica de la hemofilia, por lo cual se realizé una bus-
queda bibliografica en articulos cientificos y sitios web institucionales o especializados con autoridad
reconocida en hemofilia y salud puiblica. Con esta informacion, se construy6 una revision narrativa so-
bre la historia de la hemofilia. Resultados: La hemofilia ha sido estudiada desde la edad antigua, pero
solo cobro conciencia popular cuando se dio a conocer que era una enfermedad que afectaba a la realiza
inglesa. A partir de ahi, su atencién médica ha evolucionado, teniendo que superar diversos retos. Hoy
en dia los retos persisten, siendo la aparicién de inhibidores uno de los mas importantes, pero también
existen muchas mds opciones terapéuticas, como las terapias génicas, que se alzan como tratamientos
que prometen por primera vez en la historia curar la enfermedad, y no simplemente tratarla. Conclu-
siones: La atencidn a la hemofilia ha presentado diversos retos a lo largo de la historia, y a pesar de que
hoy existen grandes avances tecnolégicos, no esta garantizado que todos los afectados puedan tener
acceso a ellos.

Palabras clave: Hematopatologia; episodios de sangrado; factores de coagulacion; enfermedad rara;
terapia génica.

SUMMARY
History of hemophilia: a disease that affects more than one

Introduction: Hemophilia is a rare disease that, overall, affects more than a million people. Its care has
historically presented many challenges, and still does, which is why it is important for the general pop-
ulation to know the history of this pathology. Objective: Describe the most important milestones in the
understanding and medical care of hemophilia, for which a bibliographic search was carried out in
scientific articles and institutional or specialized websites with recognized authority in hemophilia and
public health. With this information, a narrative review of the history of hemophilia was constructed.
Results: hemophilia has been studied since ancient times, but it only gained popular awareness when
it became known that it was a disease that affected the English culture. From there, medical care has
evolved, having to overcome various challenges. Today the challenges persist, with the appearance of
inhibitors being one of the most important, but there are also many more therapeutic options, such as
gene therapies, which stand as treatments that promise for the first time in history to cure the disease,
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and not just treat it. Conclusions: Hemophilia care has presented various challenges throughout his-
tory, and despite significant technological advances today, it is not guaranteed that all those affected
will have access to them.

Keywords: Hematopathology; bleeding episodes; coagulation factors; rare disease; gene therapy.

RESUMO
Historia da hemofilia: uma doenca que afeta mais de um

Introducdo: A hemofilia é uma doenca rara que, em geral, afeta mais de um milhdo de pessoas. Sua
atencdo historicamente apresentou muitos desafios e ainda assim, por isso é importante para a popula-
¢ao em geral conhecer a histdria dessa patologia. Objetivo: Descreva os marcos mais importantes no
entendimento e no atendimento médico da hemofilia; portanto, uma pesquisa bibliografica foi realizada
em artigos e sites cientificos institucionais ou especializados com autoridade autorizada em hemofilia e
saude publica. Com essas informagdes, foi construida uma revisdo narrativa da histoéria da hemofilia.
Resultados: A hemofilia foi estudada desde a idade antiga, mas s6 se tornou popular quando foi anun-
ciado que era uma doenga que afetou o inglés. A partir daf seus cuidados médicos evoluiram, tendo que
superar varios desafios. Hoje, os desafios persistem, sendo a aparéncia dos inibidores um dos mais im-
portantes, mas também existem muitas opgdes terapéuticas, como terapias genéticas, que sao levanta-
das como tratamentos que prometem pela primeira vez na histdria a curar a doenga e nao simplesmente
trata-la. Conclusdes: A atencdo da hemofilia apresentou vérios desafios ao longo da histdria e, embora
existam grandes avangos tecnoldgicos hoje, nao é garantido que todos os afetados possam ter acesso a
eles.

Palavras-chave: hematopatologia; episddios de sangramento; fatores de coagulagao; doenga rara; tera-
pia genética.

1. INTRODUCCION

Las enfermedades raras son aquellas con muy baja frecuencia con respecto a una region. De-
bido a la baja prevalencia de estas enfermedades, existen muchos retos para llevar a cabo una
correcta atencion a las personas que las padecen. Por ello, los diagnosticos y tratamientos sue-
len ser dificiles de llevar a cabo [1]. Ademas, las enfermedades raras no suelen tener cura, sino
que hay que tratarlas o llevar cuidados especiales de por vida [2]. Por ello, el tratamiento para
estos padecimientos suele ser muy costosos. Por ejemplo, se estima que, en paises desarrolla-
dos, el gasto en enfermedades raras representa alrededor del 10% de los gastos médicos direc-
tos, lo cual es muy alto considerando que la poblacion atendida es tan sélo del 5 — 7% del total
[3].

Se estima que existen alrededor de 7,000 enfermedades raras, y que se descubren 250 nue-
vas anualmente [1]. Alrededor del 80% de las enfermedades raras tienen una causa genética
[3], v, lamentablemente, también son congénitas, por lo que la mayoria de personas que viven
con enfermedades raras son infantes [2]; se estima que hasta el 75% de las enfermedades raras
comprenden pacientes pediatricos [4].

La hemofilia es una enfermedad rara congénita que se caracteriza por la aparicion de epi-
sodios de sangrado, frecuentes y espontaneos. Se debe a mutaciones en genes que codifican
factores de coagulacién. Estos genes en concreto, se localizan en el cromosoma X, y dado que
las mujeres tienen dos pares de cromosomas X, y el varén solo tiene uno, se trata de un desor-
den que los afecta casi exclusivamente a ellos, aunque las mujeres se consideran portadoras
[5]. Existen dos principales tipos de hemofilia. La hemofilia A se debe a una mutacién en el

720



Historia de la hemofilia: una enfermedad que afecta a mas de uno

gen F8 que codifica para el factor de coagulacion VIII (FVIII), afecta a 1:5,000 recién nacidos y
es el tipo de hemofilia mas severo. Por otro lado, la hemofilia B se debe a una mutacion en el
gen F9 que codifica para el factor de coagulacion IX (FIX). Es mas rara que la hemofilia A,
afectando a solo 1:30,000 recién nacidos, pero también es mucho menos severa. Aunque se
trata de enfermedades raras, se estima que alrededor del mundo existen mas de 1.1 millones
de personas que viven con hemofilia, de los cuales 400,000 son casos graves [6].

La hemofilia se ha intentado estudiar desde la edad antigua y siempre se han presentado
retos para que las personas que la padecen tengan una mejor calidad de vida. Hasta la fecha,
los retos no han terminado, simplemente han cambiado. Por eso, el presente trabajo construye
una revision narrativa de la historia de la hemofilia, resaltando hitos importantes para su en-
tendimiento y su atencién. A diferencia de otras revisiones disponibles, este trabajo no so6lo
aborda los hitos médicos del entendimiento y el tratamiento de la hemofilia, sino que los inte-
gra con una descripcion de las barreras en el manejo y acceso a la atencion de la enfermedad
y de la percepcion del padecimiento, cubriendo desde la antigiiedad hasta los avances mas
recientes en terapia génica, permitiendo una vision integral de la historia de la hemofilia.

2. METODOLOGIA

Se realizé una busqueda bibliografica en bases de datos cientificas como PubMed, Scopus,
SciElo, Web of Science y Google Scholar, empleando palabras clave como “hemophilia”, “his-

tory”,
revisiones arbitradas y publicadas en idioma inglés o espafiol. Debido a que se trata de una

7”7 “”

evolution”, “coagulation factors” y “treatment”. Se incluyeron articulos originales y

revision con enfoque historico, no hubo restriccion estricta con respecto al afio de publicacion
de los trabajos, aunque se priorizaron fuentes de los tltimos 5 afios. También se emplearon
paginas de internet oficiales que contuvieran informacidon importante sobre hitos histdricos en
el entendimiento de la hemofilia, por ejemplo, de agencias gubernamentales de salud (como
NHS), las industrias productoras de tratamientos contra esta enfermedad o de asociaciones y
fundaciones de pacientes con hemofilia. Estas entidades participan directamente en la regula-
cidn, atencidon y documentacion de la enfermedad, y han recopilado datos que ofrecen infor-
macidn retrospectiva confiable y contextualizada. Su inclusién complementa la literatura aca-
démica y permite una vision integral, especialmente en una revision historica.

3. DESARROLLO CONCEPTUAL

3.1. La hemofilia en la edad antigua y medieval

Alrededor del quinto siglo a.C., los griegos intentaron explicar la fisiologia humana desde una
perspectiva médica, y desarrollaron diferentes teorias para explicar el proceso de aparicion de
enfermedades. Una de las mds aceptadas en ese entonces era la teoria de los cuatro humores,
que dictaba que el organismo humano estaba compuesto por cuatro humores o fluidos, y la
sangre era uno de ellos. Se suponia que un exceso de ellos podia causar enfermedad debido a
su volumen o a su coagulacion. De hecho, los médicos y filésofos de la antigua Grecia estaban
muy interesados en estudiar la coagulacion sanguinea; Hipdcrates, quien desarrolld la teoria
de los humores, fue aparentemente el primero en comprender que la sangre podia coagularse,
pues en uno de sus textos describio la sangre espesa y densa como “sangre dura”, lo que apa-
rentemente hacia referencia a sangre coagulada. Asimismo, en uno de sus textos introdujo por
primera vez el término “trombo” para describir la coagulacion. Por otro lado, Aristoteles es-
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tudid la viscosidad y coagulacién de la sangre en diferentes animales y en personas de dife-
rente edad y sexo. En general, se lleg6 a pensar que la sangre coagulaba solo cuando salia del
organismo debido a que se enfriaba cuando entraba en contacto con el aire [7].

A pesar del gran interés en la coagulacion sanguinea por los antiguos griegos, no se cuenta
con muestra alguna que sugiera el estudio o aparicion de hemofilia en esas épocas; la evidencia
mas antigua de casos de hemofilia data de escritos en papiro del antiguo Egipto. Asimismo, se
cuenta con textos hebreos del Talmud de Babilonia del siglo II d.C. en el que se describen
problemas hereditarios de hemorragias en varones después de la circuncision [8].

Ya en el siglo XI, el famoso médico Al-Zahrawi — Albucasis escribi6 su segunda enciclo-
pedia médica en la cual describié una enfermedad que, si se traduce al espafiol, la nombré
como “enfermedad de la sangre”, la cual tiene mucha similitud con lo que hoy se conoce como
hemofilia, pues se caracterizaba por hemorragias provocadas por lesiones menores y que sélo
afectaba a varones, los cuales incluso podian morir a causa del padecimiento. Albucasis admi-
tid no conocer la causa de la enfermedad, lo cual a dia de hoy agranda su estatus como el mejor
médico de la época, pues el origen de la enfermedad era imposible de conocer en su medioevo.
Asimismo, sugirid la cauterizacion como mejor tratamiento para los episodios de sangrado.
En ese entonces, una enfermedad como esa no se habia descrito anteriormente en ningtn libro
médico, por lo que se considera la primera descripcion de la enfermedad [9].

Posteriormente, ya en el siglo XII, y, teniendo en cuenta los antecedentes del Talmud, el
médico hebreo Moisés Ben Maimén (Maimodnides), aplico la norma para la circuncisién que
establece que, si una mujer habia tenido dos hijos varones que habian muerto por hemorragia
después la circuncision, este proceso quedaba exento para un tercer hijo. Esto se interpreta a
dia de hoy como el primer sefialamiento médico oficial de que las madres son en realidad las
portadoras de la enfermedad [10].

Como se vera mas adelante, si bien es evidente que hubo casos de hemofilia a lo largo de
la historia, no fue hasta el siglo XIX que comenzd a darse importancia a este padecimiento.

3.2. Siglo XIX: La primera descripcion médica de la enfermedad, la popularizacion de la
“Enfermedad Real” y el establecimiento del término “hemofilia”
En Inglaterra, en 1739, nacié William Hewson, un cirujano y anatomista, considerado como el
padre de la hematologia, ya que aportd grandes avances en el estudio de globulos rojos y blan-
cos. En 1759, este cientifico asistio a clases de anatomia con los hermanos William y John Hun-
ter. Uno de ellos, John Hunter, habia refutado una de las teorias de los antiguos griegos que
dictaba que la sangre coagulaba al entrar en contacto con aire, pues demostrd que también
podia hacerlo al vacio, por lo que tenia que tratarse de algo intrinseco del fluido, y se pensé en
que tal vez las propias células sanguineas eran responsables de este proceso fisiologico. Mas
tarde, en 1770, Hewson describi6 el proceso de coagulacion de la sangre llevado a cabo por el
fibrindgeno, una proteina que funge como factor de coagulacion, y con ello, demostr6 que el
proceso de coagulacion de la sangre no es llevado a cabo por células en si, sino por factores de
coagulacién. Ademas, dejo el camino abierto para que mas tarde se descubrieran otros factores
de coagulacion como la trombina y la protrombina, y que después se describiera la cascada de
coagulacién que lleva a cabo el organismo durante el proceso de cicatrizacion de heridas [11].
Por otra parte, el siglo XIX fue muy importante para el estudio y el entendimiento del
impacto de la hemofilia en la sociedad. En 1803, el médico norteamericano John Conrad Otto
publicé un texto en el que describié una enfermedad hemorragica que se extendia por genera-
ciones de familias, en las cuales las mujeres eran sanas, pero parecia que transmitian la enfer-
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medad a su descendencia, de la cual sdlo los varones se veian afectados por episodios hemo-
rragicos provocados por lesiones menores. Por lo tanto, comenzo a establecerse que se trataba
de una enfermedad hereditaria en la que las mujeres eran portadoras, pero los varones la pa-
decian, y la mayoria ni siquiera sobrevivia a la adultez. El Dr. Otto llam6 a estos pacientes
“sangradores”, y fue la primera descripcion médica de esta enfermedad en tiempos modernos
[12,13].

En 1813, John Hay publico el primer anadlisis de un arbol genealdgico de una familia con
hemofilia. En afios posteriores se publicaron mas analisis hasta que en 1820, Nasse publico un
articulo en el que se establece que este padecimiento es transmitido por mujeres no afectadas
hacia sus hijos, que si se veian afectados. A esto se le conocié como la Ley de Nasse. Ocho afios
mas tarde, en 1828, se publicd la tesis de Frederich Hopff, estudiante de la Universidad de
Zurich, en Suiza. La tesis se llamaba “Sobre la hemofilia o la predisposicion hereditaria de
sangrado fatal”, haciendo énfasis en la naturaleza hereditaria de este padecimiento y, ademas,
haciendo uso del término “hemofilia” por primera vez en la historia [14], aunque, como se
discutira mas adelante, todavia habria otros nombres para este padecimiento antes de que éste
fuera plenamente aceptado.

Ya a mediados del siglo XIX, la hemofilia se popularizo; en aquel entonces se le conocia
como la “Enfermedad Real” debido a que la Reina Victoria de Inglaterra, quien gobernd desde
1837 hasta 1901, era portadora de la enfermedad, por lo que algunas sus descendientes feme-
ninas eran portadoras también, y algunos de sus descendentes varones la padecieron, inclu-
yendo a su hijo Leopoldo, a quien se le conocié como el “Principe Sangrador”, pues desde los
dos afios de edad tuvo una vida marcada por episodios de hemorragias en diversos 6rganos y
el dolor que eso conllevaba. El Dr. James Clark, quien atendia a Leopoldo, llamo a esta enfer-
medad “hematofilia”. Este término también fue adoptado por el periddico The Lancet, que re-
portaba el estado de salud del principe bajo la supervision de la Reina Victoria [12, 13].

En 1883, Leopoldo, a los 31 afos de edad y poco después del nacimiento de su hija, cayo
por unas escaleras, ocasionandose un traumatismo leve en una rodilla, lo que le ocasion¢6 dolor
y un sangrado considerable. Para aliviar el dolor, Leopoldo recurrié a la morfina y, al dia si-
guiente, sufrié un ataque epiléptico y murid. La Reina Victoria se encargé de difundir el sufri-
miento de su hijo ante los medios, recalcando que su familia estaba siendo perseguida por “la
peor enfermedad” que ella conocia. Cabe recalcar que durante la época Victoriana, los perio-
dicos comenzaron a tener una popularidad sin precedentes gracias a los esfuerzos de la reina,
por lo que la “Enfermedad Real” se popularizé mucho en esa sociedad como una enfermedad
exclusiva de la realeza. Para ese entonces, ya se aceptaba el término “hemofilia” (“amor por la
sangre”), que, como se menciond anteriormente, ya se habia empleado en diferentes tesis y
trabajos de investigacion entre 1828 y 1854 [12].

Por otro lado, la descendencia de la Reina Victoria se relaciond con familias reales de otros
paises, generando mas descendencia real con la enfermedad, por lo cual el término “Enferme-
dad Real” adquirié mas fuerza. Por ejemplo, Alexandra, la nieta de la Reina Victoria, se cas
con Nicholas, el Tsar de Rusia. Tuvieron un hijo en el verano de 1904, Alexei Nicolaievich,
quien en algin momento de su infancia padecid de sintomas parecidos a los de la hemofilia,
incluyendo episodios de sangrado. Cuando el nifio tenia ocho afios, presentd episodios de san-
grado abdominal, dolor y fiebre, por lo que su madre, la emperatriz Alexandra, desesperada
en busca de auxilio, mandé un telegrama pidiendo los rezos del entonces famoso “monje loco”
Grigory Rasputin, quien se encontraba a kildmetros de distancia en su hogar en Pokrovskoe.
Unos dias después, el nifno se curd milagrosamente, y su familia recibié una carta del monje
diciendo que el nifo se iba a recuperar. Esto hizo mas legendaria la figura de Rasputin, pero a
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dia de hoy, se teoriza que el nifo sélo presentd una enfermedad aguda, y no una hemofilia
como se conoce hoy en dia [15], pues se sabe que cuando se recurri6 al monje, el nifio habia
sufrido fiebre durante esos dias, lo cual no es caracteristico de la hemofilia. Alexei fue asesi-
nado en 1918, a los trece afios de edad, tan sélo cinco afios después de ese suceso [13], y sus
restos estan desaparecidos, por lo que es imposible hacer un analisis molecular sobre ellos y
confirmar el diagnodstico [15]. Cabe sefalar que, a dia de hoy, la Familia Real Britanica no tiene
rastro alguno de hemofilia [13]

Estos son sélo algunos de los episodios histdricos mas populares, pero cabe mencionar
que la hemofilia también se presentd en mas familias reales de Europa provenientes de Espafia,
Alemania, entre otras [9]. En la Figura 1 se muestra un arbol genealogico con algunos perso-
najes de la realeza con hemofilia.

| O

Albert Reina Victoria

O U OO0 B0 [H€

Alice Leopoldo Beatriz

ODLUE 00 oL 0O NN

Irene Friederich Tsar | Tsarina Alice Nictoria Mauricio
Nicholas Alexandra Eugenia Leopoldo
EOUNOCOOONONUNOUIOOOD N
Waldemar Heinrich Anastasia "Alexei Rupert Alfonso Gonzalo
u Varén sin hemofilia . Varén con hemofilia [ ) Mujer no portadora () Mujer portadora

Figura 1. Arbol genealégico de las Familias Reales con hemofilia. Elaboracién propia, basado en Ro-
gaev (2009) [16].

3.3. Primera mitad del siglo XX: Primeros avances en el entendimiento y tratamiento de la
hemofilia y distincion entre hemofilia A y B

En 1905, un afio después del nacimiento de Alexei, el hematdlogo aleman Paul Oskar Mo-
rawitz presenté un modelo del proceso de coagulacion que a dia de hoy se conoce como la
“teoria clasica” de dicho proceso: la protrombina es activada por el factor tisular y calcio para
producir trombina, que convierte al fibrinégeno en fibrina, generando asi la coagulacion. Esta
teoria se sostuvo por mas de cuarenta afnos hasta que mas tarde, en la década de 1950, se en-
contrd que existen factores de coagulacion que circulan de forma inactivada y que son a su vez
activados por otros factores (factores V, VII, VIII, IX, XI, VWF), generando una cascada de
coagulacién que, de ser interrumpida, generaria una patologia, como las hemofilias [8].

La década de 1930 vio grandes avances para comprender la hemofilia. Por ejemplo, en
1934 se observd que el empleo del veneno de algunas serpientes mejoraba la coagulacion de
pacientes con hemofilia [17]. Posteriormente, en 1937 se realizé uno de los mas grandes hallaz-
gos, pues los investigadores norteamericanos Patek y Taylor descubrieron el factor de coagu-
lacion VIII (FVIII), y que la administracion intravenosa de precipitados plasmaticos mejoraba
la coagulacion [9]. Dos afos después, en 1939, el patdlogo norteamericano Kenneth Brinkhous
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descubrio6 que los pacientes hemofilicos carecian de un factor plasmatico, al cual llamo “factor
antihemofilico”, que mas tarde se determind que se trataba precisamente de FVIII [17]. Esto
fue muy importante, pues en esos afos, se debatia sobre si la causa de la hemofilia era la au-
sencia o no de protrombina, pero Brinkhous habia notado que si habia protrombina, pero su
produccion era lenta [14].

Un afio mas tarde, en 1940 se publicd el primer tratamiento exitoso para la hemofilia. Se
trataba de un caso presentado en The Lancet en el que un nino de once afios que habia sufrido
una hemorragia severa después de una cirugia, pero que habia sobrevivido gracias a una trans-
fusion sanguinea, por lo que comenzaron a emplearse transfusiones sanguineas para tratar a
los pacientes hemofilicos cuando estos presentaran episodios de sangrado, lo cual hizo que la
esperanza de vida alcanzara una media de 39.7 afios de edad [18]. Esto supuso el inicio de la
concepcion de la terapia de reemplazo para tratar la hemofilia.

Por otro lado, en Argentina se contaba con la Academia Nacional de Medicina, que, desde
1929 contaba con una seccion de hemoterapia que brindaba atencién a los hemofilicos. El di-
rector de este centro era el Médico argentino Alfredo Pavlosky, quien en 1944 cre¢ la Funda-
cion de Hemofilia [19], cuya tarea era generar grandes campanas para obtener donadores de
sangre para llevar a cabo las transfusiones. Ese mismo afio, Pavlosky descubri6 que la sangre
de un hemofilico podia curar el padecimiento de otro hemofilico. Lo que habia hecho en reali-
dad era hacer una transfusion entre un hemofilico carente de FVIII con la de uno carente de
FIX [20], lo que lo llev¢ a distinguir entre dos tipos de hemofilia en 1947 [21]. En 1952, la he-
matologa Rosemary Biggs del Reino Unido atendio al primer paciente oficialmente detectado
de hemofilia por deficiencia del factor IX, por lo que a esta enfermedad se le llamo “enferme-
dad de Christmas”, que hoy se conoce como hemofilia B. En 1953 esta hemofilia se describid
mejor y se reconocio como una variante mucho mas rara y menos severa que la hemofilia por
deficiencia de factor VIII, que hoy se distingue como hemofilia A [9].

Cabe mencionar que, a dia de hoy, se sabe que la hemofilia que afecto a las familias reales
en el siglo XX era especificamente hemofilia B [14].

3.4. Segunda mitad del siglo XX: Obtencion de los primeros factores de coagulacion para el
tratamiento de la hemofilia y el descubrimiento de los inhibidores

En 1953, Rosenthal y sus colaboradores describieron un reporte de caso en el que tres judios
con parentesco presentaron hemorragia excesiva tras una extraccion dental. Las muestras san-
guineas de estas tres personas coagulaban mas lentamente que lo normal, pero de manera
menos severa que los casos de hemofilia A y B. A esto se le conocié como el sindrome de
Rosenthal, y hoy se conoce como hemofilia C, que se presenta cuando hay una alteracion ge-
nética que afecta la expresion del factor de coagulacion XI. Lo interesante de este padecimiento
es que si puede afectar a mujeres, y, de hecho, una de las tres personas judias del caso original
de Rosenthal era una mujer [22]. Esto se debe a que la mutacion en cuestion no esta asociada
a cromosoma X. Se trata de una hemofilia mas rara, pero también de menor importancia clinica
y los episodios de sangrado son muy raros, por lo que muchos individuos pueden tardar mu-
cho en ser diagnosticados, y solo suele ser de importancia cuando la persona va a someterse a
cirugias [23]. Cabe mencionar que esta hemofilia tiene una prevalencia de 1 en 1 milldn, y es
mas frecuente en judios Ashkenazi [22].

Por otro lado, durante casi toda la década de 1950, los episodios de sangrado de los pa-
cientes hemofilicos se trataban con transfusiones sanguineas, y, aunque, como se menciond
anteriormente, esto mejord un poco la esperanza de vida, lo cierto es que no habia suficientes
factores de coagulacion presentes en sangre o plasma fresco con fines terapéuticos, por lo que
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aun habia muchos casos de muerte cuando los hemofilicos presentaban un traumatismo o se
sometian a cirugia. Por ello, para comenzar con una nueva estrategia, la médica sueca Inga
Marie Nelson en 1958 comenzd a experimentar con un régimen de profilaxis, el cual consistia
en administrar infusiones regulares, lo cual tuvo mucho éxito, pues ya no se trataban y aten-
dian los episodios de sangrado, sino que se prevenian, logrando una notable reduccion [24].
Este hito es importante, pues, aunque tardé muchos afios en consolidarse, a dia de hoy, la
profilaxis es la mejor estrategia de atencion médica para los pacientes con hemofilia [8]. Sin
embargo, en ese punto todavia faltaba tener un producto lo suficientemente practico y efectivo
para llevar a cabo una mejor atencion médica.

En 1964, la Dra. Judith Graham Pool y su equipo de trabajo obtuvieron un preparado co-
nocido como crioprecipitado. Para obtenerlo, congelaban una muestra de plasma y luego, la
descongelaban lentamente a 1 — 6 °C. El producto resultante contenia una cantidad considera-
ble de FVIII, por lo que era muy util para tratar a los pacientes con hemofilia. Este tipo de
productos es conocido como FVIII derivado de plasma (pdFVIII). Esta primera generacion de
pdFVIII también contenia otros factores como XIII, VWF y fibrinégeno. Desgraciadamente,
este preparado también tenia muchas desventajas, pues se requerian grandes cantidades de
muestra plasmatica para obtener concentraciones adecuadas. Ademas, la produccion, almace-
namiento y transportes eran costoso. Esto cambi6 en la década de 1970, ya que comenzaron a
producirse los concentrados a partir de plasma liofilizado, que era mas practico, pues eran de
facil reconstitucion, haciendo posible que la terapia de reemplazo se llevara a cabo en casa, lo
que represento la primera era dorada del tratamiento de la hemofilia [25].

A inicios de la década de 1970, se comenzd a comercializar la desmaprosina, un farmaco
indicado para tratar la diabetes insipida central. A finales de esa misma década, este farmaco
comenzd a emplearse para tratar la hemofilia A, ya que se observo que puede estimular la
produccion de FVIIL. Sin embargo, nunca se empleé mucho con este propdsito ya que no era
lo suficientemente efectiva [26].

Por otro lado, ya en ese entonces se habia dado a notar un fenémeno preocupante: en
algunos pacientes, la terapia de reemplazo comenzo a fallar. Esta resistencia se debia a la apa-
ricion de aloanticuerpos; anticuerpos generados por el organismo contra los factores de coa-
gulacion exdgenos administrados como terapia de reemplazo. A estos aloanticuerpos se les
conoce como “inhibidores”, y a dia de hoy siguen representando una complicacion de impor-
tancia clinica para los pacientes con hemofilia A y B [26].

Entre 1974 y 1975, en el Centro de Hemofilia de la Universidad de Bonn, en Alemania, se
llevo a cabo una nueva estrategia para evitar la aparicion de inhibidores. Esta consistia en
administrar repetidas veces los factores de coagulacion de la terapia de reemplazo en concen-
traciones cada vez mas grandes para que el organismo deje de producir inhibidores. A esta
estrategia se le conoce como induccién de tolerancia inmune. Dr Hans-Hermann Brackmann
fue responsable de esta estrategia, que llevd el nombre de “Protocolo de Bonn”. Aunque si fue
y es posible erradicar inhibidores con este enfoque, los resultados no suelen ser satisfactorios
[27], por lo que aun hacia falta desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que resolvieran o
evitaran el problema de los inhibidores.

En 1979 comenzaron a emplearse técnicas cromatograficas para separar FVIII de VWE,
obteniendo un producto mas puro [28]. Eso representd el inicio de la segunda generacion
pdFVII, siendo la primera aquellos derivados plasmaticos que contenian otras proteinas ani-
males ademas de FVII], y esta, la segunda, que ya no las contenian [25].

Esa década vio grandes avances en la biologia molecular, sobre todo con enfoque biotec-
noldgico, lo que se vio reflejado en la investigacion del tratamiento para la hemofilia. A inicios
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de 1981, se inyectaron factores de coagulacion a ratones de laboratorio BALB/c para producir
anticuerpos contra ellos. Estos anticuerpos se emplearon para aislar, mediante cromatografia
de afinidad, a los factores de coagulacion presentes en muestras plasmaticas. Con ello se ob-
tuvieron estos factores de coagulacion completamente puros por primera vez en la historia, y,
con ello, lograron caracterizarse y secuenciar el gen que los codificaba [28].

Sin embargo, estaba por ocurrir una tragedia: los factores de coagulacion comercializados
para su empleo en la practica clinica no estaban libres de patégenos como virus y bacterias,
pues en ese entonces se tenia un desconocimiento sobre enfermedades venéreas, pero debido
a la pandemia del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y el Virus de Hepatitis C (VHC)
[24]. Lamentablemente, en julio de 1982 se presentaron tres casos de enfermedades definitorias
de SIDA en pacientes hemofilicos que no tenian comportamiento susceptible a contraer infec-
cién por VIH. Evidentemente, estos pacientes habian contraido el virus a partir de la adminis-
tracion de pdFVIIIL. Por desgracia, estos no fueron ni de cerca los tinicos casos; alrededor del
50% de los pacientes con hemofilia A en Estados Unidos contrajeron VIH a partir del uso de
pdFVIII, sélo por mencionar un pais [28].

Mientras ocurria esta tragedia, habia buenas noticias: con esa caracterizacion de los facto-
res de coagulacion iniciada un afio antes, en 1982 se logré clonar el gen F9, que codifica para
FIX, y, mas tarde, en 1984, el gen F§, que codifica para FVIII. Esto dio pie a la investigacion en
la produccion de factores de coagulacion recombinantes; se inserta el gen en células cultivadas,
las cuales expresan el gen y producen la proteina a concentraciones considerables, sin necesi-
dad de aislarlos a partir de plasma. Esto era muy prometedor, pues iba a favorecer mucho la
disponibilidad de estos productos terapéuticos [20], por lo que a partir de ese entonces, co-
menzaron a hacerse muchos esfuerzos cientificos para lograr que esos productos fueran una
realidad.

Por otro lado, hubo mds buenas noticias, pues alrededor de 1985 comenzaron a aplicarse
métodos de inactivacion de patogenos en la produccion de estos preparados, por lo que a par-
tir de ese entonces, los productos comenzaron a ser mas seguros [24]. A la par de eso, ese
mismo afo, se descubri6 que los hepatocitos son las células encargadas de producir estos fac-
tores de coagulacion, lo cual seria un hito importante para la elaboracién de terapias génicas
30 afios mas tarde. Asimismo, en 1986 se encontrd que la ausencia del dominio B en FVIII no
afectaba su actividad bioldgica, lo cual también seria importante tiempo después para produ-
cir nuevas variantes terapéuticas de FVIII, como se verd mds adelante [28].

Gracias a la clonacion de genes realizada unos afios atras, para 1992 por fin se habia lo-
grado producir FVIII recombinante (rFVIII) [29]. La introduccion de los productos recombi-
nantes represento la segunda era dorada para el tratamiento de la hemofilia. Ademas, repre-
sentaba el cese del empleo de fuentes animales para su produccion, a diferencia de los pdFVIII,
eliminando por completo el riesgo de contraer infecciones venéreas a partir de ellos [25] [25].
El FIX recombinante (rFIX) para tratar la hemofilia B se obtuvo hasta 1997 [29]. A pesar de que
estos productos son de uso preferente, se siguieron empleando los pdFVIII y, de hecho, aun-
que en menor medida, se siguen empleando a dia de hoy [28].

La primera generacion de factores de coagulacién recombinantes se produjo en lineas ce-
lulares de ovario de ratén chino. El medio de cultivo empleado contenia como aditivos insu-
lina bovina, aprotinina bovina y albimina sérica bovina. Ademads, en el producto final se con-
taba con albimina humana como estabilizante, por lo que auin habia proteinas de origen ani-
mal en los productos [30].

Por otro lado, entre 1994 y 1996, la OMS y otras organizaciones internacionales comenza-
ron a recomendar la profilaxis para atender a los pacientes con hemofilia severa, pero atin no
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se realizaban ensayos clinicos que demostraran los beneficios de su aplicacion para los pacien-
tes [31].

Asimismo, en esta década crecié mucho la investigacion en terapias génicas, que son pro-
ductos terapéuticos que median sus efectos a través de transferencia o modificacion de secuen-
cias genéticas en humanos. De hecho, en esos afios, la FDA publicd sus primeras guias que
brindaban recomendaciones de acciones a llevar a cabo durante los ensayos preclinicos y cli-
nicos, ya que muchos grupos de investigacion estaban interesados en desarrollar terapias gé-
nicas para tratar diferentes enfermedades de causas genéticas [32].

La hemofilia no fue la excepcion, pues en esta década comenzo a llevarse a cabo mucha
investigacion preclinica sobre terapias génicas para tratar esta enfermedad. Estas consisten en
el empleo de vectores virales que contienen los genes que codifican para los factores de coa-
gulacion. Los vectores virales se dirigen al higado, donde insertan el gen correcto a los hepa-
tocitos para que estos puedan producir por si solos los factores de coagulacion. Dichos vectores
se dirigen a los hepatocitos, donde insertan el gen, de manera que las células pueden sintetizar
la proteina correcta por si sola, sin la necesidad de recurrir a terapia de reemplazo con factores
de coagulacion externos. Por ejemplo, en 1993 se publicé un ensayo preclinico para la transfe-
rencia del gen F9 a perros con deficiencia de FIX. Posteriormente, en 1995, se publicé un estu-
dio llevado a cabo en ratones para la insercion del gen F8. Asimismo, en el periodo de 1996 —
2000 se hicieron varios estudios en ratones deficientes de FIX y FVIII, s6lo por mencionar al-
gunos ejemplos. Estos trabajos presentaron resultados prometedores, lo que supuso el inicio
de la esperanza de la cura absoluta para las hemofilias [29]. Con estos estudios se dio fin al
milenio, brindando un panorama prometedor para el futuro del tratamiento de una enferme-
dad rara muy antigua.

3.5. Primera década del siglo XXI: Evolucion de los productos terapéuticos disponibles y
estrategias para el tratamiento de la hemofilia

El milenio arrancoé con una revolucion importante para los productos disponibles para tratar
la hemofilia A, pues se comenzaron a producir los rFVIII de segunda generacion [24]. Estos
productos seguian produciéndose en cultivos de ovario de hamster chino, pero también co-
menzaron a emplearse células renales de hamster bebé. Aunque el estabilizante del producto
final ya era sacarosa y no una proteina animal, en los medios de cultivo se empleaba albiimina
sérica humana. Otra diferencia importante es que algunos de los factores recombinantes co-
menzaron a tener el dominio B borrado [30]. Debido a que el dominio B no es importante para
la actividad bioldgica, borrarlo conlleva multiples ventajas, como mayor facilidad y rendi-
miento en el proceso de manufactura recombinante, reduccion de inmunogenicidad y mejora
de la farmacocinética [33].

Posteriormente, en el afio 2003 comenzaron a producirse los rFVIII de tercera generacion
[24]. Estos productos se generan en cultivos celulares de ovario de hamster chino, y el producto
final también puede encontrarse como la proteina completa o con el dominio B eliminado.
Pero la gran diferencia es que el medio de cultivo no emplea ningtin aditivo de origen animal,
y el estabilizante del producto final es sacarosa o trehalosa, por lo que por primera vez en la
historia se cont6 con factores de coagulacion sin ninguna proteina animal adicional [30].

Por otro lado, a pesar de que desde muchos afos atrds ya se habia comenzado a vislum-
brar la profilaxis como una estrategia terapéutica prometedora para atender la hemofilia, en
realidad no se habian llevado a cabo ensayos clinicos que lo demostraran. En 2007, Manco-
Johnson publico un estudio clinico en el que les dio seguimiento a nifios menores de 30 meses
durante nueve anos. El estudio consistid de un grupo de pacientes que habia recibido factores
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de coagulacién a modo de profilaxis contra otro que recibid el tratamiento bajo demanda, es
decir, sdlo al presentar episodios de sangrado. Como resultado, se observo que el riesgo de
dano en articulaciones era seis veces mayor en el grupo del tratamiento bajo demanda compa-
rado con el grupo que recibid profilaxis. Esto dio a pie a que otros investigadores llevaran a
cabo ensayos clinicos y se concluyd que, aunque la profilaxis conlleva un mayor consumo de
factores de coagulacion, la tasa de sangrado se puede reducir notablemente, teniendo tasas de
hemorragia anuales de 0.7 contra 37.4, por lo que claramente la profilaxis es una estrategia
terapéutica mas favorable [34]. En esta década, se estimé que mas del 90% de los hospitales
europeos que atendian hemofilia ya habian adoptado la profilaxis para atender a los pacientes
con este padecimiento [31].

3.6. Segunda década del siglo XXI y el estado actual de 1a hemofilia: Factores de coagulacion
de vida media extendida, nuevas opciones terapéuticas y terapias génicas
La década arranco con una gran promesa, pues en 2010 comenzaron a realizarse ensayos cli-
nicos en pacientes con hemofilia B para tratar su afeccion con terapia génica. Esta consistio de
la administracion intravenosa de un vector adenoasociado (AAV) que contenia el gen F9. Este
primer intento emple6 un vector AAV serotipo 8 (AAVS8) y el gen F9 de tipo silvestre [29], es
decir, el original. El vector AAV8 es muy empleado en investigacion de terapias génicas, y, de
hecho, ya se habia empleado en los ensayos preclinicos para tratar la hemofilia [35]. Sin em-
bargo, también se disefiaron y se probaron muchos mds vectores para evaluar diferentes op-
ciones. Asimismo, también se emplearon otras variantes del gen F9, encontrando que una va-
riante hiperactiva del gen conocida como Pauda producia niveles mucho mas elevados de FIX
(5 a 10 veces mayores). Posteriormente, en 2014 se hicieron pruebas clinicas para terapia génica
contra la hemofilia A. Se emplearon vectores AAV con gen F§ modificado para que produjera
FVIII sin el dominio B, pues, como se ha mencionado, esa porcion no es esencial en la actividad
bioldgica de la proteina y su remocion facilita el desarrollo de productos, incluyendo el gen
empleado en terapias génicas. A pesar de estos avances, se notd que la produccion de factores
de coagulacidon era muy variable en todos los ensayos clinicos de estas terapias génicas, de
manera que los resultados eran muy impredecibles, por lo que hacia falta mas trabajo [29].
Desde 2013 y a lo largo de la década, la FDA comenzd a aceptar nuevos rFVIII de vida
media estandar que tenian modificaciones estructurales tales como el dominio B truncado o
con modificaciones postraduccionales no presentes en la proteina humana para evitar inmu-
nogenicidad y la aparicion de inhibidores. Algunos ejemplos de estos productos son Turocto-
cog alfa (NovoEight, de Novo Nordisk), Simoctocog alfa (Nuwiq, de Octapharma), Octocog
alfa (Kovaltry, de Bayer) y Lonoctocog alfa (Afstyla, de CSL Behring). Asimismo, a partir de
2014 se comenzaron a aceptar factores de coagulacion con vida media extendida. Estos pro-
ductos necesitan una menor frecuencia de administracion, lo que favorece la adherencia tera-
péutica, optimiza la utilizacidén de recursos sanitarios, previenen por mas tiempo los episodios
de sangrado y reducen la posibilidad de aparicion de inhibidores, por lo que representan una
gran mejora en las opciones terapéuticas para los pacientes con hemofilia. Para lograr que estos
productos tengan una vida media extendida, es necesario que tengan modificaciones estruc-
turales importantes, por lo que consisten en factores de coagulacion con pegilaciones, con do-
minio B borrado o truncado o fusionados con un dominio Fc de inmunoglobulinas G (IgG), lo
que altera la degradacion y eliminacion de los factores de coagulacion. Algunos ejemplos de
estos productos son Efmoroctocog alfa (Eloctate, de Biogen/Sobi, aprobado en 2014) y Rurioc-
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tocog alfa pegol (Adynovate, de Shire, aprobado en 2015) [36]. De manera muy similar, tam-
bién comenzaron a aceptarse rFIX de vida extendida [37]. Los productos FVIII pueden exten-
der su vida media 1.5 — 1.7 veces, mientras que los FIX pueden hacerlo 4 — 5 veces [38].

El 26 de octubre del 2017, 1a FDA le confiri6 la designacion de terapia innovadora a valo-
ctocogene roxaparvovec, una terapia génica desarrollada por BioMarin para tratar la hemofilia
A, lo que significaba que podian seguir adelante con sus pruebas clinicas, pero atin no estaba
aprobada para comercializarse [39]. Esto anunciaba una gran promesa al futuro proximo.

El 16 de noviembre del 2017, la FDA acepté emicizumab para el tratamiento de la hemo-
tilia A con inhibidores. Un afo mas tarde, en 2018, se acepto para el empleo de pacientes sin
inhibidores [40]. Se trata de un anticuerpo biespecifico que se une a FIXa y FIX que mimetiza
la actividad biologica normal de FVIII en la cascada de coagulacion [37], es decir, funge la
misma funcion que el factor de coagulacion. Esta estrategia terapéutica es un ejemplo de “te-
rapia de sustitucion”, en la que, a diferencia de la terapia de reemplazo, se emplea una molé-
cula completamente diferente a la enddgena pero que puede cumplir la misma funcién. De-
bido a que no tiene parecido alguno con los factores de coagulacién, emicizumab no es sus-
ceptible a ser neutralizado por aloanticuerpos, por lo que es una buena opcién terapéutica para
los pacientes hemofilicos con inhibidores, aunque, lamentablemente, no es tan efectivo como
la terapia de reemplazo, por lo que se prefiere emplear factores de coagulacion como primera
opcion terapéutica [18].

A pesar de ello, el desarrollo y lanzamiento de este medicamento representa un hito en la
historia de la hemofilia, pues se trata de una alternativa terapéutica que puede ser la inica
esperanza terapéutica para pacientes con inhibidores, cuya terapia de reemplazo ha fallado;
es importante considerar que la estrategia de induccion de tolerancia inmune para erradicar
los inhibidores propuesta inicialmente por el Protocolo de Bonn tiene una tasa de fallo del 10
—40% y se trata de un enfoque muy costoso (USD$ 11.388,00/kg/afo para el régimen de dosis
bajas) [41], por lo que esta alternativa terapéutica es bienvenida para los pacientes y los siste-
mas de salud. Ademas, es un muy buen ejemplo de como el disefio inteligente de medicamen-
tos a partir del estudio de los mecanismos de accién puede conducir a productos que son ver-
daderamente beneficiosos para los pacientes que los necesitan. Cabe sefialar que este medica-
mento es producto de un arduo trabajo de investigacion que comenz6 en el afio 2000 con la
evaluacion de mas de 2,400 anticuerpos candidatos producidos por ingenieria genética [42].

Alrededor de ese tiempo también se evaluaron otros productos de sustitucion. Por ejem-
plo, concizumab, un anticuerpo monoclonal que favorece la produccion de trombina, pero que
no ha probado la eficacia suficiente. Otro ejemplo es fiturisan, un compuesto que baja los ni-
veles de antitrombina en plasma debido a que interfiere en su RNA y, aunque tiene efectos
prometedores, en 2017 uno de los voluntarios con hemofilia A severa en el estudio clinico de
fase II presentd un evento trombdtico fatal, por lo que la FDA suspendio6 la evaluacion [38].

El 22 de noviembre del 2022, la FDA aprobo tranacogene dezaparvovec-drlb, desarrollado
por CSL Behring y comercializado bajo el nombre de Hemgenix®. Se trata de una terapia gé-
nica que consiste de un vector AAV serotipo 5 (AAV5) que contiene el gen F9 tipo Pauda. Esta
terapia consiste en una tinica administracion por via intravenosa y estd indicada para pacientes
adultos con hemofilia B [43]. Este medicamento salid a la venta con un precio de USD$ 3.5 M,
convirtiéndose en el medicamento mas costoso del mundo y de la historia hasta ese momento.
Debido a este controversial precio, muchos sistemas de salud alrededor del mundo no pueden
costear este medicamento, y aquellos que podrian, han puesto en duda si es conveniente. Por
ejemplo, a mediados del 2023 se anuncid que el Instituto Nacional para la Excelencia en la
Salud y la Atencién (NICE) desaconsejé en principio la cobertura a modo de reembolso de
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Hemgenix® por parte del Servicio Nacional de Salud (NHS) de Inglaterra después de encon-
trar incertidumbre sobre la efectividad a largo plazo del medicamento [44]. Sin embargo, la
negociacion continud.

Mientras tanto, el 29 de junio de 2023 la FDA aprob¢ valoctocogene-roxaparvovec-rvox,
la terapia génica desarrollada por BioMarin para tratar la hemofilia A y comercializada final-
mente bajo el nombre de Roctavian™. Al igual que Hemgenix®, Roctavian™ consiste de un
vector AAV5, pero, en este caso, evidentemente, el gen que contiene es F8. Esta terapia también
esta disefiada para administrarse una sola vez, por via intravenosa. Esta indicada para pacien-
tes con hemofilia A severa y sin historial de inhibidores (Drugs.com, 2023). El costo de esta
terapia también ha causado controversias, pero los sistemas de salud de algunas naciones han
logrado hacer buenas negociaciones al respecto; BioMarin anunci6 que el costo de esta terapia
seria de USD$2.9M para los Estados Unidos. Como suele suceder, en Europa el precio iba a ser
menor, de manera que se garantizaran ganancias de USD$1.5M para los desarrolladores [45].
En Alemania, se logré una negociacion tal que el costo por vial seria de alrededor de
€28,933.53, lo que se traduciria en ganancias netas de USD$900,000 para BioMarin. Esto es un
claro ejemplo de una buena negociacion de precios farmacéuticos [46].

El 26 de abril del 2024, la FDA aprob¢ fidanacogene elaparvovec-dzkt (BEQVEZ™), otra
terapia génica de una tinica dosis para tratar la Hemofilia B, desarrollada por Pfizer [47]. Tiene
el mismo funcionamiento que Hemgenix®, y, de hecho, también consiste de un vector AAYV,
la diferencia es que, en este caso, se trata de una cdpside viral recombinante AAVRh74var
derivada de un serotipo AAV natural Rh74 [48]. Este producto tiene el mismo precio de venta
que Hemgenix® [49], por lo que es su competidor directo en caso de ser aceptado por los sis-
temas de salud.

El 27 de junio del 2024, se anuncié que el NICE finalmente recomend¢ a la NHS de In-
glaterra cubrir la terapia con Hemgenix® [50]. Este trato es el primero en su clase, ya que se
trata de un acuerdo basado en resultados, lo que refleja la confianza que tiene CLS Behring en
su producto. Esto garantizara el acceso a pacientes elegibles para este tratamiento en esta re-
gion. Los resultados a largo plazo atin esta por verse [51].

3.7. Perspectivas a futuro

En este trabajo se presenta una revision narrativa actualizada de la historia de la hemofilia. En
la Tabla 1 se muestran las caracteristicas de los diferentes tipos de hemofilia que se conocen a
dia de hoy, mientras que en la Tabla 2 se muestra la cronologia de hitos histdricos de este
padecimiento construida a partir de la revision realizada.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los diferentes tipos de hemofilia [6, 23].

Carac- Hemofilia A Hemofilia B Hemofilia C

teristica

Factor defi- | FVIII FIX FXI

ciente

Gen afectado | F8 F9 F11

Prevalencia 1:5,000 nacidos vivos varones | 1:30,000 nacidos vivos 1:1,000,000 (mas comun en
varones judios Ashkenazi)

Severidad Alta (frecuentes hemorragias | Moderada a alta Leve (sangrados usualmente

clinica espontaneas) quirdrgicos)

Diagnostico | Infancia temprana Infancia temprana Etapas posteriores (cirugias o

habitual extracciones dentales)
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Tratamiento | Reemplazo de FVIII (recom- Reemplazo de FIX (re- En general, no requiere trata-
principal binante o plasmatico), emici- | combinante o plasmat- miento regular
zumab ico)
Complica- Inhibidores, dafio articular Inhibidores Poco frecuentes
ciones co-
munes

Tabla 2. Cronologia de hitos médicos mas relevantes de la hemofilia.

Afio Hito historico Descripcion

SigloII | Primeros registros clinicos En el Talmud de Babilonia se describen hemorragias heredi-

d.C. tarias en varones tras la circuncision.

1803 Descripciéon moderna inicial | John Otto describe una enfermedad hemorragica hereditaria
que afecta solo a varones.

1828 Término “hemofilia” Frederich Hopff introduce por primera vez el término "hemo-
filia".

1837- Popularizacién como “Enfer- | La reina Victoria de Inglaterra transmite la enfermedad a des-

1901 medad Real” cendientes reales europeos.

1940 Primer tratamiento exitoso Uso de transfusion sanguinea para tratar hemorragia grave
en un nifio con hemofilia.

1944— Identificacion de tipos Ay B | Alfredo Pavlovsky distingue dos tipos de hemofilia; se reco-

1947 noce oficialmente la hemofilia B.

1958 Inicio de la profilaxis Inga Marie Nilsson propone régimen profildctico para preve-
nir sangrados.

1964 Desarrollo de crioprecipita- | Judith Graham Pool obtiene un preparado rico en FVIII deri-

dos vado de plasma.

1982 Crisis por VIH Se documentan casos de VIH por uso de pdFVIII contami-
nado.

1992 Aparicion de FVIII recom- Se introduce el primer rFVIII recombinante, sin proteinas

binante plasmaticas humanas.

2003 rFVIII sin proteinas animales | Tercera generacién de productos recombinantes sin aditivos
de origen animal.

2007 Primer ECA de profilaxis Se publica estudio clinico que demuestra superioridad de la
profilaxis frente a tratamiento a demanda.

2017 Aprobacién de emicizumab Primer anticuerpo biespecifico aprobado para pacientes con
hemofilia A con inhibidores.

2022- Primeras terapias génicas ap- | La FDA aprueba Hemgenix®, terapia génica para hemofilia

2024 robada B. Posterior aprobacion de Roctavian™ (hemofilia A) y Be-
qvez™ (hemofilia B).

La hemofilia es una enfermedad rara que se ha presentado en diferentes paises a lo largo de la
historia, e incluso ha llegado a presentarse en algunos personajes histéricos como la realeza
inglesa. Es evidente que histéricamente, el tratamiento para este padecimiento ha enfrentado
diferentes retos, por lo que ha tenido que evolucionar a lo largo de los afios; pasé de consistir
en hacer curaciones a las heridas para evitar las hemorragias, a ser tratado con terapia génica.

Lo que es un hecho, es que el entendimiento de esta patologia y el desarrollo de diferentes

opciones terapéuticas han logrado que la calidad de vida de los pacientes que padecen esta
enfermedad aumente sustancialmente. Antes de la década de 1970, la esperanza de vida de
pacientes hemofilicos era de 20 — 30 afios. Actualmente, la esperanza de vida con los tratamien-
tos actuales es de > 70 afios, al menos en paises desarrollados [52]. En la Tabla 3 se muestra la
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evolucion de la esperanza y calidad de vida de los pacientes con hemofilia a lo largo del

tiempo.

Tabla 3. Evolucion de la esperanza y calidad de vida de los pacientes con hemofilia a lo largo de la
historia [21, 52-54].

Periodo | Tratamientos dis- Esperanza | Calidad de vida Percepcion Social y acceso a la
ponibles de vida atencion
Antes Cuidado empirico <15afios | Muy baja. Alta “Enfermedad maldita” o “Enfer-
de 1940 | (curaciones, cauter- mortalidad infantil | medad real”, sin acceso a trata-
izacién) miento.
1940- Transfusiones san- ~20-30 Baja. Riesgo ele- Aumenta la visibilidad y enten-
1960s guineas y criopreci- | afios vado ante cirugias | dimiento del padecimiento.
pitados derivados o traumatismos Atencién médica muy limitada.
de plasma
1970s— | PAFVIIl/pdFIX. ~40 afios Moderada. Riesgo | Infecciones por VIH y VHC da-
1980s de infecciones fian la reputacion del trata-
(VIH, VHC) miento; comienza la desigual-
dad global en acceso
1990s— | Recombinantes de ~50-65 Buena. Menor Comienzan asociaciones de pa-
2000s primera generacion. | afios riesgo infeccioso, cientes, aumenta la visibilidad y
Recombinantes sin menos sangrados | mejora la imagen social, pero
proteinas animales, articulares crecen las brechas entre paises
inicio de profilaxis ricos y pobres
2010s— | Vida media ex- Proyeccion | Alta. Menos episo- | Acceso restringido por alto costo
2020s tendida, emici- a>70 afios | dios de sangradoy | y desigualdad estructural. Poca
zumab, terapias gé- menor carga tera- | actualizacién en guias de prac-
nicas péutica. Se espera | tica clinica y compendios en pai-
remision sos- ses en desarrollo
tenida.

En afos recientes, se ha demostrado que los productos de vida media prolongada no sélo tie-
nen mas ventajas clinicas e industriales sobre aquellos de vida media convencional, sino que,
ademas, son mas costo-efectivos [55]. Por lo tanto, la evidencia cientifica sugiere que, a dia de
hoy, la mejor estrategia para atender la hemofilia es a través de la profilaxis con factores de
coagulacion recombinantes FVIII o FIX de vida media extendida, de las cuales ya existen ac-
tualmente varias opciones en el mercado. Sin embargo, no se puede decir que es la terapia
universal en todo el mundo. Por ejemplo, en el Compendio Nacional de Insumos para la Salud
(CNIS) de México de 2023, sélo se contemplan dos formulaciones de FIX, ambas de vida media
estandar [56]. La pandemia por COVID-19 atrasoé el proceso de los acuerdos en este pais, pero
se tiene pensado que, al igual que como ya esta planteado el CNIS, los FIX adquiridos deben
ser de origen recombinante o derivados de plasma, sin especificar su vida media [57].

Asimismo, a dia de hoy, la aparicién de inhibidores sigue siendo un problema con reper-
cusiones clinicas y econdmicas importantes, y, a pesar de que no se ha llegado a una solucion
para esta situacion, se han logrado desarrollar estrategias y que han devuelto la esperanza a
los pacientes con inhibidores, como lo es la induccion de tolerancia inmune o, mdas importante
aun, el farmaco emicizumab.

Por otro lado, actualmente los paises de primer mundo con empresas farmacéuticas de
gran poder econdmico se han esforzado mucho en el desarrollo de terapias génicas para dife-
rentes padecimientos, y en la ultima década, el medicamento mas costoso del momento es una
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terapia génica para una enfermedad rara [3]. A dia de hoy, se cuenta con tres terapias génicas
para tratar la hemofilia (dos para hemofilia B y una para hemofilia A). Las tres cuentan con el
mismo precio de venta (USD$ 3.5 M), y, a dia de hoy, sostienen el récord de ser los medica-
mentos mas costosos del mundo y de la historia.

La efectividad de estos tratamientos esta por verse, pues su efectividad a largo plazo es
incierta, pero, mas importante atn, su uso. Y es que se trata de terapias muy dificiles de pagar
para las personas y los sistemas de salud. El propodsito de estas terapias es que beneficien a las
personas que las necesitan, y, a pesar de ello, su acceso a la mayoria de estas personas es in-
cierto. Aun asi, el simple hecho de que estas terapias existan no solo refleja el poderio de los
avances tecnoldgicos que puede ejercer la industria farmacéutica, sino que representan una
esperanza para las personas afectadas por esta enfermedad. Esta revision deja en evidencia los
grandes avances que se han presentado a lo largo de la historia para tratar la hemofilia, por lo
que, a pesar de que las terapias génicas parezcan inalcanzables para la mayoria de los pacien-
tes, tal vez en un futuro pueda considerarse una opcion terapéutica accesible y asequible.

Por ultimo, cabe recalcar que a pesar de que la hemofilia es una enfermedad rara que, en
teoria, no afecta a muchas personas, es importante recordar el valor individual de cada vida
humana y el derecho a la salud que todos tenemos. Por ello, es de gran relevancia para el
publico en general conocer la historia de una de las enfermedades mas antiguas de la huma-
nidad y que, a dia de hoy, sigue siendo de importancia clinica, social y econdmica, pero, sobre
todo, humana. Por ello, cada avance cientifico y tecnoldgico que se ha logrado para entender
o tratar la hemofilia (desde la descripcion del proceso de coagulacién en 1770, la clonacion de
los factores de coagulacion hasta el desarrollo de terapias génicas), supone también un escalon
mas en la calidad de vida de personas y familias que por generaciones habian sido condenadas
a vivir, desde el nacimiento, una vida con limitaciones, dolor y miedo.

4. CONCLUSIONES

La presente revision bibliografica se realizd con el objetivo de comprender los mas grandes
hitos en la historia de la hemofilia, de su entendimiento y su tratamiento. En ella, se sefiala que
la atencion médica de este tratamiento ha sufrido diferentes retos, muchos de los cuales se han
logrado superar, como los productos derivados de plasma con agentes infecciosos, o el desa-
rrollo de productos con vida media extendida para mejorar la efectividad. Sin embargo, aun
existen muchos retos, como la aparicion de inhibidores o los altos costos que presentan las
terapias, sobre todo las mdas novedosas. Sin embargo, es destacable que a dia de hoy se cuenta
con varias opciones terapéuticas, y es innegable que, a lo largo de la historia, la esperanza y
calidad de vida de las personas que viven con esta enfermedad ha mejorado mucho. Conocer
la historia de la patologia puede ayudar a la comunidad cientifica, a los pacientes y al publico
general a superar de mejor manera los retos que vengan por delante. También es importante
reconocer que, a pesar de que la hemofilia es una enfermedad rara, y no afecta a una gran
poblacién, cada vida humana es importante, y todos individualmente tenemos derecho a la
salud, por lo cual debe ser de interés comun el conocer la historia y el estado actual de esta
patologia.
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RESUMEN

Introduccion: El hongo Pleurotus ostreatus es reconocido por su alto contenido de flavonoides, como la
quercetina, compuestos con importantes intereses en el campo farmacologico, por sus propiedades an-
tiinflamatorias y por su potente poder antioxidante que permite combatir el dafio celular causado por
los radicales libres. Objetivo: Por esto, este estudio se centra en determinar el aporte de flavonoides de
este hongo, estableciendo un método eficiente y reproducible para la separacion y cuantificacion de
flavonoides totales en términos de quercetina mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
Metodologia: Se llevaron a cabo extracciones con diversos solventes, seguidas de una prueba de triclo-
ruro de aluminio mediante la medicién espectrofotométrica a 420 nm para determinar la posible canti-
dad de flavonoides y seleccionar el solvente éptimo para su posterior analisis en HPLC. Resultados:
Las condiciones cromatograficas establecidas fueron, una fase mévil de acetonitrilo:agua (35:65), una
columna de cormatografia C8, una temperatura de 25°C, un flujo isocratico de 1,0 mL/min, volumen de
inyeccion de 3 uL y longitud de onda de deteccidon de 254 nm. La cuantificacién de quercetina se realizo
mediante el método de adicidn estandar, obteniendo una concentracion de 40,990 ppm, lo que confirma
qué este hongo tiene gran aporte de flavonoides en términos de quecetina.

Palabras clave: Validacion; quercetina; Pleurotus ostreatus; flavonoides.

SUMMARY

Optimization of an analytical method for the separation and quantification of total flavonoids ex-
pressed as quercetin equivalents in an extract of Pleurotus ostreatus mushroom by high performance
liquid chromatography (HPLC)

Introduction: The fungus Pleurotus ostreatus is recognized for its high flavonoid content, such as quer-
cetin, compounds with significant interest in the pharmacological field, due to their anti-inflammatory
properties and their powerful antioxidant power that allows them to combat cellular damage caused by
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free radicals. Objective: Therefore, this study focuses on determining the flavonoid content of this fun-
gus, establishing an efficient and reproducible method for the separation and quantification of total
flavonoids in terms of quercetin using high-performance liquid chromatography (HPLC). Methodol-
ogy: Extractions with various solvents were carried out, followed by an aluminum chloride test using
spectrophotometric measurement at 420 nm to determine the potential flavonoid content and select the
optimal solvent for subsequent HPLC analysis. Results: The chromatographic conditions were estab-
lished with a mobile phase of acetonitrile:water (35:65), a C8 column, a temperature of 25 °C, an isocratic
flow of 1.0 mL/min, an injection volume of 3 uL, and a detection wavelength of 254 nm. The analyte
quantification was performed using the standard addition method, obtaining a concentration of 40.990
ppm, which confirms that this mushroom has a high contribution of flavonoids in terms of quercetin.

Keywords: Validation; quercetin; Pleurotus ostreatus; flavonoids.

RESUMO

Otimizac¢ao de um método analitico para a separacao e quantificacao de flavonoides totais expressos
em equivalentes de quercetina em um extrato do cogumelo Pleurotus ostreatus por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Introdugao: O cogumelo Pleurotus ostreatus é reconhecido por seu alto teor de flavonoides, como a quer-
cetina, compostos com significativo interesse farmacoloégico, por suas propriedades anti-inflamatdrias
e por seu potente poder antioxidante que combate os danos celulares causados por radicais livres. Ob-
jetivo: Portanto, este estudo se concentra na determinagao do teor de flavonoides deste cogumelo, esta-
belecendo um método eficiente e reprodutivel para a separacao e quantificagao de flavonoides totais
em termos de quercetina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Metodologia: As extra-
¢Oes foram realizadas com diversos solventes, seguidas de um ensaio com tricloreto de aluminio por
espectrofotometria a 420 nm para determinar a quantidade potencial de flavonoides e selecionar o sol-
vente ideal para posterior analise por CLAE. Resultados: As condi¢des cromatograficas foram: fase mo-
vel de acetonitrila:agua (35:65), coluna cromatografica C8, temperatura de 25 °C, vazao isocratica de 1,0
mL/min, volume de injecdo de 3 uL e comprimento de onda de detec¢do de 254 nm. A quercetina foi
quantificada pelo método de adigao de padrdes, obtendo-se uma concentragao de 40,990 ppm, confir-
mando que este cogumelo possui alto teor de flavonoides em termos de quercetina.

Palavras-chave: Validagao; quercetina; Pleurotus ostreatus; flavonoides.

1. INTRODUCCION

El hongo Pleurotus ostreatus, también conocido como hongo ostra, es un basidiomiceto muy
consumido actualmente por la poblacion en general, de gran interés debido a su versatilidad
nutricional y su capacidad de adaptacion a diversos sustratos. Este es originario de Asia [1],
su cultivo se ha expandido a distintas regiones de Latinoamérica, como México, Brasil y Co-
lombia, impulsado por su creciente consumo como sustituto de la carne en dietas veganas y
vegetarianas [2]. Ademas de su valor nutricional, este hongo ha captado la atencion de la co-
munidad cientifica por su alto contenido de compuestos bioactivos, en particular flavonoides
como la quercetina, los cuales poseen propiedades antioxidantes y farmacologicas con poten-
cial para la prevencién y tratamiento de diversas enfermedades [3].

Los flavonoides son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en plantas, vege-
tales, algunas bebidas y hongos, cuya estructura fendlica les confiere importantes beneficios
para la salud [4]. La quercetina, uno de los flavonoides mas estudiados, ha demostrado efectos
antioxidantes y antiinflamatorios, contribuyendo a la reduccion del riesgo de enfermedades

740



Separacidn y cuantificacion de flavonoides en un extracto de P. ostreatus por HPLC

cardiovasculares y otras condiciones asociadas al estrés oxidativo. Sin embargo, la cuantifica-
cién precisa de estos compuestos en matrices bioldgicas complejas, como los hongos, repre-
senta un desafio analitico debido a la diversidad estructural de los flavonoides y la presencia
de otros metabolitos interferentes [5].

En este contexto, la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se ha consolidado
como una herramienta fundamental para la separacion y cuantificacion de flavonoides, pro-
porcionando alta sensibilidad y especificidad. No obstante, la implementacion de este método
en extractos de Pleurotus ostreatus requiere una cuidadosa seleccion de las condiciones croma-
tograficas para garantizar resultados confiables y reproducibles. Son muy pocos los estudios
que se han encontrado donde se aborde la validacion de un método especifico para la cuanti-
ficacion de flavonoides totales en términos de equivalentes de quercetina en esta especie fan-
gica, lo que resalta la necesidad de desarrollar un enfoque analitico riguroso [6].

El presente estudio contribuye al conocimiento en el drea mediante la optimizacion y va-
lidacion de un método analitico robusto para la separacion y cuantificacion de flavonoides
totales en términos de quercetina para extractos de Pleurotus ostreatus, estableciendo parame-
tros de validacion como exactitud, precision, especificidad, selectividad, limite de deteccidn,
limite de cuantificacion y robustez [7]. Este trabajo representa un avance significativo en la
caracterizacion quimica de este hongo, proporcionando un método analitico confiable que
puede ser utilizado en futuras investigaciones sobre su potencial farmacoldgico y nutracéutico.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Equipos utilizados

Los equipos utilizados para el desarrollo del proyecto de investigacion fueron: un Liofilizador
Lyovapor L-200 BUCHI, un pulverizador de alimentos secos, balanza analitica OHAUS
PX224e, un agitador orbital Neuation Technologies, una centrifugadora AFI Sirena Refrige-
rada, un cromatdgrafo liquido de alta resolucion (HPLC) Shimadzu i-series modelo LC2050,
con una columna Ultra RESTEK®), la cual es de Octilsilano monémero (C8) y cuenta con un
tamafio de particula de 3 um, tamafio de poro de 100 A y dimensiones de 150 mm x 4,60 mm.
Adicionalmente, se utiliz6 un lector de microplacas iMark™ BIORAD, para el desarrollo de la
prueba colorimétrica del tricloruro de aluminio.

2.2. Reactivos

Los reactivos utilizados fueron: Etanol al 80%, Patron de Quercetina Q4951-10G - SLCK5305
SIGMA =95% (HPLC), Acetonitrilo HPLC, Agua con tratamiento, Tricloruro de aluminio, Eta-
nol grado HPLC y Buffer de fosfatos (pH= 2,61); es importante mencionar que los reactivos
previamente mencionados son de marca Merck provenientes de Estados Unidos.

2.3. Definicion de condiciones cromatograficas

Con el objeto de determinar las condiciones cromatograficas de separacion para la matriz bio-
logica especifica, se optimizaron las condiciones obtenidas después de una revision bibliogra-
fica, en las cuales se trabaja con flavonoides totales en diferentes matrices, donde se evidencia
una mayor importancia en la composicion de la fase movil. Es por esto que se inici6 la optimi-
zacién de las condiciones por medio de la inyeccion te un patron de concentracion conocida,
y el extracto resultante del hongo en el sistema cromatografico de fase reversa, con unas con-
diciones iniciales de una fase mdvil de acetonitrilo: agua (50:50) ambos grados HPLC y una
fase estacionaria de octilsilano monomérico C8 (columna Ultra RESTEK®). Adicionalmente,
se utilizo una temperatura de columna de 25,0 °C, flujo isocratico de 1,00 mL/min, volumen
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de inyeccién de 3,00 uL y longitud de onda de deteccién de 254 nm. Esto con el objeto de
analizar el comportamiento de las muestras a estas condiciones y poder realizar los ajustes
necesarios para obtener un niimero de platos tedricos 6ptimo, con resolucion y sensibilidad a
la hora de la separacion y cuantificacion del analito.

2.4. Cultivo del Hongo

Con el objetivo de estandarizar y reconocer las condiciones exactas de crecimiento, se llevé a
cabo el cultivo propio de hongos Pleurotus ostreatus garantizando condiciones dptimas y asi
evitar interferentes quimicos presentes en hongos comerciales [8]. Donde se adquirieron cono-
cimientos bésicos a través de un curso en la plataforma SENA SOFfA PLUS sobre el cultivo
casero de Pleurotus ostreatus. Del mismo modo, la semilla se obtuvo en el departamento de
Micologia de la Universidad Nacional de Colombia y se prepard un sustrato con residuos ve-
getales lenosos bajo las técnicas sanitarias [9]. Se destacd la importancia de asegurar la calidad
del sustrato y se enfoco en factores como nutrientes, acidez, aireacion y humedad. Asi, la siem-
bra e inoculacion se realizaron con condiciones especificas de humedad (75%), pH (6.5), tem-
peratura (28 °C) y baja intensidad luminica [10]. El proceso continud en una incubadora, con-
siderando factores fisicos clave, como la temperatura (18-25 °C), humedad del sustrato (60-
70%), humedad ambiental (80-90%), y luz tenue. Posteriormente, en la postcosecha, se esperd
que los hongos alcanzaran un tamano de 5 a 20 cm con sombreros compactos y orillas de color
café, dirigidas hacia abajo y la recoleccidn se realiz6 con un bisturi esterilizado para utilizar la
materia prima en el estudio [11]; como se observa en la Figura 1. Este enfoque metddico ase-
gura un control riguroso sobre el cultivo, desde la obtencidn de la semilla hasta la recoleccion
de los cuerpos fructiferos, contribuyendo a la calidad y reproducibilidad de los resultados en
la presente investigacion.

Figura 1. Cultivo hongo Pleurotus ostreatus. Fuente: Elaboracién propia.

2.5. Tratamiento de la muestra y extraccion por solventes.

Tras la postcosecha, se liofilizaron los cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus, bajo condicio-
nes de -50.60 °C y 0,100 mbar durante 48 horas, utilizando un proceso de congelacion para la
deshidrataciéon gradual y preservacion del material fingico. Al finalizar el proceso de liofili-
zacioén, fueron llevadas las muestras a un pulverizador de alimentos secos. Tras la revision
bibliografica realizada se opta por realizar la extraccion con dos tipos de solventes, segin lo
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establecido por Pascual et al. [12], se lleva a cabo una extraccion con agua, mientras que segun
Goswami ef al. [13], se emplea etanol grado HPLC. En este contexto y con el objeto de avaluar
la eficiencia de extraccion de ambos solventes, se siguieron los protocolos establecidos por los
autores, ya que ambos trabajos previos reportaron el uso de estos solventes para extraer com-
puestos a partir de la misma matriz bioldgica (cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus). Se
tomaron 0,500 gramos del hongo pulverizado y se mezclaron con diferentes volimenes de
cada solvente (10 mL, 15 mL y 20 mL), la agitacion se realizd en un agitador orbital a 150 rpm
durante 24 horas, seguido de centrifugacion a 5000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante
se paso por un filtro de jeringa UNIFLO PTFE (0,200 um) para eliminar particulas del extracto,
garantizando una extraccion efectiva de los compuestos de interés.

2.6. Prueba de Tricloruro de aluminio

Para desarrollar la prueba de tricloruro de aluminio, se agregaron 50 uL de cada uno de los
extractos resultantes con los diferentes solventes, agua en voliumenes de 10 mL, 15 mL y 20
mL, y etanol en volumenes de 10 mL, 15 mL y 20 mL, a cada pozo en una microplaca de 96
pozos. Asimismo, se realizaron muestras con patron de quercetina para la construcciéon de la
curva de calibracion, utilizando diferentes concentraciones, ademas de llevar a cabo controles
negativos, que consistian en muestras de solo agua, y controles positivos que correspondian
al estdndar, para verificar la correcta ejecucion de la prueba. Luego, se anadieron 50 uL de una
solucién de AICl; preparada al 2% en etanol, donde después de dejar reposar durante 1 hora
a temperatura ambiente, se leyeron los resultados en un lector de microplacas a una longitud
de onda de 420 nm. Es importante destacar que se realizé el ensayo por triplicado para cada
muestra, siguiendo el protocolo establecido por Amaya et al. [14].

2.7. Validacion del método cromatografico

2.7.1. Linealidad

Para la determinacion de la linealidad, inicialmente se prepar6 una curva de calibracion me-
diante el método de adicion estandar, para lo cual se prepararon 11 puntos de calibracion,
incluyendo un blanco, a los cuales se les agreg6 un mismo volumen de extracto (600 uL) y se
les afiadié un volumen variable de patron de quercetina. Donde se realizé la construccion de
la curva de calibracion, corriendo cada una de las muestras preparadas a través del sistema
cromatografico y a su vez, esto se realiz6 por triplicado. Finalmente, con los datos obtenidos
se saco el promedio de las 3 corridas y se construyo la curva de calibracion; a partir de la cual
se obtuvo la ecuacion de la recta mediante una regresion lineal y también se obtuvo el coefi-
ciente de determinacion (R”"2) el cual indica la linealidad del método [15].

2.7.2. Cuantificacién

Considerando la ecuacion de la recta derivada del andlisis de linealidad, se procedi6 a realizar
la correlacion pertinente para la cuantificacion de flavonoides totales expresados en equiva-
lentes de quercetina, teniendo en cuenta el método utilizado de adicién estandar que relaciona
la ecuacion de la recta y los voliimenes de las muestras empleados.

2.7.3. Precision

Para la determinacion de la precision del método, se prepararon 3 patrones de concentracion
determinada, las cuales se encontraban dentro de las evaluadas en la curva de calibracion rea-
lizada para determinar la linealidad. Por lo que se escogieron 600 ppm, 800 ppm y 1000 ppm.
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Posteriormente, se corrié cada una de las muestras 4 veces en el sistema cromatografico. Final-
mente, se compararon los tiempos de retencion y se aplico el tratamiento estadistico, para de-
terminar su promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion [15].

2.7.4. Reproducibilidad

Para evaluar la reproducibilidad del método, se llevo a cabo la inyeccion de una muestra es-
tandar de quercetina cinco veces bajo las condiciones cromatograficas establecidas y una con-
centracion de 800 ppm. Sin embargo, se establecio una variable al considerar distintos experi-
mentadores; en donde, cada investigador prepar6 de manera independiente soluciones de
concentracion conocida. Estas soluciones se inyectaron en diferentes horarios para reflejar la
variabilidad temporal y fueron tratadas estadisticamente. La comparacion de los resultados
incluy6 la medicion del promedio, el coeficiente de variacion y la desviacion estandar, permi-
tiendo una evaluacion integral de la reproducibilidad del método [15]. Por otro lado, es im-
portante mencionar que las muestras se mantuvieron bajo refrigeracion después del procedi-
miento realizado por el analista 1, con el fin de conservar la integridad del analito presente en
el extracto.

2.7.5. Exactitud

Para determinar la exactitud del método se utilizaron los mismos patrones usados para el ana-
lisis de la precision del método, por lo cual se tenian 3 patrones de concentraciones conocidas
(600 ppm, 800 ppm y 1000 ppm), se inyectaron en el sistema cromatografico, y se analizaron
por triplicado. Este pardmetro se determind mediante el porcentaje de recuperacion, que se
basa en la comparacion entre el valor tedrico de concentracion preparada de estandar y la real
obtenida mediante la regresion lineal, teniendo en cuenta el promedio de las lecturas de cada
estandar realizadas.

2.7.6. Limite de deteccion y cuantificacion

Para la determinacion del limite de deteccion y cuantificacion, se prepard una curva de cali-
bracion de 6 puntos mediante el método de adicion estandar con concentraciones de 0, 2, 5, 15,
25y 50 ppm, donde se corrié cada uno de estos en el sistema cromatografico y se analiz6 por
duplicado. Posteriormente, se construyo la curva de calibracion con los resultados obtenidos
y se realizo el andlisis de regresion lineal, obteniendo la ecuacidn de la recta, mediante la cual
se obtuvo la pendiente y ademas se calculd el error tipico [15].

2.7.7. Robustez

Para la determinacién de la robustez se realizé la corrida cromatografica cinco veces de un
patron de quercetina con una concentracion de 600 ppm; sin embargo, se acidifico la fase mo-
vil, quedando acido fosforico 0,1% v/v con un pH de 2,61 y acetonitrilo en una proporcién de
65:35 respectivamente [16]. Por otro lado, se analizé el mismo estandar de quercetina, pero en
esta ocasion bajo las mismas condiciones del estudio (acetonitrilo: agua (35:65)), con el fin de
realizar la evaluacion de este parametro, donde lo anterior se realiz6 con el fin de comparar
los resultados de robustez y reproducibilidad, y relacionar los promedios de los tiempos de
retencion y las 4reas obtenidas en cada uno de los ensayos [16].

3. RESULTADOS

3.1. Extraccion con diferentes solventes
La extraccion de flavonoides totales en un extracto del hongo Pleurotus ostreatus fue llevada a
cabo en diferentes solventes y voliumenes (Ver Tabla 1) por medio de agitacion durante 24
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horas; en dicha extraccién se evidencio que al terminar el tiempo, los solventes habian cam-
biado de incoloro a café claro, indicando que no solo se extrajeron flavonoides, sino otro tipo
metabolitos secundarios o incluso otros polifenoles, como los taninos los cuales son solubles
en solventes polares como el etanol y son responsables de coloraciones marrones, por lo que
es probable que el tiempo prolongado de extracciéon y la agitacion constante hayan facilitado
la solubilizacion de estos compuestos poliméricos [17].

3.2. Seleccion de extracto por prueba de Tricloruro de aluminio

Para la determinacion del mejor solvente el cual seria empleado para la posterior optimizacion
de las condiciones de separacidn y cuantificacion, por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), se aplico un método convencional disefiado para minimizar interferencias de otros
compuestos fenolicos. Este método implicd la formacion de complejos entre los hidroxilos ve-
cinales de las estructuras base de los flavonoides difenil-piranos (C3-C6-C3) y el AICI; [18]. La
prueba con quercetina en la placa de 96 pozos (ver Figura 2) y la medicidn espectrofotométrica
a 420 nm confirmaron la presencia de flavonoides totales para su posterior cuantificacion [19].
Ademds, la construccion de la curva de calibracion mediante el método de estandar externo
mostro un coeficiente de determinacion (R?) de 0,9945, indicando una buena relacion entre la
concentracion del estandar y su respectiva sefial, lo que permite cuantificar los flavonoides
totales en los extractos del hongo de manera confiable.

Tabla 1. Resultados para determinacién del mejor solvente de extraccion para la matriz del hongo Pleu-
rotus ostreatus, resultados concentracion obtenidos (ppm) vs volumen (mL).

Solvente Volumen (mlL) Concentracion promedio (ppm)
Agua 10 7,3

Agua 15 3,2

Agua 20 50

Etanol 10 44,5

Etanol 15 28,7

Etanol 20 14,0

Figura 2. Placa de 96 pozos con prueba de tricloruro de aluminio (AICl3).

Tabla 2. Datos para construcciéon de curva de calibracion realizada mediante la prueba de Tricloruro de
Aluminio (AICl;) - Resultados de Concentracion de Patron (ppm) y Absorbancia obtenidos

Punto de calibracion Concentracion de patron (ppm) Absorbancia
1 0 0

2 10 0,310

3 20 0,648
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4 30 1,104
5 40 1,460
6 50 1,706

Con base en las absorbancias y las diferentes concentraciones del patron de quercetina eviden-
ciadas en la Tabla 2, se construyo una curva de calibracion precisa (Ver Figura 3), y segtin su
ecuacion de la linea de regresion se determino que el mejor solvente para la extraccion de
flavonoides totales fue etanol grado HPLC en un volumen de 10 mL, obteniendo una concen-
tracion de metabolitos de 44,5 ppm. Este enfoque permiti¢ evaluar con precision la concentra-
cién de los compuestos de interés, aprovechando las caracteristicas espectrales resultantes de
la interaccion del analito con el Tricloruro de Aluminio (AICls).

Curva de calibracion por AlClz

¥ =0,0355x - 0,017 . 4
A R*=0,9945 [ X )
g .
£ s
] T
2 oy
.
0 e
y 0 10 20 30 40 50 60

Concentracion (ppm)

Figura 3. Curva de calibracion resultante de la prueba de Tricloruro de Aluminio (AICls)

3.3. Validacion de la metodologia analitica

3.3.1. Definicion de Condiciones cromatogrdficas

Para la definicion de las condiciones en el método de separacion y cuantificacion de flavonoi-
des totales expresados en equivalentes de quercetina, en un extracto del hongo Pleurotus os-
treatus mediante cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC); Inicialmente se realizé una
revision bibliografica exhaustiva, realizando la buisqueda de articulos en los cuales se estudian
métodos validados y cuyo analito de interés eran los flavonoides totales expresados en térmi-
nos de quercetina, con el fin de establecer unas condiciones iniciales y poder optimizar dichos
parametros cromatograficos a la matriz del hongo Pleurotus Ostreatus. Cabe destacar, que la
optimizacion implicd un proceso iterativo de buscar y ajustar una serie de variables clave para
maximizar la resolucion, repetibilidad y robustez del método.

Este proceso de optimizacidn se baso en la experimentacion sistematica, donde se modifi-
caron variables como fase mdvil, fase estacionaria, temperatura, flujo, volumen de inyeccion y
longitud de onda; con el fin de obtener los mejores resultados. Posterior al ajuste de los para-
metros cromatograficos, se establecieron las siguientes condiciones: fase movil compuesta por
una mezcla de acetonitrilo: agua (35:65), ambas de grado HPLC, junto con una fase estaciona-
ria de octilsilano monomérico C8 utilizando una columna Ultra RESTEK®. Esta columna pre-
sentaba un tamario de particula de 3 um, un tamafio de poro de 100 A y dimensiones de 150
mm x 4,6 mm. La temperatura de la columna se fijo en 25 °C, con un flujo isocratico de 1,0
mL/min, volumen de inyeccién de 3 pL y una longitud de onda de deteccién de 254 nm. Sin
embargo, dado que se trata de una matriz bioldgica compleja, como lo es el extracto del hongo
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Pleurotus ostreatus, que puede contener diversos compuestos interferentes como proteinas, car-
bohidratos, lipidos y otros metabolitos secundarios, el pico presentaba un ligero tailing [20]
(ver Figura 4), lo que podria afectar la resolucion y la cuantificacion precisa de los analitos. No
obstante, la cuantificacién se realizé mediante el método de adicién estandar, el cual minimiza
los efectos de los interferentes de la matriz bioldgica, ya que se construye una curva de cali-
bracion utilizando la propia muestra como disolvente, compensando asi los posibles efectos
de matriz y garantizando una cuantificacion mas precisa y confiable. Esta estrategia analitica
robusta, respaldada por N. Nuengchamnong et al. [21], asegura que el método no pierda fia-
bilidad y brinde resultados reproducibles y confiables en la determinacion de flavonoides to-
tales en el extracto del hongo Pleurotus ostreatus. Del mismo modo, estas condiciones fueron
las 6ptimas para esta matriz tan compleja, equilibrando la resolucidn, la eficiencia y la separa-
cidén adecuada de los flavonoides totales, minimizando los efectos indeseados como el tailing.

my

-] Detector A Channel 2 254nmy
200+ ul
150 |
1
100 |
50
- :‘ [ - @
g - =8 2 2
o o L Ira . ) . =
0.0 2.5 5,0 7.5 10,0

I
Figura 4. Cromatograma de la matriz bioldgica del hongo Pleurotus ostreatus con las condiciones croma-
tograficas.

Asimismo, al realizar la corrida cromatografica con el estdndar de quercetina y la matriz bio-
légica con las condiciones optimizadas se obtuvo un cromatograma (ver Figura 5) con una
excelente resolucion cromatogréfica, exhibiendo picos bien definidos y simétricos, lo cual se
traduce en un alto grado de selectividad y especificidad del método analitico, lo que genera
una mayor confiabilidad en la posterior validacion de separacion y cuantificacion de flavonoi-
des totales en equivalentes de quercetina.

m
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Figura 5. Cromatograma de la matriz biolégica del hongo Pleurotus ostreatus y el estandar de quercetina
con las condiciones cromatograficas optimizadas.
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3.3.2. Linealidad

Para la determinacion de la linealidad del método establecido para la determinacion de flavo-
noides totales en el extracto del hongo Pleurotus ostreatus, se elabor6 una curva de calibracion
de 11 puntos por medio del método de adicion estandar, de acuerdo con lo establecido en el
capitulo <1225> de la USP 41 [22]. Adicionalmente, cabe destacar que la linealidad del método
fue determinada mediante la evaluacién del coeficiente de determinacion. Posteriormente, se
pasaron por el sistema cromatografico cada uno de los sistemas preparados que se muestran
en la Tabla 3 y se obtuvo la respectiva curva de calibracidon que se observa en la Figura 6 con
un coeficiente de determinacion (R?) de 0,9995, indicando una linealidad dptima del método
para la determinacion de flavonoides totales en el extracto del hongo Pleurotus ostreatus.

Tabla 3. Preparacién y Resultados de Curva de Calibraciéon por adicion estandar para evaluacion del
método analitico.

Sistema | Vol Vol de solu- Vol to- | Concentraciéon | Concentracion Area (mV)
muestra | cidn estandar | tal (uL) | inicial de pa- nueva de patron
(uL) (uL) trén (ppm) (ppm)
1 600 0 1400 2000 0 299763
2 600 25 1400 2000 35,710 755072
3 600 50 1400 2000 71,430 1140764
4 600 100 1400 2000 142,860 2809677
5 600 200 1400 2000 285,710 5133861
6 600 300 1400 2000 428,570 7285172
7 600 400 1400 2000 571,430 9638136
8 600 500 1400 2000 714,290 11948138
9 600 600 1400 2000 857,140 14145963
10 600 700 1400 2000 1000 16456092
11 600 800 1400 2000 1142,860 18845330

Curva de calibracion por Adicion Estandar
Linealidad y Cuantificacion

20000000
13000000
15000000 y - 16251 + 285511
14000000 R =0,9935
12000000
10000000
8000000
6000000
4000000
2000000

Area (mv)

0 200 400 600 800 1000 1200

Concentracion (ppm)

Figura 6. Curva de calibracion por adicion estandar para la determinacion de linealidad y cuantificaciéon
del método analitico.

3.3.3. Cuantificacion

La cuantificacién de flavonoides totales en el extracto etanolico del hongo Pleurotus ostreatus
se realizd mediante el método de adicidn estandar, utilizando un patrén de quercetina. La
incorporacion de este patrén provoco un incremento en la sefial de los flavonoides, superando
las sefiales generadas por interferentes y mejorando la identificacion del pico de interés, si-
guiendo la metodologia propuesta. La curva de calibraciéon obtenida durante el andlisis de
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linealidad, junto con su ecuacion correspondiente, permitié determinar una concentraciéon de
40,990 ppm del analito de interés en equivalentes de quercetina.

3.3.4. Precision

Para la determinacion de la precision del método, se sigue lo establecido en la guia ICH Q2,
en donde se menciona que deben tenerse en cuenta otros parametros como la repetibilidad,
puesto que los resultados obtenidos deben realizarse bajo los mismos factores de analisis, para
poder evaluar cudl es la proximidad entre las mediciones [22]. Ahora bien, con el objetivo de
analizar el pardmetro analitico de precision, se estudiaron 3 muestras con concentraciones co-
nocidas y se analizaron 4 veces cada una. Posteriormente, se calcul6 la desviacion estandar (s)
y el coeficiente de variacion (%CV) para cada uno de los grupos. Cabe destacar que se evalua-
ron estos dos parametros estadisticos, puesto que dependen de la proporcionalidad y variabi-
lidad de los resultados obtenidos, permitiendo asi establecer la precision del método. De
acuerdo con lo establecido en la guia de validacion de métodos cromatograficos de la FDA
este valor debe ser igual o menor 1 para el caso de la desviacion estandar y para el caso del
coeficiente de variacion se determina dptimo un valor de +1,3%, de acuerdo con lo establecido
en el libro de validacion de métodos en andlisis quimico cuantitativo del Instituto Nacional de
Metrologia de Colombia [23].

Tabla 4. Resultados y analisis estadistico de la precisién del tiempo de retencién y area del pico.

Tiempo de Retencidn (min)

600 ppm 800 ppm 1000 ppm

Tiempo de | Areadel | Tiempo de | Area del Tiempo de re- | Area del pico

retencion pico (mV) | retenciéon | pico (mV) | tenciéon (min) | (mV)

(min) (min)
Promedio | 4,957 9719192 4,961 12452164 4,939 15402685,250
S 0,011 22201,220 | 0,0082 986097,260 | 0,0077 584570,020
%CV 0,222 0,228 0,167 7,919 0,157 3,795

S=Desviacion Estandar; %CV= Coeficiente de variacion porcentual

Con base en lo anterior, en la Tabla 4 se realiza el analisis estadistico de los resultados obteni-
dos, donde se evaltia el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de cada
grupo de datos para los tiempos de retencion (min) y el drea de pico (mV) para diferentes
valores de concentracion.

3.3.5. Anadlisis ANOVA
Los resultados del andlisis ANOVA se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Analisis ANOVA de Tiempos de Retencion evaluados para el parametro de precision

Analisis de Varianza

Origen de Suma de Grados de | Promedio F Probabilidad | Valor
las vari- cuadrados | libertad de los critico
aciones cuadrados para F
Entre los 0,001108 2 0,0005541 6,625 0,01703 4,256
grupos

Dentro de 0,000752 9 8,3539 E-05

los grupos

Total 0,001861 11
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3.3.6. Reproducibilidad

Para la evaluacion de la reproducibilidad del método establecido para la separacion de flavo-
noides totales de un extracto del hongo Pleurotus ostreatus, dos analistas realizaron las respec-
tivas inyecciones y posteriormente registraron los datos los cuales se recopilan en la Tabla 6;
en la cual se observa un valor de 0,07331% en el coeficiente de variacion respecto al tiempo de
retencion de los ensayos realizados por el analista 1 mientras que se obtuvo un valor de
0,1919% por el analista 2. Por otro lado, para las areas de los picos se obtuvo un valor de 5,988%
en el coeficiente de variacion en los ensayos realizados por el analista 1, mientras que para los
valores obtenidos por el analista 2 es de 0,8459%.

Tabla 6. Resultados y andlisis estadistico del pardmetro de reproducibilidad para cada analista.

Experimento Analista 1 Analista 2
Tiempo de re- Area del pico Tiempo de re- Area del pico
tencion (min) (mV) tencion (min) (mV)
Promedio 4,790 8301037,333 4,953 2211134,667
S 0,00351 497056,006 0,00950 18703,416
CV% 0,07331 5,988 0,191 0,845

S=Desviacion Estandar; %CV= Coeficiente de variacién porcentual

3.3.7. Exactitud

La determinacion de este pardmetro se realizé por medio del porcentaje de recuperacion, para
lo cual se usa la ecuacion de la recta previamente obtenida en la curva de calibracion de linea-
lidad y cuantificacion, junto con el promedio de 4rea de los picos obtenidos en el ensayo de
precision a las 3 concentraciones diferentes [24], se despejo y calculd la concentracion obtenida
experimentalmente; con este tltimo valor se obtuvieron los porcentajes de rendimiento que se
muestran en la Tabla 7.Asi mismo, mediante el calculo se obtuvo un porcentaje de rendimiento
del 99,824%. Por ultimo, se realizd un analisis estadistico con el cual se busca que el valor
medio no difiera significativamente del tedrico por medio del uso del ensayo de t-student rea-
lizada a un intervalo de confianza del 90% con un t tabulado de 1,533 [25] y un t obtenido de
0,0336.

Tabla 7. Resultados obtenidos de exactitud del drea del pico a diferentes concentraciones.

Area del Pico (mV)

600 ppm 800 ppm 1000 ppm
Promedio 9719192 12452164 15402685
Concentracion ob- | 598,944 767,116 948,676
tenida
% rendimiento 99,824 95,889 94,867
Tob 0,00832 0,00289 0,00068
T tabulada * 1,533 1,533 1,533

*[25]

3.3.8. Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacion (LOD y LOQ)
Para la determinacion de este pardmetro cromatografico, se partié de la curva de calibracion
establecida para el pardmetro de linealidad y cuantificacion. Se realiz6 un ajuste en las areas
restando la sefial de la matriz debido a que el andlisis de dichos parametros de validacion fue
llevado a cabo por el método de adicion estandar.

A continuacion, se calcularon las estadisticas de regresion con el objetivo de evaluar los
resultados obtenidos mediante la curva de calibracion, tales como: coeficiente de correlacion
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(0,998), coeficiente de determinacidn (0,9995), pendiente (16251), error tipico (60633,62) y ecua-
cién de la recta (Y=16251x + 285511). Adicionalmente, es importante resaltar que estos valores
se obtuvieron mediante el uso de la herramienta graficadora Microsoft Excel. Ademas, esto se
realiz6 para poder aplicar las formulas recomendadas en la ICH [26] para calcular tanto el
limite de deteccién como el limite de cuantificacion del método. Por tltimo, se calcularon cada
uno de los limites utilizando las férmulas recomendadas por la ICH, asi:

LOD= (3,3 * 60633,62/16251) = 12,312 ppm
LOQ= (10 * 60633,62/16251) = 37,310 ppm

3.3.9. Robustez

Para la determinacion de la robustez del método establecido, para la separacion de flavonoides
totales de un extracto del hongo Pleurotus ostreatus. Se llevo a cabo por medio del cambio del
pH de la fase movil a un valor de 2,61 con acido fosforico 0,1% en agua y acetonitrilo. Asi
mismo, con los resultados obtenidos en el ensayo de reproducibilidad (sin cambio de pH) y
robustez (con cambio de pH) se elabord la Tabla 8, en la cual se observa un aumento en el
coeficiente de variacion del area del pico, mientras que se identifica una disminucion en el
coeficiente de variacion del tiempo de retencion.

Tabla 8. Comparacién entre resultados de resultados de evaluacion de reproducibilidad y robustez del
método analitico

Ensayos Tiempo de retencion (min) Area del pico (mV)
Condiciones Cambio en pH Condiciones Cambio en pH
preestablecidas | de la fase mdvil | preestablecidas | de la fase mdvil
Promedio 4,787 4,844 8476628 9253228,800
S 0,00540 0,0160 435908 150656,806
CV (%) 0,112 0,330 5,142 1,628

S=Desviacion Estandar; %CV= Coeficiente de variacién porcentual

4. DISCUSION

4.1. Extraccion y seleccion del mejor solvente

Los resultados de la extraccidon y posterior cuantificacion con la prueba de Tricloruro de alu-
minio llevada a cabo para la evaluacién de los solventes agua y etanol en diferentes voltiime-
nes, con 0,500 gramos de hongo pulverizado, sugieren que el etanol grado HPLC con 10 mL
es el mejor solvente para la extraccion de flavonoides totales en el hongo Pleurotus ostreatus, lo
que se debe a que el etanol es un solvente polar que puede interactuar con los grupos hidroxilo
de los flavonoides, facilitando su solubilizacién. Por otro lado, se evidencia que al agregar una
menor cantidad de etanol la concentracién de los compuestos disueltos es mayor, debido a
que el contenido de flavonoides del hongo se diluye en un volumen reducido; diferente al
momento de utilizar mayor cantidad de disolvente. Por lo tanto, esto no implica que el volu-
men usado genere una extraccion mas eficiente, sino simplemente una mas concentrada. Por
otra parte, al comparar las concentraciones obtenidas con el solvente etanol y agua evidencia-
dos en la Tabla 2, se observa que con este tltimo la eficiencia de extraccion es menor, ya que
las concentraciones, son inferiores a diferencia de cuando se realiza con etanol, lo que sugiere
que los flavonoides totales por sus grupos hidroxilo, interactian mas facilmente con solventes
organicos como el etanol [27]. Del mismo modo, la prueba de Tricloruro de aluminio permitié
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cuantificar los flavonoides totales en los extractos, donde la curva de calibracién con querce-
tina mostro una alta linealidad, lo que indica una buena relacién entre la concentracion del
estandar y su respectiva sefial, esto permite cuantificar el analito de manera confiable, que para
el caso del extracto elegido de etanol grado HPLC fue de 44,550 ppm, siendo este usado para
su posterior andlisis y optimizacion de las condiciones de separacion por medio de cromato-
grafia liquida de alta resolucion, evitando asi saturar la columna cromatografica, y obteniendo
resultados dptimos.

4.2. Definicion de Condiciones

Para definir las condiciones del método de separacion de flavonoides totales en el extracto del
hongo Pleurotus ostreatus mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), se selec-
ciono el patron de quercetina como referencia debido a su amplia presencia en la naturaleza y
su estructura quimica relativamente simple, lo que lo convierte en un estindar cominmente
utilizado en el andlisis de flavonoides. Esta eleccion se fundamentod en su condicion de patron
de referencia USP, que garantiza calidad y consistencia en los resultados. Las condiciones ini-
ciales se determinaron considerando que la separacion de compuestos fenolicos se realiza co-
munmente mediante cromatografia en fase reversa, que emplea disolventes polares para la
fase movil y fases estacionarias basadas en particulas sélidas recubiertas con componentes
apolares, ademads a partir del desarrollo de una revision bibliografica se tomaron en cuenta
condiciones iniciales a las cuales se les realiz6 una optimizacion. Al realizar la corrida croma-
tografica con lo reportado en dicha revision y analizar los cromatogramas resultantes, se ob-
servaron superposiciones excesivas de picos, lo que indicaba una separacion deficiente y una
resolucién insuficiente. Tras ajustar los pardmetros cromatograficos de acuerdo con los resul-
tados obtenidos de la revision bibliografica realizada, se logré una mejora significativa en la
resolucion de los picos. Sin embargo, persistieron algunos desafios, como la presencia de picos
solapados, que podrian afectar la cuantificacion precisa de los flavonoides totales en el extracto
del hongo Pleurotus ostreatus. Por lo tanto, se optd por cambiar a una columna C8, la cual es
mas adecuada para la separacion de flavonoides totales y quercetina debido a su mayor capa-
cidad de retencion y selectividad para compuestos fendlicos en comparacion con las columnas
C18 convencionales. Las columnas C8 poseen una menor hidrofobicidad, lo que favorece la
interaccion con compuestos polares como los flavonoides, mejorando asi su separacion. El uso
de la columna C8 permitié una mayor resolucion de los picos, pero presentaban mucho tailing
o fronting, que generaba una cola en el pico hacia tiempos de retenciéon mayores, o una defor-
macion hacia tiempos de retenciéon menores, estas anomalias podrian generar problemas en la
cuantificacidn precisa de los analitos y dificultar la integracion de los picos. Con el objetivo de
corregir el tailing o fronting, se decidié aumentar la proporcion de agua y reducir la de aceto-
nitrilo en la fase movil en una proporcion 50:50, lo que permitié mejorar la simetria de los
picos, dado que, al aumentar la polaridad de la fase moévil, se favorece la interaccion de los
compuestos polares con la fase estacionaria medianamente apolar, lo que podria reducir el
tailing o fronting. Sin embargo, a pesar de estos cambios, la separacion continuaba siendo defi-
ciente, por lo que se aumentd el flujo de 0,5 mL/min a 1 mL/min, este aumento en el flujo de la
fase movil generd un mayor arrastre de los analitos a través de la columna, lo que mejoro la
resolucion y redujo el ensanchamiento de los picos debido a la difusién, no obstante, aunque
los picos mejoraron en términos de resolucion, no presentaban una buena simetria ni resolu-
cion optima. Por lo tanto, se aument6 nuevamente la proporcion de agua en la fase moévil y se
redujo la de acetonitrilo en una proporcién 65:35, respectivamente, donde esta modificaciéon
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incrementd atin mas la polaridad de la fase movil, lo que favorecio la interaccion de los com-
puestos polares con la fase estacionaria medianamente apolar, mejorando su retencién y sepa-
racion. Ademas, se disminuyd el volumen de inyeccidén a 3 puL, lo que generd un cromatograma
con picos mas definidos, ya que un volumen de inyeccion menor reduce el ensanchamiento de
los picos debido a la dispersion en el inyector y la columna, lo que mejora la resolucion y
simetria de los picos [28]. Es importante resaltar que esta composicion de la fase mévil contri-
buye de manera significativa a lograr un equilibrio apropiado entre diversos factores, tales
como efectos estéricos, formacion de puentes de hidrogeno, hidrofobicidad, momento dipolar
e ionizacion. Esto es crucial debido a que los flavonoides que no estan ligados a unidades de
glucosa muestran una baja solubilidad en agua, y cualquier cambio en esta propiedad estaria
directamente relacionado con el pH del medio. Ademas, seguin la literatura, se ha observado
que la polaridad aumenta principalmente con la presencia de hidroxilos en la cuarta posicion,
seguidos por aquellos en la segunda y tercera posicion, donde la pérdida de grupos hidroxilo
polares o la adicién de grupos metoxi disminuyen la polaridad y, por ende, incrementan los
tiempos de retencion de manera significativa. Por otra parte, es crucial destacar la eleccion de
mantener una temperatura constante de 25°C durante el proceso analitico, donde ésta se se-
lecciond debido a su idoneidad para el andlisis de flavonoides totales, ya que, a esta tempera-
tura, se minimiza la posibilidad de degradacion térmica de los compuestos de interés, lo que
garantiza la integridad de las muestras y la precision de los resultados. Ademas, se emple6 un
detector UV/VIS integrado a HPLC con una longitud de onda de 254 nm, la cual se determind
mediante un andlisis por espectrofotometria UV-VIS, lo que resulto esencial para identificar la
maxima absorcion de la quercetina. La eleccion del detector es particularmente adecuada para
este tipo de andlisis debido a la capacidad de los flavonoides para absorber radiacion en el
rango ultravioleta-visible, donde esta técnica permite una deteccion precisa y sensible de los
compuestos de interés, ya que se aprovecha la capacidad de los flavonoides para absorber
energia en la region del espectro electromagnético en la que se sitiia la longitud de onda selec-
cionada.

4.3. Linealidad

Como se puede observar en la curva de calibracion realizada, se identifica que la mayoria de
los puntos se encuentran dentro de la linea de tendencia de la grafica, lo cual confirma que el
método presenta una linealidad dptima, por lo que es adecuada la proporcionalidad de sefal
emitida por el equipo de cromatografia y la concentracion de flavonoides totales expresados
en términos de quercetina en la muestra, lo cual permite tener una alta confiabilidad en los
resultados obtenidos. Ademas, lo anterior puede confirmarse mediante el coeficiente de deter-
minacion (R? de 0,999), ya que permite establecer la alta linealidad del método, dado que entre
mas sea su cercania al valor de 1 es 6ptimo, de acuerdo con la guia de validacion de métodos
cromatograficos de la FDA. Ahora bien, se realiz6 la prueba Q o Test de Dixon, como se ob-
serva en la Tabla 4 [29], para identificar si alguno de los datos analizados era atipico; donde,
al analizar los resultados obtenidos, se observa que, tanto para maximos, como minimos, la Q
calculada se encuentra por debajo de la Q tabulada o registrada en la literatura, lo cual repre-
senta que no hay ningun dato atipico y por ende no deberian descartarse. Asi mismo, sustenta
la linealidad de los datos y el R? presentado en el grafico de la Figura 7.

4.4. Cuantificacion

La cuantificacion de flavonoides totales en el extracto etanolico del hongo Pleurotus ostreatus
se realizo mediante el método de adicion estandar, utilizando quercetina como patron de re-
ferencia. El uso de este método permiti6 identificar y cuantificar de manera precisa y confiable
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el pico de interés correspondiente a los flavonoides totales en la muestra, incluso en presencia
de posibles interferentes. La adicién de cantidades conocidas de quercetina y la construccion
de una curva de calibracion posibilitaron determinar la concentracion original de flavonoides
totales en equivalentes de quercetina, obteniéndose un valor de 40,990 ppm. Al comparar estas
concentraciones con los resultados del método espectrofotométrico por AlCls;, empleado pre-
viamente para la seleccion del mejor solvente (44,500 ppm), se observo una consistencia y si-
militud en los valores obtenidos. Esta coherencia entre ambos métodos analiticos respalda la
veracidad y robustez de los resultados, reforzando la certeza de la cuantificacion realizada.
Por otro lado, al comparar la concentracion obtenida de flavonoides totales en equivalentes de
quercetina del extracto etanolico del hongo Pleurotus ostreatus, en la que se obtuvo un valor de
81,980 mg/100 g que relaciona los miligramos de analito por cada 100 g de material fungico,
como se evidencia en la ecuacion presentada al final del apartado, con lo reportado en el ar-
ticulo “Evaluation of Total Phenolic Content, HPLC Analysis, and Antioxidant Potential of
Three Local Varieties of Mushroom: A Comparative Study” se observa una notable diferencia.
En dicho estudio, se especifica que el hongo Calocybe indica contiene 2917 mg/100 g, el hongo
Ganoderma tropicum presenta 2931 mg/100 g, y el hongo Ganoderma lucidum tiene 2920 mg/100
g. Por lo tanto, es posible afirmar que la concentracion de flavonoides totales en el hongo Pleu-
rotus ostreatus es significativamente menor en comparacion con las especies estudiadas en el
articulo mencionado. Esto se puede deber a diferentes factores como las caracteristicas genéti-
cas de las especies de hongos, las condiciones de cultivo, el sustrato utilizado, el estado de
madurez en el momento de la cosecha, asi como los métodos de extraccion y andlisis emplea-
dos.

4.5. Precision

Con base en los resultados obtenidos de precision de los tiempos de retencion, se observa que
existe una desviacion estandar de aproximadamente 0,010 y un coeficiente de variacion de
aproximadamente 0,182%; donde se puede evidenciar que ambos pardmetros estadisticos
cumplen con lo establecido en la guia de validaciones de la FDA y en las guias de la ICH;
permitiendo establecer que el método presenta una alta precision. Asi mismo, al comparar los
resultados se evidencia que sin importar el niumero de veces que se inyecte la muestra en el
sistema cromatografico, los tiempos de retencion siempre son similares y cercanos a 4,953 mi-
nutos, lo que representa que no existe una dispersion entre los datos, dandole una alta confia-
bilidad a la precision de los tiempos de retencion para la determinacion de flavonoides totales,
expresados en términos de quercetina en el extracto del hongo Pleurotus ostreatus. Cabe men-
cionar, que se realizé la prueba estadistica ANOVA con el objetivo de evaluar la variabilidad
de los datos de tiempos de retencion de precision, tanto dentro de los grupos, como entre los
grupos estudiados. Para lo cual, inicialmente se plantea un test de hipdtesis, donde para la
hipotesis nula (H_0), se establece que las medias son iguales, mientras que la hipédtesis alter-
nativa (H_1), establece que existe una diferencia o desigualdad de las medias. Ahora bien, para
evaluar los resultados obtenidos mediante el andlisis de varianza de un factor se aplica el Test
F, realizando la comparacion entre el valor de F y el valor critico para F; donde se puede evi-
denciar que el valor de F es mayor que su valor critico establecido en la Tabla 6, por lo que se
debe rechazar la hipédtesis nula. Asi mismo, mediante el valor de probabilidad presente en la
Tabla 6, que representa el menor nivel de significancia al que se rechazaria la hipotesis nula y
al compararla con la significancia establecida para el analisis (0,050), se evidencia que al ser
menor también establece que debe rechazarse. Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente,
se observa que, al aplicar un analisis estadistico mas robusto, se evidencia que el método carece
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de precision. Sin embargo, dado al analisis anteriormente mencionado se observa que cumple
con los pardmetros estadisticos evaluados y establecidos en los libros de validaciones consul-
tados, por lo que se puede garantizar que el método es preciso, pero que las diferencias en los
hongos son sustancias ricas en muchos compuestos, por lo que ligeras interferencias pudieron
generar dichas diferencias.

4.6. Exactitud

La exactitud se busca conocer la proximidad existente entre los resultados obtenidos experi-
mentalmente y el valor tedrico, por medio del clculo del porcentaje de recuperacion del ana-
lito contenido en la muestra. Por lo tanto, se puede decir que el método resulta exacto ya que
segun los valores observados en la Tabla 8 y los criterios encontrados en la USP 41, cuando se
obtiene un porcentaje de recuperacion entre 90 a 110%, se puede establecer que los resultados
obtenidos experimentalmente se encuentran cercanos al valor tedrico [30]. Asi mismo, se
puede identificar que el menor rendimiento fue de 94,867% en una concentracion de 1000 ppm,
mientras que el mayor fue de 99,824% en una concentracion de 600 ppm; esta diferencia, pudo
deberse a errores por parte de los experimentadores en la preparacion del estindar como la
cantidad pesada, volimenes de solvente afiadidos y condiciones ambientales que pudieron
generar una degradacion del patron utilizado [31]. Por otro lado, al realizar el tratamiento
estadistico utilizando la t-student, se puede observar que no hay una diferencia estadistica
significativa entre los valores obtenidos experimentalmente y los tedricos, por lo cual se puede
aceptar la hipotesis nula; ya que los valores obtenidos de la t calculada es menor que la t tabu-
lada (1,476), esta ultima se obtuvo a un nivel de significancia o confianza de 90% (0,100) y an
grados de libertad; lo cual demuestra que la media de la muestra es significativamente similar
al valor tedrico y, por lo tanto, se puede confirmar que el método de separacion y cuantifica-
cion de flavonoides totales expresados en términos de quercetina resulta ser exacto [32].

4.7. Limite de deteccion y Limite de cuantificacion

De acuerdo con los resultados obtenidos para el calculo de LOD y LOQ, se observa que a traveés
del método propuesto no se pueden cuantificar con precision y exactitud aceptable los analitos
que presenten una concentracion menor a 11,327 ppm. Ademads, no se detecta ninguna senal
cuando la muestra presenta una concentracion menor a 3,738 ppm. No obstante, cabe destacar
que cuando la muestra se encuentra por debajo del limite de cuantificacion puede ser detec-
tada por el equipo, pero no con una alta confiabilidad en el resultado, causando confusiones a
la hora de realizar la lectura de los cromatogramas [33]. Sin embargo, en el apartado de cuan-
tificacion, se evidencia que la concentracion de la muestra analizada es de 40,990 ppm, la cual
se encuentra por encima de los valores obtenidos de LOD y LOQ, por lo que esto permite tener
seguridad de que la muestra es detectable y cuantificable de manera confiable.

4.8. Reproducibilidad

Como se observa en la Tabla 7 se identifica una disminucion en el coeficiente de variacion del
area de los picos, mientras que se observa un aumento en el tiempo de retencién; sin embargo,
tanto para el tiempo de retencién como el drea se pudo obtener una media representativa y
datos relativamente homogéneos, puesto que al tener en cuenta los coeficientes de variacion,
ninguno de los valores obtenidos fue igual o superior al 30% [34]. Por otro lado, se puede decir
que el método tiene cierto grado de reproducibilidad, ya que al observar los valores obtenidos
en el porcentaje de coeficiente de variacidn para el tiempo de retencion, se evidencia una dife-
rencia de 0,120% entre los valores obtenidos por el analista 1 y el analista 2, lo anteriormente
mencionado se puede deber a la estabilidad de los flavonoides, ya que segtin el estudio de C.
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Lopez et al. [34], identificd que los flavonoides se degradan mayormente en refrigeracion que
siendo almacenados en condiciones ambientales.

4.9. Robustez

Segun lo establecido en la guia ICH Q2 (R2) la robustez debe ser evaluada con el fin de medir
la capacidad del método analitico para obtener los criterios de desempefio esperados en su uso
cotidiano frente a diferentes cambios operativos como equipos, analistas, temperatura, cam-
bios de la fase movil, entre otros; ademas de representar la fiabilidad de un procedimiento
analitico [35]. Al realizar una variacion en el pH de la fase movil, para la evaluacion de este
parametro se compararon los resultados obtenidos de este ensayo y los arrojados en reprodu-
cibilidad, en donde se observa un cambio en el coeficiente de variacion tanto en el area como
en el tiempo de retencion; en el caso de este ultimo, se evidencia un aumento de 0,110% a
0,330%, mientras que en el drea se puede identificar una disminucién en el coeficiente de va-
riacion de 5,140% al realizar el ensayo bajo las condiciones preestablecidas a 1,630% al cambiar
el pH de la fase movil. A pesar del cambio generado en estos dos parametros (area y tiempo
de retencidn); el cambio de pH resultd en una disminucion del tailing que presentaban los picos
de los cromatogramas obtenidos durante el ensayo de reproducibilidad, lo que se puede deber
a que los flavonoides son compuestos polifendlicos que contienen grupos hidroxilo (-OH), que
pueden protonarse en condiciones acidas, lo que afecta las interacciones de los flavonoides en
la fase estacionaria y modifica su polaridad. Ademas, un pH acido favorece la escision de los
compuestos fenolicos unidos a proteinas y polimeros de carbohidratos presentes en la matriz
del hongo, generando picos mas resueltos y disminuyendo el tailing presente. Por otro lado,
es importante mencionar que los flavonoides son inestables en pH basico, ya que se desproto-
nan y sus caracteristicas idnicas aumentan, por lo que el uso de acido fosférico puede estar
relacionado con la estabilidad de estos compuestos durante el estudio.

5. CONCLUSIONES

Se optimiz6 apropiadamente un método de extraccidn y separacion de flavonoides totales en
equivalentes de quercetina, de un extracto del hongo Pleurotus ostreatus mediante cromatogra-
fia liquida de alta resolucién (HPLC), donde se exploraron diferentes condiciones iniciales y
ajustes de parametros cromatograficos, a través de un proceso iterativo, en el que se obtuvo
una resolucion adecuada de los picos cromatograficos, a pesar de la persistencia de algunos
desafios, como la superposicion de picos y la presencia de tailing, como se evidencia en los
cromatogramas presentes en el trabajo de investigacion. Asi mismo, se observa que el método
es adecuado y que los tiempos de retencion fueron consistentes, lo cual garantiza exactitud y
fiabilidad de los resultados. Por otro lado, se observo una separacion satisfactoria de los picos
de los analitos, indicando una adecuada selectividad y resolucion cromatografica, lo cual res-
palda la idoneidad y fortalece la validez y la confiabilidad de los resultados obtenidos. Sin
embargo, teniendo en cuenta los resultados, se evidencia que el método no fue reproducible
en cuanto a las areas de los picos, ni preciso en cuanto a los tiempos de retencion y areas del
pico, por lo que se requieren otras investigaciones que apliquen diferentes herramientas esta-
disticas con el fin de realizar una validacion 6ptima del método. Por lo tanto, la optimizacion
del método especifico para la separacion y cuantificacién de flavonoides totales en el hongo
Pleurotus ostreatus no sélo abordo la escasez de investigaciones en este campo, sino que tam-
bién facilitd la generacion de datos confiables para futuros estudios. Al establecer un enfoque
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que sentard las bases para investigaciones mas profundas que exploren el potencial terapéu-
tico de estos flavonoides, respaldando asi el avance en el campo de la micologia y la aplicacién
medicinal del hongo Pleurotus ostreatus, lo cual permite demostrar que éste hongo al ser con-
sumido puede presentar beneficios en cuanto a sustancias antioxidantes y a su vez aportar a
mejorar la calidad de la salud de las personas que los consumen.
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RESUMEN

Introduccion: la polifarmacia, definida como el uso concomitante de cinco o mas medicamentos es co-
mun en adultos mayores. Las prescripciones potencialmente inapropiadas es uno de los principales
factores de riesgo para la ocurrencia de reacciones adversas en adultos mayores. Objetivo: realizar una
sintesis narrativa sobre la polifarmacia, enfermedades mas frecuentes y las intervenciones de depres-
cripcion en adultos mayores. Metodologia: las estrategias de buisqueda siguieron las directrices
PRISMA. La buisqueda se realizé en Medline/PubMed, con la finalidad de recopilar informacién sobre
la polifarmacia en adultos mayores desde enero 2023 hasta mayo 2025. Se realiz6 una revision narrativa
consistente en cinco fases: I) busqueda bibliografica, II) revision por titulo y resumen, III) Revision de
texto completo y IV) seleccion de las referencias y V) Analisis descriptivo. Se incluyeron articulos que
presentaban datos especificos sobre polifarmacia, enfermedades y deprescripcién de medicamentos en
adultos mayores. Resultados: durante la estrategia de bisqueda se identificaron 157 publicaciones po-
tencialmente relevantes. Se evaluaron un total de 81 articulos y se incluyeron 35 en el andlisis descrip-
tivo. Predominaron las revisiones mientras que 4 articulos reflejaron intervenciones de deprescripcion.
Conclusidn: los estudios son atn insuficientes por lo que se requiere profundizar para implementar
tratamientos farmacoldgicos mas seguros y estrategias de deprescripciéon mas efectivas que proporcio-
nen mayor calidad de vida en los adultos mayores.

Palabras Clave: Adulto mayor; polifarmacia; prescripcion potencialmente inapropiada; deprescripcion.

SUMMARY
Polypharmacy, diseases and deprescription in the elderly. A scoping review

Introduction: polypharmacy, defined as the concurrent use of five or more medications, is common
among to older adults. Potentially inappropriate prescribing is one of the main risk factors for adverse
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drug events in older people. Objective: to carry out a narrative synthesis about polypharmacy, the most
common diseases and deprescribing interventions in older adults. Methodology: the search strategies
followed PRISMA guidelines. The search was conducted in Medline/PubMed in order to collect infor-
mation on polypharmacy in older adults from January 2023 to May 2025. 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. Articles were included that presented spe-
cific data about polypharmacy, diseases and drug deprescribing in older adults. A narrative synthesis
was performed due to the heterogeneity of the study designs and results. Results: during the search
strategy 157 potentially relevant publications were identified. A total of 81 articles were evaluated and
35 were included in the descriptive analysis. Reviews predominated, while 4 articles reflected depre-
scribing interventions. Conclusions: studies are still insufficient, so it is necessary to deepen the imple-
mentation of safer pharmacological treatments and more effective deprescribing strategies that provide
a higher quality of life in older adults.

Keywords: Older adults; polypharmacy; potentially inappropriate prescription; deprescribing.

RESUMO
Polifarmacia, doencas e desprescri¢io em idosos: uma revisio de escopo

Introducdo: A polifarmacia, definida como o uso concomitante de cinco ou mais medicamentos, é
comum em idosos. Prescri¢des potencialmente inapropriadas sdo um dos principais fatores de risco
para reacdes adversas em idosos. Objetivo: Realizar uma sintese narrativa sobre polifarmadcia, as
doengas mais comuns e intervengdes de desprescrigao em idosos. Metodologia: As estratégias de busca
seguiram as diretrizes PRISMA. A busca foi realizada no Medline/PubMed, com o objetivo de coletar
informagdes sobre polifarmacia em idosos, de janeiro de 2023 a maio de 2025. Foi realizada uma revisao
narrativa, composta por cinco fases: I) busca bibliografica, II) revisdo de titulos e resumos, III) revisao
completa do texto, IV) selecdo de referéncias e V) andlise descritiva. Foram incluidos artigos que
apresentaram dados especificos sobre polifarmacia, doencas e desprescricdio de medicamentos em
idosos. Resultados: A estratégia de busca identificou 157 publica¢des potencialmente relevantes. Foram
avaliados 81 artigos, dos quais 35 foram incluidos na analise descritiva. Predominaram as revisdes,
enquanto quatro artigos abordaram intervencoes de desprescri¢ao. Conclusdo: Os estudos ainda sao
insuficientes, sendo necessdrias mais pesquisas para implementar tratamentos farmacoldgicos mais
seguros e estratégias de desprescri¢ao mais eficazes que proporcionem melhor qualidade de vida aos
idosos.

Palavras-chave: 1dosos; polifarmdcia; prescricao potencialmente inadequada; desprescricao.

1. INTRODUCCION

El envejecimiento, proceso universal e inevitable, se caracteriza por la acumulacion progresiva
de alteraciones fisioldgicas y un deterioro funcional a lo largo del tiempo, lo que conlleva una
mayor vulnerabilidad a las enfermedades y, en tltima instancia, a la mortalidad a medida que
avanza la edad [1].

A medida que las personas envejecen, aumenta la prevalencia de la fragilidad, la multi-
morbilidad y la polifarmacia, lo que plantea importantes desafios en la medicina geriatrica.
Estos tres elementos se interrelacionan de forma bidireccional formando el «tridngulo geria-
trico» y su comprension integral es esencial para un manejo geriatrico adecuado [2].

Se han establecido clasificaciones de ancianos teniendo en cuenta su estado de salud y su
funcionalidad con el objetivo poder contar con parametros para un mejor control y trata-
miento. Dichas clasificaciones son las siguientes [3]: 1) Anciano sano: se trata de una persona
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de edad avanzada con ausencia de enfermedad objetivable. Su capacidad funcional esta bien
conservada y es independiente para actividades basicas e instrumentales de la vida diaria y
no presenta problematica mental o social derivada de su estado de salud. 2) Anciano enfermo:
es aquel anciano sano con una enfermedad aguda. Se comportaria de forma parecida a un
paciente enfermo adulto. Suelen ser personas que acuden a consulta o ingresan en los hospi-
tales por un proceso tinico, no suelen presentar otras enfermedades importantes ni problemas
mentales ni sociales. Sus problemas de salud pueden ser atendidos y resueltos con normalidad
dentro de los servicios tradicionales sanitarios de la especialidad médica que corresponda. 3)
Anciano fragil: es aquel anciano que conserva su independencia de manera precaria y que se
encuentra en situacion de alto riesgo de volverse dependiente. Se trata de una persona con una
o varias enfermedades de base, que cuando estan compensadas permiten al anciano mantener
su independencia basica, gracias a un delicado equilibrio con su entorno socio-familiar. En
estos aparentemente bien conservada para las actividades basicas de la vida diaria (autocui-
dado), pueden presentar dificultades en tareas instrumentales mas complejas. El hecho prin-
cipal que define al anciano fragil es que, siendo independiente, tiene alto riesgo de volverse
dependiente (riesgo de discapacidad); en otras palabras, seria una situacion de prediscapaci-
dad. 4) Paciente geriatrico: que es el anciano con una o varias enfermedades crénicas y evolu-
cionadas, con la presencia de una discapacidad de forma evidente.

La polifarmacia se asocia con el desarrollo de sindromes geriatricos, como deterioro cog-
nitivo, delirio, caidas, fragilidad, incontinencia urinaria y pérdida de peso lo que aumenta el
riesgo de dafios relacionados con la medicacién [4]. Por otra parte, la mala adherencia a la
medicacion en adultos mayores con multiples enfermedades croénicas y polifarmacia es un
problema de salud publica que surge de distintos desafios [5].

La optimizacion de medicamentos busca mejorar la calidad de la prescripcion para cada
paciente y puede incluir la deprescripcion. Es un proceso complejo que implica la toma de
decisiones compartida, un seguimiento minucioso y la comunicacién de cualquier cambio re-
sultante en la prescripcion [6].

Se han implementado diversas acciones con la finalidad de optimizar la farmacoterapia
en el anciano destacando los criterios de Beers elaborados por la Sociedad Americana de Ge-
riatria [7], y las recomendaciones STOPP-START (Screening Tool of Older Persons’ Prescriptions
/ Screening Tool to Alert to Right Treatment) confeccionados por la Sociedad Europea de Medi-
cina Geridtrica [8] ttiles para detectar los errores mas frecuentes del tratamiento.

El tercer Reto Mundial de la OMS por la Seguridad del Paciente: Medicacion sin dafio
propondra soluciones para superar muchos de los obstaculos a los que se enfrenta el mundo
en la actualidad con el fin de garantizar la seguridad de las practicas de medicacion y pretende
reducir en un 50% los dafios graves evitables relacionados con la medicacion en todo el mundo
durante los proximos cinco afios. Los «Cinco momentos para la seguridad de la medicacion»
es una herramienta de participacion del paciente creado para facilitar la aplicacion del tercer
Reto Mundial por la Seguridad del Paciente de la OMS: Medicacion sin dafio. La herramienta
se centra en los cinco momentos clave de la medicacion: comenzar, tomar, adicionar, revisar y
detener; en los que la accion del paciente o del cuidador puede reducir el riesgo de dafio aso-
ciado al uso de la medicacion. Esta herramienta tiene por objeto implicar y capacitar al paciente
para que participe en su propia atencion. Deberia utilizarse en colaboracion con los profesio-
nales de la salud, pero siempre tendria que estar en manos de los pacientes, sus familiares o
cuidadores [9].
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Por lo anterior, el objetivo de esta revision fue realizar una sintesis narrativa sobre la poli-
farmacia, enfermedades mas frecuentes y las intervenciones de deprescripcion en adultos ma-
yores.

2. METODOLOGIA
Para dar alcance al objetivo del presente trabajo se procedi6 de la siguiente manera:

2.1. Bausqueda bibliografica

Siguiendo las pautas Preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses
(PRISMA, siglas en inglés) [10], se realizé una revision sistematica recuperando revisiones dis-
ponibles en PubMed/MEDLINE; en los idiomas inglés y espaniol, usando las siguientes ecua-
ciones de busqueda: inglés: (“Polypharmacy*”), AND (“Potentially inappropriate medication
*” OR “Inappropriate prescribing”, OR “Inappropriate Medications”); espafiol: “Polifarma-
cia*”) AND (“Medicamentos potencialmente inapropiados” OR “Prescripcion inapropiada”,
OR “Medicamentos inapropiados”).

El rango de tiempo definido para la busqueda fue entre enero de 2023 hasta mayo de 2025;
articulos en inglés y espafiol que hicieran referencia al tema sin importar el disefio metodold-
gico. Se definieron los siguientes criterios de inclusion: impacto de la polifarmacia en adultos
mayores en atencion primaria.

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 permitid identificar las semejanzas y las diferencias de
los estudios; en consecuencia, de manera inicial se conceptualizaron los temas mas 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 157 referencias al aplicar las ecuaciones de busqueda y finalmente después de
aplicados los filtros solo quedaron 35, siendo eliminados los documentos que no concretaban
el tema, los excluidos por titulo y resumen, los que no aportaban a dar respuesta a la pregunta
(Figura 1).
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Resultados obtenidos de la Publicaciones excluidas por no realizarse en

btisqueda en base de datos el entorno sanitario previsto (n=76)

(n=157)

\4

Publicaciones excluidas por no reflejar
Publicaciones evaluadas

(n=81)

informacion relacionada con enfermeda-

v

des y/o intervenciones de deprescripcion

en adultos mayores (n=46)

A 4

Estudios incluidos en la sintesis

narrativa (n=35)

[ Seleccionados ][ Elegidos ][ Identificacién]

Figura 1. Diagrama prisma del proceso de revision sistematica y seleccion de referencias para el analisis
de Polifarmacia, enfermedades y deprescripcién en el adulto mayor.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Descripcién de los estudios incluidos

De los 35 articulos incluidos en la sintesis narrativa, 5 se consideraron metaanalisis, 6 revisio-
nes sistematicas, 20 revisiones y 4 ensayos aleatorizados controlados; donde se aprecia un pre-
dominio de los articulos de revision (57 %) (Figura 2).

Estudios seleccionados

4;12% 5; 14%

' 6; 17%

20; 57%
= Metaanalisis
Revisiones sistematicas
Revisiones
Ensayos aleatorizados controlados

Figura 2. Comportamiento del tipo de estudios seleccionados segtn tipo.

Se describieron entre las enfermedades mas frecuentes en los adultos mayores enfermedad
inflamatoria intestinal, diabetes mellitus, hipertension arterial, fibrilacién auricular, osteopo-
rosis y osteoartritis, artritis reumatoide, sarcopenia, sindrome de fragilidad, demencia o dete-
rioro cognitivo leve, epilepsia, infecciones y enfermedad pulmonar obstructiva crénica abor-
dadas en 22 investigaciones; alcanzando los mayores valores las enfermedades relacionadas
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con el Sistema musculo-esquelético (Tabla 2). Ademas, en 4 articulos se relataron intervencio-

nes de deprescripcion.

Tabla 2. Comportamiento segtin enfermedades/sistema de los articulos seleccionados

Enfermedades/Sistema Cantidad %

Enfermedad inflamatoria intestinal 1 4,55
Diabetes mellitus 1 4,55
Tracto alimentario y metabolismo 2 9,09
Hipertension arterial 2 9,09
Fibrilacion auricular 1 4,55
Sistema Cardiovascular 3 13,64
Infecciones (general) 1 4,55
Infeccién del tracto urinario 1 4,55
Infeccién (Helicobacter pylori) 1 4,55
Infecciones 3 13,64
Osteoporosis 3 13,64
Artritis reumatoide 1 4,55
Sarcopenia 3 13,64
Sindrome de fragilidad 2 9,09
Sistema musculo-esquelético 9 40,91
Deterioro cognitivo leve 2 9,09
Epilepsia 2 9,09
Sistema nervioso 4 18,18
Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica 1 4,55
Sistema respiratorio 1 4,55

Las caracteristicas de cada estudio atendiendo a primer autor, afio de publicacion, pais y tipo
de estudio se detallan a continuacion (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de los 35 estudios encontrados

13

No. | Autores Ano |Pais Tipo de estudio

1 | Kitaw et al. [4] 2023 | Etiopia Metaanalisis

2 | Alemayehu et al. [11] 2024 |Etiopia Metaanalisis

3 | Alshehri et al. [12] 2024 | Arabia Saudita Metaanalisis

4 | Karimi et al. [13] 2025 | Reino Unido Revision sistematica

5 | Hire & Franklin [14] 2024 | Reino Unido Revision sistematica

6 | De Souza et al. [15] 2023 | Brasil-Canada-Estados Unidos | Revision
Schifer et al. [16] 2024 | Alemania Ensayo aleatorizado con-

7 trolado

8 | Rodriguez-Casal [17] 2025 |Espafa Revision

9 |Rafhi et al. [18] 2024 | Australia Revision sistematica

10 | Carbery et al. [19] 2024 | Reino Unido Revision

11 | Umegaki [20] 2024 |Japon Revisién
Sepulveda-Gal.lardo et 2025 |Espafia-América Latina Revision

12 |al. [21]
Majert et al. [22] 2024 |Reino Unido Ensayo aleatorizado con-

trolado
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14 | Amrouch et al. [23] 2024 | Europa Metaanalisis
15 | Wilson & Seaton [24] 2024 | Reino Unido Revision
16 |Bausch et al. [25] 2024 | Suiza-Reino Unido-Alemania | Revision
Skokowski et al. [26] 2024 | Europa-Arabia Saudita-Esta- | Revision
17 dos Unidos
18 | Panait & D’ Amelio [27] 2025 | Suiza Revision
19 | Fuggle et al. [28] 2025 | Europa-Estados Unidos Revision
Ya-Hui ef al. [29] 2025 | Taiwan Ensayo aleatorizado con-
20 trolado
21 | Truijena et al. [30] 2025 |Holanda Revision sistematica
22 | Ibrahim et al. [31] 2025 | Europa-Canada Revisién sistematica
23 | Baygi et al. [32] 2024 | Dinamarca Revision
24 | Kuzuya [33] 2024 |Japon Revisién
25 | Uchmanowicz et al. [34] 2025 | Europa Revision
Borda et al. [35] 2025 | Espafia-México-Colombia-Ita- | Revision
26 lia-Suiza-Canada
Curtis et al. [36] 2025 | Europa-Arabia Saudita-Mé- Revisién
xico-Zimbabwe-Australia-Sin-
27 gapur
28 | Andrews et al. [37] 2025 | Reino Unido-Bélgica Revisién sistematica
29 | Hashmi et al. [38] 2024 | Estados Unidos Revisién
30 | Hashmi et al. [39] 2025 | Estados Unidos-Canada Revision
31 | Chen et al. [40] 2025 | China Metaanalisis
32 | Garcia-Ulloa ef al. [41] 2024 | México Revisién
Weir et al. [42] 2024 | Australia-Suiza-Estados Ensayo aleatorizado con-
33 Unidos trolado
34 | Liang et al. [43] 2025 | Australia Revision
35 | Langford et al. [44] 2024 | Australia Revision

Fuente: Elaboracién propia.

3.2. Polifarmacia

En un metanalisis realizado por Kitaw & Haile [4], seleccionaron 13 estudios con un total de 3
547 adultos mayores y encontraron que la prevalencia agrupada de polifarmacia entre los
adultos mayores fue alta. Se recalcd la necesidad de ejecutar una intervenciéon centrada en la
farmacoterapia geriatrica racional para prevenir la sobrecarga de medicamentos, los eventos
adversos, los costos médicos, la morbilidad y la mortalidad geriatricas. Asimismo, recomien-
dan fortalecer la funcion del farmacéutico en la gestién y la monitorizacion de la seguridad de
la farmacoterapia en adultos mayores.

Otro metanadlisis efectuado por Alemayehu ef al. [11], analizaron 7 articulos e identificaron
1 897 interacciones farmacoldgicas en 970 pacientes, lo cual resulté en un promedio de 1,97
interacciones farmacoldgicas por paciente y se identificaron como factores asociados la poli-
farmacia.

Alshehri et al. [12], en un metanalisis que incluy6 14 estudios y 18 647 pacientes elegibles
realizados durante 10 afios, detectaron que la prevalencia media de Prescripciones Potencial-
mente Inapropiadas (PPI) fue del 54,4 %. Los medicamentos cardiovasculares fueron los mas
comunes y las probabilidades de exposicion aumentaron significativamente entre las personas
mayores con enfermedad renal cronica y diabetes. Estos hallazgos enfatizan la necesidad de
intervenciones especificas para mejorar las practicas de prescripcion y la seguridad de los me-
dicamentos.
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Karimi et al. [13], en una revision sistematica donde incluyeron 23 estudios encontraron
que la polifarmacia y las PPI se asociaban con la edad avanzada, el sexo femenino, mayor
fragilidad, vivir solo, mala situaciéon econdmica e inexactitudes en los historiales médicos. Se
concluy6 que persisten importantes lagunas en la investigacion sobre las experiencias del per-
sonal sanitario y los usuarios en el manejo de la medicacién y la polifarmacia.

Una revision sistematica efectuada por Hire & Franklin [14], que abarcd 20 articulos, 12
informaron una asociacion estadisticamente significativa entre la privacion socioecondmica y
una mayor probabilidad de experimentar PPI; destacando que priorizar a las personas mayo-
res que viven en contextos socioecondmicos desfavorecidos puede ser una estrategia eficaz al
realizar revisiones de medicacion.

De Souza et al. [15], en una revisién donde se incluyeron 14 estudios transversales; 11
definieron que la prevalencia de la polifarmacia oscilaba entre el 9,5 % y el 57 %; a su vez se
comprobd una asociacidn inversa entre la actividad fisica y la polifarmacia. Existe evidencia
limitada al respecto por lo que se necesitan estudios longitudinales para esclarecer mejor la
relacion entre el uso de PPI, la actividad fisica y el tiempo de sedentarismo en adultos mayores.

Schifer et al. [16], en un ensayo controlado aleatorizado que tenia por objetivo evaluar la
concordancia entre los farmacos informados por el paciente y el médico de cabecera eviden-
ciaron que la polifarmacia aumenta el riesgo de discrepancias entre los farmacos informados
por el paciente y el médico general, lo cual atenta contra la toma de decisiones por parte de los
facultativos.

Un estudio transversal realizado por Rodriguez-Casal [17], reveld una alta prevalencia de
prescripciones de medicamentos con alta carga anticolinérgica en pacientes ancianos, con sus
consecuencias en términos de efectos adversos; concluyendo que es necesario tener en cuenta
la carga anticolinérgica de los medicamentos a la hora de prescribirlos.

Rafhi et al. [18], en una revisidn sistematica donde se incluyeron 19 articulos arrojé como
resultados que 10 hallaron una mayor conviccion sobre la necesidad de medicamentos y/o una
menor preocupacion conducian a una mejor adherencia; 1 contradijo lo anterior, 3 no hallaron
asociacion entre la adherencia y las creencias y 1 confirmo la asociacion entre el uso innecesario
de medicamentos y la falta de confianza en los facultativos. En resumen se dictamind la nece-
sidad de realizar mas investigaciones para determinar la importancia de las creencias de ne-
cesidad o preocupacion para fomentar la adherencia y examinar la influencia de las creencias
en la polifarmacia y el uso inadecuado de medicamentos.

3.3. Desarrollo de las enfermedades

3.3.1. Tracto alimentario y metabolismo

Carbery et al. [19], en una revision considera que cada vez hay mds personas mayores con
enfermedad inflamatoria intestinal (EII), unida a ello, son mas propensos a presentar otras
comorbilidades y polifarmacia, lo que puede dificultar el reconocimiento y el tratamiento de
la EIl. La fragilidad es un concepto reciente en el campo de la EII, y se estd empezando a reco-
nocer su importancia como marcador de la edad bioldgica y su asociacién con el riesgo de
resultados adversos relacionados con la EII.

Los adultos mayores con diabetes mellitus (DM) suelen presentar multimorbilidad y tien-
den a la polifarmacia; ademas se asocia con fragilidad, deterioro funcional, deterioro cognitivo
y sindrome geriatrico. En una revision realizada por Umegaki [20], a pacientes mayores con
DM se concluyé que existe una necesidad urgente de un manejo personalizado de los adultos
mayores con diabetes mellitus que considere su multimorbilidad, estrecha colaboraciéon con

767



E. Aleman-Fernandez, D. Siverio-Mota, L. Vicet-Muro & R. Delgado-Hernandez

sus cuidadores y recursos sociales, consideraciones especiales de manejo y que busque man-
tener una alta calidad de vida mediante un tratamiento médico seguro y eficaz.

3.3.2. Sistema Cardiovascular
La revision realizada por la Sociedad Centroamericana y del Caribe de HTA Sepulveda-Ga-
llardo et al. [21], aborda estrategias de diagnostico y tratamiento, tanto farmacoldgico como no
farmacoldgico de la Hipertension arterial (HTA). Se centra en la fragilidad como principio rec-
tor para determinar el tratamiento mas adecuado haciendo hincapié en la prescripcion cen-
trada en el paciente. Recomendo realizar una valoracion geriatrica integral y mantener un ade-
cuado control tensional para asi minimizar el impacto del riesgo cardiovascular de la HTA.
Majert et al. [22], en un Ensayo Aleatorizado Controlado demostré que el tratamiento an-
tihipertensivo administrado a distancia en adultos mayores, quienes suelen estar menos re-
presentados en los ensayos clinicos, redujo sustancialmente la presion arterial sistolica sin au-
mentar el riesgo de eventos adversos graves. Este ensayo podria servir de base para un ensayo
clinico mas amplio, centrado en la evaluacion de eventos cardiovasculares mayores, la seguri-
dad, la funcion fisica y la funcion cognitiva,

La polifarmacia en pacientes mayores multimdrbidos con Fibrilacion auricular (FA) cons-
tituye un factor de riesgo para la PPI. Un metaanalisis ejecutado por Amrouch et al. [23], tuvo
por objetivo evaluar la evidencia sobre la prevalencia de PPI y su impacto en los resultados
adversos para la salud en este grupo de pacientes. Esta revision destaca la escasa evidencia
sobre la prevalencia de PPI y su asociacion con resultados adversos para la salud en adultos
mayores multimorbidos con FA y considera que se necesitan estudios prospectivos de mayor
tamafio y mejor disefio.

3.3.3. Infecciones

Wilson & Seaton [24], en una revision manifest6 que los ancianos fragiles presentan un riesgo
particular de infecciones, asi como de efectos adversos a los antimicrobianos, debido a la mul-
timorbilidad, la polifarmacia y la disminucion de la reserva fisiologica. El diagndstico y la toma
de decisiones terapéuticas pueden ser dificiles en este grupo vulnerable debido a la sutileza o
ausencia de sintomas y signos. Este articulo sugirié pasos para ayudar a los profesionales cli-
nicos en el reconocimiento, la investigacion y el manejo de la infeccién en este grupo de edad.

La infeccién del tracto urinario (ITU) es comtin en personas mayores, especialmente en
aquellas con fragilidad y comorbilidad y su diagnostico se complica por signos y sintomas
atipicos, como confusion o deterioro funcional. Una revision por Bausch et al. [25], reflejo la
importancia de realizar una evaluacion mas integral para evitar el sobrediagnostico o el infra-
diagnostico y enfatizd considerar cuidadosamente las comorbilidades, la polifarmacia y el
riesgo de posibles eventos adversos.

La infeccion por Helicobacter pylori (H. pylori) tiene una alta prevalencia entre los adultos
mayores, en particular en aquellos que viven en instituciones, lo que contribuye a afecciones
como la gastritis atrdfica, la tlcera péptica y el carcinoma gastrico. Skokowski et al. [26], en
una revision sugirioé que los enfoques diagndsticos deben considerar los cambios fisioldgicos
que acompanan al envejecimiento, y los regimenes de tratamiento deben adaptarse cuidado-
samente para equilibrar la eficacia y la tolerabilidad. Ademads manifesté que un enfoque mul-
tidisciplinario que involucre a gastroenterdlogos, geriatras y otros especialistas es crucial para
brindar atencion integral a esta poblacion vulnerable. La investigacion futura debe centrarse
en perfeccionar los protocolos diagnosticos y terapéuticos para subsanar estas deficiencias,
mejorando asi los resultados clinicos y reduciendo la carga de enfermedades asociadas a H.
pylori en la poblacion envejeciente.
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3.3.4. Sistema miisculo-esquelético

La osteoporosis es un problema critico de salud publica, especialmente en la poblacion de ma-
yor edad (mayores de 75 anos) y la de mayor edad (mayores de 85 afos). Esta tematica es
abordada en revisiones por Panait & D’ Amelio [27] y Fuggle et al. [28], donde priorizaron el
equilibrio entre eficacia y seguridad, y consideraron la relacion coste-beneficio. Se refleja la
importancia de continuar realizando investigaciones al respecto ya que desde el punto de vista
econdmico reduciria los costos de hospitalizacion asociados al manejo de fracturas y compli-
caciones relacionadas.

Ya-Hui et al. [29], en un ensayo aleatorizado realizado en comunidades rurales de Taiwan,
concluyeron que la atencion integrada multicomponente, que incluye la atencion farmacolo-
gica para la osteoporosis, junto con el ejercicio y el apoyo nutricional, es una estrategia eficaz
para mejorar la capacidad intrinseca y la felicidad, en comparacion con el tratamiento exclu-
sivo de la osteoporosis y la atencion habitual.

Truijena et al. [30], en una revision sistematica donde incluyeron 37 estudios reflejo que la
vejez parece afectar la seguridad y contribuir a la interrupcion del tratamiento de la artritis
reumatoide (AR). Es vital para futuras investigaciones que permitan obtener mas informacion
sobre el manejo de la enfermedad tener en cuenta el posible impacto de indicadores del enve-
jecimiento, como la multimorbilidad, la polifarmacia y los sindromes geriatricos.

Una revision sistematica cursada por Ibrahim et al. [31], no encontr6 cambios significativos
en la masa muscular, pero si revel6 evidencia de mejoras en la fuerza, el rendimiento fisico y
el estado nutricional con la deprescripcion. La implementacion multidisciplinaria de terapias
de nutricion y ejercicio, asi como la gestion de medicamentos para modificar la polifarmacia,
podria promover una mejoria adicional en la sarcopenia. Se concluy que se necesita mas in-
vestigacion de alta calidad para comprender los efectos de la deprescripcion en los parametros
de sarcopenia en personas mayores.

Baygi et al. [32], en una revision exploratoria, donde se incluyeron 33 estudios, arrib6 a la
conclusion de que los posibles factores de riesgo para la sarcopenia incluyen malnutricion,
baja actividad fisica, diabetes, inflamacion, polifarmacia y envejecimiento, mientras que el au-
mento de los niveles de actividad fisica y la mejora de la ingesta dietética pueden reducir el
riesgo de sarcopenia.

Kuzuya [33], en una revision relaciona los farmacos o grupos farmacoldgicos utilizados
con fines terapéuticos o preventivos que actiian sobre el musculo esquelético como reacciones
adversas a los farmacos e inducen sarcopenia. A pesar de que la sarcopenia causada por estas
reacciones adversas a los farmacos puede ser mas comun en pacientes mayores aun no ha
recibido mucha atencion. Tener en consideracion la utilizacion de farmacos que inducen la
sarcopenia seria de gran utilidad para lograr una mayor calidad de vida en los adultos mayo-
res.

El Sindrome de fragilidad (SF) es una afeccion compleja y multifacética que se observa
comunmente en adultos mayores con enfermedades crénicas, a menudo acompafiada de de-
terioro cognitivo. Uchmanowicz et al. [34], en esta revision presenta un marco centrado en el
paciente destinado a mitigar el impacto de la fragilidad y mejorar los resultados a largo plazo.
Los resultados obtenidos enfatizan la necesidad de una estrategia unificada que combine aten-
cidén personalizada, colaboracién interdisciplinaria y avances tecnologicos para abordar los
desafios multifacéticos de la fragilidad en el manejo de enfermedades crénicas.

Una revision cursada por Borda et al. [35], seguida de un proceso de consenso, con la par-
ticipacion de 18 expertos internacionales en demencia y fragilidad, recomend¢ enfatizar en la
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identificacion temprana de la fragilidad y un enfoque integral e interdisciplinario de la aten-
cion que busca mantener el funcionamiento diario, la calidad de vida y la independencia de la
persona. Ademas, destaco la importancia de las intervenciones personalizadas, el monitoreo
regular y la integracion del apoyo psicosocial en el enfoque terapéutico.

3.3.5. Sistema nervioso

Una revision efectuada por Curtis et al. [36], manifesté que la polifarmacia es frecuente en
pacientes con demencia o deterioro cognitivo leve (DCL) y las decisiones de prescripcion son
dificiles de tomar debido a que pueden afectar directamente la salud 6sea, aumentar el riesgo
de caidas y seguidamente de fracturas. Ademas, los pacientes pueden tener dificultades para
recordar la medicacion sin ayuda, lo que significa que se les pueden recetar medicamentos
para la osteoporosis, pero no tomarlos. Se expresé que el deterioro cognitivo puede mejorar o
retrasarse con la actividad fisica y el ejercicio, y existe evidencia de los beneficios adicionales
de la actividad fisica en la prevencion de caidas y fracturas.

Andrews et al. [37], en una revision sistematica donde incluyeron 32 articulos, destacé la
necesidad de realizar mas investigaciones, especialmente en personas con DCL que viven en
el hogar, con un mayor enfoque en los resultados clinicos y una mayor participacion de los
pacientes y los cuidadores informales.

Una revision desarrollada por Hashmi et al. [38], revel6 que las personas con epilepsia son
mas propensas a padecer fragilidad, la cual puede afectar la tolerancia a los anticonvulsivos
debido a su impacto en la farmacocinética y la farmacodinamia. Si bien el efecto de la fragili-
dad en la eficacia de los anticonvulsivos para el control de las crisis es poco conocido, su in-
dudable asociacién con malos resultados generales, nos obliga a considerar su presencia e im-
plicaciones en el tratamiento de la epilepsia en adultos mayores.

Hashmi et al. [39], en otra revision comprobo que existe un mayor riesgo de mortalidad en
personas mayores con epilepsia debido a factores como demencia, accidente cerebrovascular
y fragilidad, efectos adversos de la polifarmacia y un mayor riesgo de complicaciones cardio-
vasculares y lesiones externas como caidas y suicidio. También reflejé que la Muerte Stbita
Inesperada en Epilepsia y la mortalidad temprana en adultos mayores con epilepsia estan sub-
estimadas; una consideracion cuidadosa de todos estos factores puede ayudar a mitigar la
mortalidad.

3.3.6. Sistema respiratorio

Los pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) presentan una alta in-
cidencia de fragilidad y numerosas complicaciones, lo que afecta gravemente su calidad de
vida. Este metaandlisis dirigido por Chen et al. [40], propuso que la prevalencia de fragilidad
en pacientes con EPOC es del 26 %, se identificaron factores de riesgo, como la edad, la comor-
bilidad, la polifarmacia, la desnutricién y la depresion. Se recomendo que el personal clinico
identifique estos factores de riesgo de forma temprana y asi indicar un diagndstico personali-
zado. También se destaca la necesidad de realizar estudios retrospectivos para validar estos
resultados.

3.4. Intervenciones de deprescripcion:

Garcia-Ulloa et al. [41], en esta revisién permitio concluir que la deprescripcion de hipogluce-
miantes, estatinas, antihipertensivos y agentes reductores de urato puede ser viable en pacien-
tes seleccionados, pero la vigilancia periddica es importante.
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Un Ensayo Aleatorizado Controlado obrado por Weir et al. [42], investigd la asociacion entre
la disposicion de los pacientes a la deprescripcion de medicamentos y la adherencia al trata-
miento en pacientes con 265 afos o mas, 23 enfermedades cronicas y tomaban =5 medicamen-
tos habituales. Los resultados obtenidos no mostraron evidencia de una asociaciéon entre la
disposicion de los pacientes a la deprescripcion y la adherencia al tratamiento.

Liang et al. [43], en una revision en centros residenciales de atencion a la tercera edad, se
identificaron 13 estudios. Del total de estudios, 6 intervenciones fueron dirigidas por farma-
céuticos, 5 por equipos multidisciplinarios y 2 por médicos. Los estudios exitosos general-
mente incluyeron intervenciones multidisciplinarias, un componente educativo, seguimiento
longitudinal de residentes y cuidadores, e involucraron a las partes interesadas, como el per-
sonal de enfermeria.

Aproximadamente uno de cada tres adultos mayores (de 65 afios 0 mas) experimenta do-
lor, lo que afecta negativamente su calidad de vida. Langford et al. [44], refiere que la depres-
cripcion de opioides se ha propuesto como un mecanismo para reducir el dafo individual y
social relacionado con los opioides; sin embargo, hasta la fecha, la investigacion se ha centrado
predominantemente en la poblacion adulta general, en lugar de en los adultos mayores.

Los estudios de deprescripcion anteriormente reflejados [41, 42, 43, 44], consideran que se
necesitan mads investigaciones para traducir la evidencia en resultados clinicamente significa-
tivos.

4. CONCLUSIONES

Esta revision nos permitid establecer la necesidad de realizar un mayor ntimero de investiga-
ciones en este grupo poblacional y realizar una valoraciéon mas integral en la seleccion de la
farmacoterapia y tener en cuenta diversos factores tales como: estado fisico, mental, econémico
y social de los adultos mayores, habitos alimentarios y actividad fisica, papel del farmacéutico
en la gestion y la monitorizacidon de la seguridad de la farmacoterapia, correspondencia entre
farmacos indicados por los facultativos con los informados por el paciente, cumplimiento de
la terapia medicamentosa asi como establecer estrategias de deprescripcion mas efectivas que
proporcionen mayor calidad de vida.

LIMITACIONES

La revision presentd como principal limitacion que la busqueda se realizé solamente en una
base de datos y aclarar que se pudieron omitir referencias no detectadas en los procesos de
seleccion y tamizaje.
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RESUMEN

Objetivos: El objetivo principal de esta investigacion es analizar las dimensiones legales y la problema-
tica social de la automedicacién en Colombia, examinando su prevalencia, factores influyentes, el marco
normativo que regula la venta y comercializacion de medicamentos, y las responsabilidades legales
derivadas de la venta sin prescripcion. Metodologia: Se desarrollé una revisién narrativa de la litera-
tura, basada en el analisis documental de estudios de prevalencia, normativas colombianas (leyes, de-
cretos, resoluciones), jurisprudencia y politicas publicas relacionadas con la produccion, comercializa-
cion, dispensacion y publicidad de medicamentos. Resultados: Los resultados indican una alta preva-
lencia de automedicacion en Colombia, con cifras que alcanzan hasta el 58% en poblacion general y 61%
en universitarios. Los analgésicos, AINEs y antibiéticos son comtinmente automedicados. Los factores
influyentes incluyen aspectos culturales, econdémicos, barreras de acceso al sistema de salud y publici-
dad. El marco legal colombiano clasifica los medicamentos (MVL, bajo férmula, control especial) y re-
gula su venta, publicidad y establecimientos farmacéuticos. La venta sin prescripcion de medicamentos
que la requieren conlleva responsabilidad administrativa (multas, cierre), civil (indemnizaciones) y pe-
nal (prisiéon por delitos como lesiones culposas o corrupcion de productos médicos). Conclusiones: A
pesar de un marco legal existente, la automedicacion persiste debido a deficiencias en la fiscalizacion y
factores socioecondmicos. Se requiere un abordaje integral que combine el fortalecimiento de la regula-
cién y control, programas educativos, mejora del acceso al sistema de salud y promocién de la "auto-
medicacién responsable” guiada por profesionales farmacéuticos para mitigar este problema de salud
publica.

Palabras clave: Automedicacion; legislacion; Colombia; responsabilidad civil y penal.
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SUMMARY
Analysis of the legal dimensions and social problematic of self-medication in Colombia.

Objectives: the main objective of this research is to analyze the legal dimensions and social issues of
self-medication in Colombia, examining its prevalence, influencing factors, the regulatory framework
governing the sale and marketing of medications, and the legal responsibilities arising from sales with-
out a prescription. Methods: A narrative review of the literature was conducted based on an analysis of
documentary sources, including prevalence studies, Colombian legislation (laws, decrees and resolu-
tions), case law and public policies relating to the production, marketing, dispensing and advertising of
medicines. Results: The results indicate a high prevalence of self-medication in Colombia, with figures
reaching up to 58% in the general population and 61% among university students. Analgesics, NSAIDs,
and antibiotics are commonly used in self-medication. Influencing factors include cultural and eco-
nomic aspects, barriers to accessing the healthcare system, and advertising. The Colombian legal frame-
work classifies medications (OTC, prescription-only, specially controlled) and regulates their sale, ad-
vertising, and pharmaceutical establishments. Selling prescription-only medications without a prescrip-
tion entails administrative (fines, closure), civil (compensation), and criminal (imprisonment for of-
fenses such as negligent injury or corruption of medical products) liability. Conclusion: Despite an ex-
isting legal framework, self-medication persists due to deficiencies in oversight and socioeconomic fac-
tors. A comprehensive approach is required, combining the strengthening of regulation and control,
educational programs, improved access to the healthcare system, and the promotion of "responsible
self-medication" guided by pharmaceutical professionals to mitigate this public health problem.

Keywords: Self-medication; legislation; Colombia; civil and criminal liability.

RESUMO
Analise das dimensdes legais e problematica social da automedicagao na Coléombia.

Objetivos: O objetivo principal desta pesquisa € analisar as dimensdes legais e a problematica social da
automedica¢do na Coldémbia, examinando sua prevaléncia, fatores influentes, o arcabougo normativo
que regula a venda e comercializagdo de medicamentos, e as responsabilidades legais decorrentes da
venda sem prescri¢do. Métodos: Foi desenvolvida uma revisao narrativa da literatura, com base na
analise documental de estudos de prevaléncia, regulamentagdes colombianas (leis, decretos,
resolugdes), jurisprudéncia e politicas publicas relacionadas a producao, comercializagao, dispensacao
e publicidade de medicamentos. Resultados: Os resultados indicam uma alta prevaléncia de
automedicacao na Colombia, com ndmeros que chegam a 58% na populacdo geral e 61% entre
universitarios. Analgésicos, AINEs (anti-inflamatdérios nao esteroides) e antibidticos sao comumente
utilizados na automedicagao. Os fatores influentes incluem aspectos culturais, econdmicos, barreiras de
acesso ao sistema de satide e publicidade. O marco legal colombiano classifica os medicamentos (MIPs
- Medicamentos Isentos de Prescri¢ao, medicamentos sob prescri¢do, e de controle especial) e regula sua
venda, publicidade e estabelecimentos farmacéuticos. A venda sem prescri¢do de medicamentos que a
exigem acarreta responsabilidade administrativa (multas, interdi¢do), civil (indenizagdes) e penal
(prisao por crimes como lesdes culposas ou corrupgao de produtos médicos). Conclusdo: Apesar de um
marco legal existente, a automedicagao persiste devido a deficiéncias na fiscalizacdo e fatores
socioecondmicos. Requer-se uma abordagem integral que combine o fortalecimento da regulagio e
controle, programas educativos, melhoria do acesso ao sistema de satide e promogao da "automedicagao
responsavel" orientada por profissionais farmacéuticos para mitigar este problema de satide ptiblica.

Palavras-chave: Automedicacao; legislagao; Colombia; responsabilidade civil e penal.
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1. INTRODUCCION

La automedicacion, entendida como el acto de consumir medicamentos sin una prescripcion
médica, con el fin de mantener la salud, tratar sintomas, curar o prevenir enfermedades y ba-
sado en un autodiagnostico, constituye un fendmeno complejo y extendido en la sociedad con-
temporanea [1-3]. Esta practica, si bien puede ofrecer una aparente solucion rapida a dolencias
percibidas como menores, es considerada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y
diversas autoridades sanitarias como inherentemente, insegura e irresponsable, conllevando
riesgos significativos para la salud individual y colectiva [1, 4]. La definicion de automedica-
cidn se extiende mas alla del simple consumo sin receta, abarcando también el uso inadecuado
de una prescripcion médica existente —como la prolongacion o interrupcion prematura de un
tratamiento, o la modificacion de las dosis— y la adquisicion inapropiada de farmacos [4].

Es crucial distinguir esta practica de la "automedicacion responsable" [5], toda vez que
este concepto, promovido por entidades como la World Self-Medication Industry (WSMI), se re-
fiere a una forma de autocuidado en la cual el individuo, asume un mayor grado de responsa-
bilidad frente a dolencias menores, utilizando para ello productos farmacéuticos que estan
disponibles sin necesidad de férmula médica [6]. Si bien esta modalidad puede contribuir a la
reduccion de costos en la atencion sanitaria y empoderar al ciudadano en el cuidado de su
salud, no estad exenta de consideraciones importantes [6]; asi mismo, esta practica no excluye
la eventual necesidad de participacion médica y, en ciertos casos, podria posponer una inter-
vencion profesional oportuna si la condicion subyacente es mas seria de lo que el individuo
percibe [1]. La automedicacion, en sus diversas manifestaciones, no es un acto monolitico; re-
presenta un espectro de comportamientos que van desde el uso potencialmente aceptable y
seguro de medicamentos de venta libre (MVL) para afecciones leves y autolimitadas, hasta el
uso riesgoso e irresponsable de medicamentos que requieren prescripcion y supervision pro-
fesional [7]. Esta distincion es fundamental, ya que las implicaciones para la salud publica y
las estrategias de intervencion legal y sanitaria deben ser matizadas, reconociendo que no toda
automedicacion conlleva el mismo nivel de riesgo [8].

El fenémeno de la automedicacion no es exclusivo de Colombia; es una practica extendida
a nivel mundial [1]. La OMS ha alertado consistentemente sobre sus peligros, sefialando que
mas de la mitad de los medicamentos a nivel global son prescritos, distribuidos o consumidos
de manera incorrecta, y aproximadamente un tercio de la poblaciéon mundial carece de acceso
a medicamentos esenciales [1, 9]. Esta situacion subraya una tension inherente: por un lado, la
busqueda individual de soluciones rdpidas y convenientes para problemas de salud y, por
otro, los peligros significativos que esta practica puede acarrear. Esta tension ayuda a com-
prender la persistencia de la automedicacion a pesar de los riesgos conocidos, y sugiere que
las politicas publicas deben abordar tanto las percepciones de conveniencia y las barreras de
acceso al sistema formal de salud, como los riesgos directos mediante la educacion y el control
riguroso [10].

La problematica social y de salud publica asociada a la automedicacién es considerable
[11, 12]. Entre los riesgos documentados se encuentran las reacciones adversas a medicamen-
tos, alergias, intoxicaciones, el enmascaramiento de enfermedades graves que retrasan un
diagndstico y tratamiento adecuados, las interacciones farmacologicas potencialmente peli-
grosas, y el desarrollo de complicaciones serias [1]. Estos riesgos no solo afectan al individuo,
sino que tienen un impacto comunitario, siendo el mas notable la contribucidn a la resistencia
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antimicrobiana por el uso indiscriminado de antibioticos. La tendencia creciente hacia la auto-
medicacion se ha convertido en una caracteristica de la sociedad moderna, y la percepcion de
que es un problema menor que no se toma con la debida seriedad, justifican plenamente un
analisis profundo desde la perspectiva legal [13].

La necesidad de un marco legal robusto se hace evidente para regular la cadena de valor
del medicamento —desde su produccion hasta su dispensacion —, proteger la salud publica y
definir claramente las responsabilidades de todos los actores involucrados. La complejidad de
la automedicacion, influenciada por factores culturales, socioeconémicos y del propio sistema
de salud, exige un abordaje interdisciplinario donde el derecho juega un papel crucial. Las
leyes nacionales que rigen el uso y la venta de medicamentos son un factor determinante que
puede modular o exacerbar esta practica [1, 14]. Incluso el concepto de "automedicacion res-
ponsable"”, aunque valido en teoria, presenta un desafio regulatorio significativo. Es impera-
tivo asegurar que no se convierta en una justificacion para la laxitud en la dispensacion o el
consumo de medicamentos que si requieren una supervision profesional. La legislacion debe,
por tanto, delimitar con precision qué medicamentos son aptos para la automedicacion res-
ponsable y en qué condiciones informativas y de consejo farmacéutico se pueden dispensar,
para evitar que la promocion de esta practica fomente inadvertidamente el uso indebido de
otros farmacos.

2. METODOLOGIA

Este estudio se desarroll6 bajo el disefio de una revision narrativa de literatura, seleccionada
como estrategia metodologica por su capacidad para integrar y sintetizar informacion prove-
niente de fuentes heterogéneas — cientificas, normativas y jurisprudenciales— que permiten
abordar la automedicacién en Colombia desde un enfoque interdisciplinario. Este tipo de re-
vision ofrece mayor flexibilidad para incluir documentos relevantes que no necesariamente
cumplen los criterios formales de los ensayos comparativos o metaanalisis, pero que aportan
valor contextual, juridico o sanitario. La eleccion de este enfoque responde a la necesidad de
articular resultados epidemioldgicos con el marco normativo y casos jurisprudenciales, de ma-
nera que se logre una comprension integral del fenémeno.

Se incluyeron estudios epidemioldgicos sobre la prevalencia de la automedicacion en Co-
lombia. Articulos cientificos que analicen factores de riesgo y consecuencias, con énfasis en el
contexto colombiano y, cuando resultd pertinente, estudios comparativos internacionales.
Normativa colombiana: Constitucion Politica, leyes, decretos y resoluciones del Ministerio de
Salud e INVIMA. Jurisprudencia de la Corte Constitucional, Corte Suprema de Justicia y Con-
sejo de Estado, asi como casos emblematicos de tribunales. Documentos oficiales y guias de la
OMS y OPS relacionados con la automedicacion. Se excluyeron articulos de opinion sin sus-
tento empirico o legal, noticias no verificadas, legislacion extranjera salvo para comparaciones
justificadas, documentos con informacion desactualizada y sin valor historico, asi como estu-
dios cuya informacién resultaba altamente reiterativa, es decir, que repetian los mismos pa-
trones argumentativos, datos y conclusiones sin aportar hallazgos diferenciados o valor agre-
gado al analisis.

La estrategia de busqueda incluy6 palabras clave como: automedicacién, Colombia, prevalen-
cia, factores de riesgo, marco legal, venta libre, prescripcion médica, responsabilidad civil, responsabili-
dad penal, responsabilidad administrativa, INVIMA vy jurisprudencia medicamentos. Las basquedas
se realizaron en bases de datos académicas (PubMed, SciELO, LILACS, Redalyc, Dialnet,
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ScienceDirect, Springer, Taylor & Francis, Google Scholar) y juridicas (SUIN-Juriscol, relato-
rias de altas cortes, VLEX y Legis). La estrategia se fundamento6 en una combinacion de térmi-
nos clave (keywords) y descriptores DeCS/MeSH relacionados con la automedicacion, el marco
regulatorio y el contexto colombiano, articulados mediante los operadores booleanos "AND"
y "OR". Para garantizar la transparencia y la reproducibilidad del estudio, la ecuacion de bus-
queda fue adaptada a la sintaxis especifica de cada base de datos.

El proceso de seleccion se realizo en tres fases (Figura 1): (1) revision de titulos y resime-
nes para evaluar pertinencia, (2) verificacion y tamizaje y (3) lectura completa de los preselec-
cionados para confirmar su inclusion definitiva. Como se detalla en el Diagrama de Flujo (ver
Figura 1), la basqueda inicial arrojé 102 documentos. Tras la eliminaciéon de duplicados y la
aplicacion de los criterios de seleccion, se excluyeron 24 documentos por presentar informa-
cidn desactualizada (n=14) o reiterativa (n=10). Finalmente, se incluyeron 78 documentos para
el analisis.

La informacién de los 78 documentos finales se extrajo y organiz6 en matrices tematicas,
clasificadas por tipo de fuente, afio, ambito y hallazgos clave. Se utiliz6 el gestor de referencias
Mendeley para asegurar la trazabilidad y coherencia del proceso.

[ Identificacion de estudios a través de bases de datos y registros

Bases de datos (n =102 ) Registros eliminados por otros motivos (n = 14)

Registros identificados a partir de: Registros duplicados eliminados (n = 10)

Registros excluidos (n =0 )

Registros revisados (n =78 ) ’—

Informes solicitados para su recupera-
. Informes no recuperados (n = 0)
cién (n = 78)

Informes evaluados para determinar su

elagibilidad: (n = 78) Informes excluidos: (n = 0)

78)

Estudios incliidos en la revisién (n = ’

Figura 1. Diagrama de flujo PRISMA para el analisis e incorporacion de informacion.
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3. PREVALENCIA Y CARACTERIZACION DE LA AUTOMEDICACION EN COLOMBIA

La automedicacion es una practica profundamente arraigada en Colombia, con estudios que
consistentemente sefialan una alta prevalencia en diversos segmentos de la poblacion (Figura
2). Investigaciones realizadas han arrojado cifras preocupantes; por ejemplo, un estudio de la
Universidad de Antioquia en familias colombianas revel6 que el 42% de éstas opta por utilizar
medicamentos sin prescripcion médica, una decision frecuentemente influenciada por los me-
dios de comunicacion [15]. Otro estudio que abarcd varias ciudades como Medellin, Cali y
Villavicencio, encontrd que el 58% de la poblacién analizada se automedica [16, 17]. Si bien
algunas fuentes citan cifras atin mas elevadas, como un 97% de automedicacion en encuesta-
dos en un estudio particular, es importante contextualizar estas cifras segin la metodologia y
la poblacion especifica del estudio. A nivel global, se estima que la prevalencia de la autome-
dicacion puede alcanzar cerca del 60%, lo que sitiia a Colombia dentro de una tendencia preo-
cupante pero generalizada [2, 17].

100

80 -

61 60

60 58

40

Prevalencia de la automedicacién en Colombia (%)

Tobén Marulanda F.A Villegas Cardona et al. Alviz-Amador et al Lépez-Cabra C.A
Estudio

Figura 2. Prevalencia de la automedicacién en Colombia de acuerdo con algunos estudios.

Un hallazgo particularmente revelador proviene de estudios en poblaciones especificas, como
los estudiantes universitarios. En Cartagena, el 61% de los estudiantes universitarios encues-
tados admiti6 automedicarse, a pesar de que un abrumador 91% de ellos consideraba que di-
cha practica es perjudicial para la salud [18]. Esta disonancia entre el conocimiento del riesgo
y la conducta adoptada es un indicador clave de la complejidad del problema [2, 17]. Sugiere
que factores como la conveniencia percibida, la presion por obtener alivio rapido, las dificul-
tades de acceso al sistema de salud o la subestimacion de los riesgos reales pueden tener un
peso mayor en la toma de decisiones que la simple conciencia del peligro. Esto implica que las
campafias educativas centradas inicamente en los riesgos, aunque necesarias, son insuficien-
tes si no se acompanan de reformas estructurales que mejoren el acceso y la eficiencia del sis-
tema de salud y aborden las motivaciones subyacentes de la automedicacion.

3.1. Factores influyentes en la automedicacion

La decision de automedicarse en Colombia es el resultado de una compleja interaccién de fac-
tores socioculturales, economicos, relacionados con el sistema de salud e individuales (Figura
3): Existe una tendencia cultural e histdérica hacia la automedicacién, transmitida de generacion
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en generacion, que dificulta su erradicacion [19]. La publicidad farmacéutica juega un rol sig-
nificativo, prometiendo alivios rapidos y efectivos, y contribuyendo a una cultura de consumo
inmediato de medicamentos [20]. Los consejos de familiares, amigos e incluso personal no
cualificado de farmacias crean un ecosistema de informacién casual que normaliza y fomenta
esta practica [21]. La acumulacién de medicamentos en los hogares, incluyendo farmacos ca-
ducados, también facilita el acceso y la tentacién de automedicarse [21]. Esta acumulacion
puede ser un reflejo de la sobre-prescripcion, la dispensacion de cantidades mayores a las ne-
cesarias, o la no finalizacion de tratamientos, generando un "botiquin casero" propenso al mal
uso.

Desde el punto de vista econémico, el bajo ingreso econdmico familiar es un factor deter-
minante, ya que puede impedir el acceso a servicios de salud formales y a la consulta médica,
llevando a la automedicacién como una alternativa percibida como mas econémica [21]. El
deseo de ahorrar el costo de la consulta médica es una motivaciéon frecuente [19]. Si bien la
automedicacion puede parecer una forma de reducir costos de atenciéon médica a corto plazo,
sus efectos negativos sobre la salud pueden generar gastos mayores a largo plazo [22]. De otro
lado, una de las barreras de acceso al sistema de salud, como la falta de tiempo para acudir al
médico, las largas esperas para obtener citas, y la percepcidén de que los médicos "casi siempre
mandan los mismos medicamentos" [19], incentivan la busqueda de soluciones por cuenta
propia. La baja cobertura de la Seguridad Social en Salud en algunos sectores y el alto costo de
la atencion médica particular también pueden influir. Adicionalmente, se ha reportado que el
personal de algunas farmacias asume roles de diagnostico y sugerencia de medicamentos, pro-
moviendo la automedicacion [19].

Uno de los factores mas complejos y peligrosos son la percepcion de que los padecimien-
tos son "menores y frecuentes" y la busqueda de un "alivio rdpido" son justificaciones comunes.
El uso de medicamentos que fueron consumidos previamente para sintomas similares o que
fueron prescritos en el pasado, asi como la creencia de tener conocimiento previo sobre como
manejar la enfermedad o los sintomas, también son factores relevantes [23].

turales e Historicos del Sistema de Salud

Factores Sociocul- }A Factores Econémicos y J‘

Tendencia cul-
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Figura 3. Factores influyentes en la automedicacién.
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3.2. Tipos de medicamentos comunmente automedicados y riesgos asociados

La automedicacion en Colombia (Figura 4) no se limita a medicamentos de venta libre. Si bien
los analgésicos no opioides como el acetaminofén (reportado con un uso del 52.9% en un estu-
dio) y los Antiinflamatorios No Esteroideos (AINE) (relacionados con un 16.48% en el mismo
estudio) son los mds comunes, existe una preocupante tendencia al uso de medicamentos que
requieren prescripcion médica [18]. Se ha documentado la automedicacion con antibidticos
[24], asi como con farmacos como amitriptilina, opioides, furosemida y corticoesteroides [18].
Las formulaciones antigripales [24] y los antiacidos y digestivos también son frecuentemente
utilizados [25, 26]. Ademas, los remedios herbolarios son consumidos, en ocasiones de manera
conjunta con medicamentos convencionales [25, 27].

Farmacos controlados
Automedicacion con farmacos controlados

como EP\DIdCS

Q Antigripales
*.%» Uso frecuente de formulaciones antigripales

7 sin supervision.

Automedicacion
en Colombia

Consumo comun de antidcidos y digestivos
sin receta.

E’ Antiacidos y digestivos

Figura 4. Panorama de la automedicacion en Colombia.

El uso de medicamentos de prescripcion en la automedicacion, especialmente antibioticos, es
un indicador critico de fallas en el control de la dispensacion en farmacias y droguerias. Estos
medicamentos, por definicion, no deberian ser accesibles sin una férmula médica [28]. Su uso
en la automedicacion implica que se estan dispensando sin el debido control en los puntos de
venta, lo que evidencia una brecha entre la normativa existente y su aplicacion efectiva.

Al evaluar los riesgos y consecuencias de la automedicacion son numerosos y pueden ser
graves, tales como reacciones adversas, alergias, intoxicaciones, enmascaramiento de enferme-
dades graves, diagndsticos erroneos, interacciones medicamentosas (particularmente peligro-
sas en grupos vulnerables como ancianos, nifios y mujeres embarazadas), uso de dosis inade-
cuadas (ya sea por exceso o por defecto), y la prolongacion o interrupcidn incorrecta de trata-
mientos. También puede llevar al desarrollo de dependencia o abuso a ciertos farmacos [29-
33]. Ademas de riesgos individuales, uno de los principales riesgos a nivel comunitario es la
contribucioén a la resistencia antimicrobiana, un problema de salud ptblica global exacerbado
por el uso inadecuado y excesivo de antibidticos [34-38].

La Tabla 1 resume algunos datos de prevalencia y factores determinantes de la automedi-
cacion en Colombia:

782



Dimensiones legales y problematica social de automedicacién en Colombia

Tabla 1. Prevalencia de la automedicacién en Colombia y factores determinantes

Poblacion estudi- | Tasa de Medicamentos mas Principales razones/Factores in- Ref.
ada prevalencia | comunes automedica- | fluyentes
(%) dos
Familias 42% No especificado Influencia de medios de comunicacion | [15]
Poblacién general | 58% No especificado No especificado [19,
21]
Estudiantes uni- 61% Acetaminofén (52,9%), | Padecimientos menores y frecuentes [2,
versitarios (algu- AINE (16,48%), anti- (61%), alivio rapido (68%), evitar espe- | 17,
nos del drea sa- bidticos, opioides, cor- | ras en citas (50%), uso previo del medi- | 18]
lud) ticoides (reportados camento (50,9%), prescripcion médica
por algunos) pasada (28,1%), conocimiento de la
condicién (34,6%)
Global Casi 60% Analgésicos, AINE Conveniencia, rapidez, factores [14]
econdmicos, culturales
Usuarios centro 86,36% Analgésicos (41,87%), Alivio de problemas comunes de salud | [24]
de salud antigripales (22,5%),
antibioticos (9,85%)
Poblacion general | Varia Analgésicos, AINE, Culturales (tradicién, publicidad), so- [2,
Colombia antibidticos, remedios | ciales (consejos, evitar citas), economi- | 19]
caseros/naturales cos (ahorro, bajo ingreso), sistema de
salud (barreras de acceso, percepcion
de ineficiencia), individuales (bus-
queda de alivio rapido, padecimientos
leves)

4. MARCO NORMATIVO COLOMBIANO PARA LA VENTA Y COMERCIALIZACION
DE MEDICAMENTOS

El ordenamiento juridico colombiano ha desarrollado un entramado normativo con el objetivo
de regular la produccion, comercializacion, dispensacion y publicidad de los medicamentos,
buscando garantizar su calidad, seguridad y eficacia terapéutica, y promoviendo su uso racio-
nal. Este marco es esencial para comprender los cimientos legales sobre las cuales se intenta
prevenir y controlar la automedicacion. Para abordar el marco normativo debemos partir de
la Constitucion Politica de 1991 que preconiza en su articulo 49 el derecho a la salud como de
caracter fundamental, estableciéndolo como un servicio publico a cargo del Estado, este dere-
cho implica el acceso a los servicios de promocion, proteccidn y recuperacion de la salud de
las personas [39].

4.1. Clasificacion de medicamentos

Una piedra angular de la regulacion es la clasificacion de los medicamentos segin su condi-
cién de venta, lo cual determina el nivel de control y acceso por parte de los usuarios: 1) Me-
dicamentos de venta libre (MVL) o sin prescripcion facultativa: Su régimen estd principal-
mente definido por la Resolucion 0886 de 2004 del entonces Ministerio de la Proteccion Social
[40]. Para que un medicamento sea clasificado como MVL, debe cumplir con una serie de cri-
terios estrictos, entre los que se destacan: una historia probada de efectividad y un amplio
margen de seguridad (con un minimo de cinco afios de comercializacion); ser adquirible por
el consumidor sin la mediacién de un prescriptor y estar destinado a la prevencién, trata-
miento o alivio de sintomas o enfermedades leves que son adecuadamente reconocidas por los
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usuarios; poseer un amplio indice terapéutico; que sus efectos adversos sean de baja incidencia
y escasa severidad; tener un margen posoldgico amplio adaptable a edad y peso; un rango
limitado de indicaciones; no ser susceptible de generar dependencia o taquifilaxis; no enmas-
carar sintomas de enfermedades serias; no acumularse en el organismo; ser estable bajo con-
diciones extremas de almacenamiento; preferiblemente ser monofdrmacos es decir medica-
mento terminado que contiene un solo principio activo o asociaciones a dosis fijas de recono-
cida trayectoria terapéutica; y no ser de administracion parenteral. Adicionalmente, se deben
presentar al Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) los es-
tudios de seguridad y eficacia que respalden dicha clasificacién [40]. Esta categorizacion es
vital, pues son estos medicamentos los que podrian ser objeto de una "automedicacion respon-
sable". La claridad y rigurosidad en la aplicacion de estos criterios son, por ende, fundamen-
tales para la seguridad del paciente. 2) Medicamentos bajo formula facultativa (o médica):
Estos productos requieren obligatoriamente la prescripcion de un profesional de la salud le-
galmente facultado (médico, odontologo, etc.) [41]. Su expendio estd restringido por el Ar-
ticulo 1 del Decreto 3050 de 2005 a establecimientos farmacéuticos tipo drogueria y farmacia-
drogueria [41]. La exigencia de una férmula médica constituye la principal barrera legal contra
la automedicacién con productos que, por su perfil de riesgo, indicaciones o necesidad de se-
guimiento, requieren una valoracion profesional. 3) Medicamentos de control especial: Aun-
que no son el foco principal de esta disertacidn, es pertinente mencionar que existe una cate-
goria de medicamentos sometidos a una fiscalizacion atin mas estricta debido a su potencial
de abuso o dependencia o desvio (e.g., estupefacientes, psicotropicos). Su regulacion se en-
cuentra en normativas especificas, como la Resolucion 1478 de 2006, y su prescripcion y dis-
pensacion estan sujetas a controles rigurosos [42].

La intencidn legislativa de diferenciar los canales y controles para MVL versus los de pres-
cripcion es clara. Sin embargo, como se analizard posteriormente, la efectividad de esta dife-
renciacion en la practica cotidiana es un punto critico, evidenciado por la prevalencia de auto-
medicacion con farmacos que requieren receta médica. Esto sugiere una posible brecha entre
la norma y su cumplimiento efectivo en los puntos de dispensacion.

4.2. Regulacion de establecimientos farmacéuticos

1) Farmacias y droguerias: El Decreto 2200 de 2005 es la norma marco que reglamenta el ser-
vicio farmacéutico en Colombia [43]. Este decreto establece los objetivos del servicio farma-
céutico, que incluyen la promocién de estilos de vida saludables, la prevencion de riesgos de-
rivados del uso inadecuado de medicamentos, el suministro de medicamentos e informaciéon
a los pacientes sobre su uso adecuado, y la oferta de atencidon farmacéutica. Define también los
requisitos de infraestructura fisica, dotacién y recurso humano idoneo. Las entidades territo-
riales de salud son las encargadas de autorizar el funcionamiento de estos establecimientos
[43]. El Decreto 3050 de 2005 complementa esta regulacion al especificar que los medicamentos
bajo férmula médica solo pueden expenderse en droguerias y farmacias-droguerias, mientras
que los MVL pueden comercializarse también en otros establecimientos como almacenes de
cadena o grandes superficies, siempre que cumplan con las Buenas Practicas de Abasteci-
miento (BPA) [41]. 2) Tiendas naturistas: La venta de productos fitoterapéuticos en estos es-
tablecimientos también estd sujeta a la regulacion del INVIMA y el Ministerio de Salud. La
Resolucién 1896 de 2023, por ejemplo, aplica tanto a medicamentos como a productos fitote-
rapéuticos en lo referente a informacién, promocion y publicidad [44]. Los productos fitotera-
péuticos también se clasifican segtin su condicion de venta (venta libre o bajo formula médica)
[45]. Es importante distinguir la regulacién de los medicamentos de sintesis quimica de la de
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los productos fitoterapéuticos, aunque ambos pueden ser objeto de automedicacion y requie-
ren controles para garantizar su seguridad y calidad.

4.3. Normativa sobre publicidad y promocién de medicamentos

La publicidad y promocion de medicamentos estan reguladas principalmente por la Resolu-
cion 1896 de 2023 del Ministerio de Salud y Proteccion Social [44], que actualiza y compila
disposiciones anteriores, y por la Resolucion 0114 de 2004 [46]. Los principios rectores de esta
publicidad son la objetividad, veracidad, la no exageracion de propiedades y la no induccién
al uso indiscriminado, innecesario o inadecuado, todo enmarcado en el respeto a los valores
constitucionales y legales [44]. 1) Medicamentos de venta libre (MVL): Su publicidad esta
permitida en medios masivos, siempre que cumpla con requisitos estrictos: debe sefialar las
indicaciones o usos aprobados, no emplear elementos visuales o auditivos que atraigan espe-
cialmente la atencion de menores induciéndolos al consumo, no generar miedo o angustia, y
no exaltar exageradamente el género del publico al que va dirigido de modo engafioso [44]. La
publicidad debe incluir leyendas obligatorias como "Es un medicamento", "No exceder su con-
sumo", el nimero de registro sanitario, y "Leer indicaciones y contraindicaciones en la eti-
queta" [47]. Las promociones permitidas para MVL incluyen empaques con contenido adicio-
nal del mismo producto o cupones de descuento anunciados directamente en el empaque [47].
Se prohiben los incentivos consistentes en dinero o en especie dirigidos al consumidor o al
personal que expenda el producto. Toda publicidad de MVL debe ser comunicada previa-
mente al INVIMA por el titular del registro sanitario, y los comercializadores pueden replicar
la publicidad que ya haya sido comunicada [47]. 2) Medicamentos bajo féormula facultativa:
La publicidad de estos productos esta estrictamente restringida a profesionales de la salud
facultados por la ley para realizar su prescripcion, a través de publicaciones de acceso limitado
y especializado [47]. No pueden ser objeto de publicidad dirigida al publico general a través
de medios masivos. Las campanas educativas sobre enfermedades, si bien permitidas, en nin-
guna circunstancia pueden orientarse a crear una necesidad de consumo de un producto es-
pecifico [44].

Existen prohibiciones generales, como la publicidad de medicamentos vitales no disponi-
bles o preparaciones magistrales, asi como cualquier publicidad que se realice por fuera de lo
aprobado en el registro sanitario del producto o que exagere sus propiedades terapéuticas [44].
La regulacién publicitaria intenta ser exhaustiva, pero la fiscalizacidn, especialmente en el en-
torno digital y en medios masivos, representa un desafio considerable. La efectividad de estas
normas para prevenir la induccion a la automedicacion depende en gran medida de la capaci-
dad de vigilancia y sancion de las autoridades.

4.3.1. Regulacion de la venta de medicamentos a través de sitios Web y plataformas digitales
Con el auge del comercio electrénico, la regulacion ha tenido que adaptarse. La Resolucion
1896 de 2023 y documentos de preguntas frecuentes del INVIMA establecen lineamientos para
la venta online [44, 47]: 1) Tanto para medicamentos bajo férmula médica como para MVL, la
comercializacion puede realizarse a través de sitios web oficiales de establecimientos farma-
céuticos debidamente autorizados. 2) Para los medicamentos que requieren prescripcion, la
venta debe ser directa desde el establecimiento farmacéutico, con la intervencién de talento
humano facultado para la dispensacion. En el sitio web, tinicamente se podra disponer de una
fotografia de la cara principal del producto (identificando principio activo, concentracion,
forma farmacéutica, nombre y/o marca, y presentacion comercial), el nimero de registro sani-
tario y el precio. Estd prohibido hacer alusion a las indicaciones del producto o realizar publi-
cidad sobre su consumo en estas plataformas de venta. 3) Plataformas tipo marketplace (como
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Rappi) son consideradas inicamente como servicios de transporte y distribucion de produc-
tos; la responsabilidad de la dispensacion y el cumplimiento normativo recae sobre la drogue-
ria o farmacia donde se adquirid el producto. 4) Es fundamental garantizar que los medica-
mentos lleguen al paciente bajo las condiciones de almacenamiento establecidas por el fabri-
cante. El sitio web del vendedor debe incluir datos de contacto del establecimiento y un enlace
a la Entidad Territorial de Salud (ETS) de su jurisdiccidon. La regulaciéon de la venta online
busca extender los controles tradicionales al entorno digital. No obstante, la naturaleza de las
plataformas, la logistica de entrega y la dificultad de supervisar la intervencion efectiva del
profesional farmacéutico en cada transaccion remota presentan desafios significativos que re-
quieren un escrutinio continuo y, posiblemente, el desarrollo de estandares tecnologicos y lo-
gisticos mas especificos.

4.4. Papel del INVIMA, Ministerio de Salud y entidades territoriales

El sistema de regulacion y control del mercado farmacéutico en Colombia opera a través de
varias entidades con roles definidos:

4.4.1. Ministerio de Salud y Proteccién Social: Es el ente rector que formula las politicas na-
cionales de salud y farmacéuticas, como la Politica Farmacéutica Nacional [48]. Expide la re-
glamentacidn general, como las resoluciones que clasifican los medicamentos o regulan su pu-
blicidad [40].

4.4.2. INVIMA: Actia como la agencia sanitaria nacional. Es responsable de otorgar los regis-
tros sanitarios de los medicamentos, un requisito indispensable para su comercializacion. Par-
ticipa en la clasificacion de los medicamentos segun los criterios definidos por el Ministerio
[40]. Ejerce funciones de inspeccidn, vigilancia y control (IVC) sobre los establecimientos far-
macéuticos, la publicidad, y la calidad de los medicamentos (Articulo 245 de la Ley 100 de
1993) [49]. Tiene la potestad de imponer sanciones administrativas ante el incumplimiento de
las normativas sanitarias [50]. Ademas, gestiona el sistema de farmacovigilancia y la vigilancia
poscomercializacion para monitorear la seguridad de los medicamentos una vez se encuentran
en el mercado, y administra plataformas como PUBLIMED para el reporte de publicidad [47,
49].

4.4.3. Entidades territoriales de salud (ETS): A nivel departamental, distrital y municipal, las
Secretarias de Salud son responsables de autorizar el funcionamiento de los establecimientos
farmacéuticos minoristas y de ejercer funciones de IVC en su jurisdiccién, en coordinacion con
el INVIMA [43].

Aunque esta estructura define roles y responsabilidades, la capacidad real de inspeccion,
vigilancia y control puede verse limitada por la disponibilidad de recursos humanos y finan-
cieros, lo que podria debilitar la aplicacion efectiva del marco regulatorio en su conjunto y
explicar, en parte, las brechas observadas entre la normativa y las practicas de automedicacion.
En la Tabla 2, se presenta un resumen del marco normativo clave:

Tabla 2. Marco normativo clave en Colombia sobre venta, comercializacion y publicidad de medica-
mentos

Norma (Ley, | Ao | Entidad emisora Objeto principal y relevancia para la automedica-
Decreto, cion/venta
Resolucion)

Decreto 677 | 1995 | Ministerio de Salud | Régimen de registros sanitarios, licencias de fabrica-
cidén, control de calidad. Base para la autorizacion de
comercializacién [51].

786



Dimensiones legales y problematica social de automedicacién en Colombia

Ley 485 1998 | Congreso de la Reglamenta la profesién de Tecndélogo en Regencia de
Reptblica Farmacia, clave en la dispensacion [52].

Resolucién 2004 | Ministerio de la Pro- | Adopta criterios para la clasificaciéon de medicamentos

0886 teccion Social de venta sin prescripcidn facultativa o venta libre

(MVL). Define qué medicamentos pueden ser objeto de
automedicacion responsable [40].

Resolucién 2004 | Ministerio de la Pro- | Reglamenta la informacién promocional o publicitaria
0114 teccidn Social de los MVL, buscando educar en su uso racional [46].

Decreto 2200 | 2005 | Ministerio de la Pro- | Reglamenta el servicio farmacéutico, define obligacio-
teccion Social nes del dispensador, incluyendo la exigencia de for-
mula médica. Clave para el control de la venta [43].

Decreto 3050 | 2005 | Ministerio de la Pro- | Define dénde se pueden expender los medicamentos

teccion Social segun su condicion de venta (MVL vs. con férmula)
[41].
Ley 1480 2011 | Congreso de la Estatuto del Consumidor. Aplica a medicamentos
Republica como productos, establece derechos a la informacion y

seguridad, y responsabilidad de fabricantes y provee-
dores por producto defectuoso [53].

Resolucién 2023 | Ministerio de Salud y | Regula la informacién no publicitaria, promocion, pu-
1896 Proteccién Social blicidad y comercializacién de medicamentos y pro-
ductos fitoterapéuticos, incluyendo venta online. Actu-
aliza y unifica normas sobre publicidad [44].

Codigo Penal | 2000 | Congreso de la Tipifica delitos contra la salud publica (Art. 372 - co-
(Ley 599 de Repuiblica rrupcion de productos médicos; Art. 374A - enajena-
2000) cién ilegal de medicamentos), lesiones personales y ho-

micidio, que pueden ser aplicables en casos de venta

indebida con consecuencias graves [54].

5. RESPONSABILIDAD LEGAL POR LA VENTA DE MEDICAMENTOS SIN PRESCRIP-
CION MEDICA

La venta de medicamentos que requieren féormula médica sin la debida presentacion de esta
constituye una infracciéon a la normativa sanitaria colombiana y puede acarrear diversas con-
secuencias legales para el dispensador (farmacéutico o personal a cargo) y para el estableci-
miento farmacéutico. Estas responsabilidades se pueden clasificar en administrativa, civil y
penal, dependiendo de la naturaleza de la infraccion y los dafios ocasionados.

5.1. Obligaciones del dispensador

El Decreto 2200 de 2005, en su articulo 19, establece un conjunto de obligaciones para el dis-
pensador, cuyo incumplimiento es la base para la determinacion de responsabilidades [43]. La
obligacion mas directamente relacionada con la prevencion de la automedicacion riesgosa es
la de exigir la prescripcion médica para aquellos medicamentos en cuya etiqueta figure la
leyenda "Venta Bajo Formula Médica" [43]. Esta no es una mera formalidad, sino un acto de
control sanitario esencial. Otras obligaciones incluyen verificar la validez y correccién de la
prescripcion, no dispensar y consultar al prescriptor ante posibles errores, asegurar que el me-
dicamento dispensado corresponda al prescrito, e informar adecuadamente al usuario sobre
el uso del medicamento. El servicio farmacéutico, en general, debe garantizar el acceso al me-
dicamento en condiciones Optimas y de acuerdo con la normativa legal vigente [55]. El incum-
plimiento de estas obligaciones, particularmente la de exigir la receta, activa los mecanismos
de responsabilidad.
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Es importante destacar que la obligacién de "no dispensar y consultar al prescriptor ante
posibles errores” asigna al dispensador un rol activo en la farmacovigilancia y la prevencion
de errores de medicacion [43]. La omision de esta diligencia, incluso si existe una receta, podria
fundamentar una negligencia si se dispensara una prescripcion evidentemente errénea o peli-
grosa sin la debida consulta, lo que enfatiza una responsabilidad profesional que va mas alla
del simple acto de venta.

5.2. Responsabilidad administrativa

Las infracciones a las normativas sanitarias, como la venta de medicamentos sin la formula
médica requerida, pueden dar lugar a un proceso administrativo sancionatorio por parte de
las autoridades sanitarias competentes. Principalmente, el INVIMA, y en el &mbito de sus com-
petencias, las Entidades Territoriales de Salud (ETS), estan facultadas para imponer sanciones
[50].

Segun lo establecido, las sanciones que puede imponer el INVIMA, graduadas segtn la
gravedad de la infraccion, incluyen [50]: 1) Amonestacion: Un llamado de atencion formal al
infractor. 2) Multas: Sanciones pecuniarias que pueden ser significativas, calculadas en sala-
rios minimos legales mensuales vigentes (SMLMYV), pudiendo partir de diez mil (10.000)
SMLMYV en adelante, dependiendo de la naturaleza y calificacion de la falta. 3) Decomiso de
productos: Incautacion definitiva de la mercancia cuando esta no cumple con las disposiciones
sanitarias o representa un riesgo para la salud. 4) Suspension o cancelacion del registro sani-
tario o de la licencia de funcionamiento: Privacion temporal o definitiva del derecho a comer-
cializar el producto o a operar el establecimiento. 5) Cierre temporal o definitivo del estable-
cimiento, edificacion o servicio respectivo: En casos de faltas graves, se puede ordenar el cese
de actividades del establecimiento infractor.

Ademas, los titulares de registros sanitarios son responsables por las transgresiones a
normativas especificas como la Resolucion 1896 de 2023 sobre publicidad y comercializacion,
y tienen el deber de informar al INVIMA si terceros publicitan sus productos de manera inde-
bida [44]. La responsabilidad administrativa tiene una finalidad primordialmente preventiva
y correctiva, buscando asegurar el cumplimiento de las normas sanitarias y proteger la salud
publica. No obstante, la efectividad disuasoria de estas sanciones depende crucialmente de la
probabilidad de deteccion de la infraccion y de la agilidad y severidad con que se apliquen.

5.3. Responsabilidad civil
La responsabilidad civil surge cuando la conducta del dispensador o del establecimiento far-
macéutico causa un dafio patrimonial o extrapatrimonial a un paciente. En el contexto de la
venta de medicamentos sin prescripcion, esta responsabilidad se configuraria si, como conse-
cuencia de dicha venta indebida, el paciente sufre un efecto adverso, una complicacién en su
estado de salud, o cualquier otro perjuicio evaluable econdmicamente. El objetivo de la accién
civil es obtener una indemnizacion que repare integralmente los dafios y perjuicios ocasiona-
dos [54, 56].

Este tipo de responsabilidad tiene su fundamento juridico en articulo 2341 de Codigo civil
“el que ha cometido un delito o culpa, esta obligado a la indemnizacion de los perjuicios.” Por
lo tanto, Para que proceda una reclamacién por responsabilidad civil, es necesario que el de-
mandante acredite tres elementos fundamentales: 1) La conducta culposa o negligente: En
este caso, la venta de un medicamento que requiere féormula médica sin exigir dicha prescrip-
cion constituye una clara negligencia y un incumplimiento de las obligaciones profesionales y
normativas. 2) El dafio: Se debe demostrar la existencia de un perjuicio cierto presente o futuro,
determinado y cuantificable sufrido por el paciente (e.g., costos de tratamientos adicionales,
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incapacidades, traslados, dafio moral). 3) El nexo de causalidad: Es indispensable probar que
el dafio sufrido fue consecuencia directa de la conducta culposa o negligente del dispensador
o establecimiento.

La responsabilidad civil puede ser atribuida solidariamente a los distintos sujetos inter-
vinientes en la cadena de dispensacién y direccidon del establecimiento farmacéutico. Esta in-
cluye al farmacéutico titular, al regente, al sustituto debidamente acreditado (si actta), y a la
persona natural o juridica propietaria del establecimiento, conforme a lo dispuesto en el ar-
ticulo 2344 del Cddigo Civil [54]. La indemnizacion correspondiente comprende tanto el dafio
emergente como el lucro cesante, el primero de ellos estd constituido por la pérdida o dismi-
nucion patrimonial que sufre el usuario del medicamento como consecuencia de la negligencia
o hecho dafioso, mientras que el segundo, tiene lugar si la persona experimenta un menoscabo
en sus ganancias o ingresos habituales debido al perjuicio irrogado. En uno y otro caso, ambos
deben ser demostrados y cuantificados judicialmente.

5.4. Responsabilidad penal

La responsabilidad penal se configura cuando la conducta relacionada con la venta de medi-
camentos se adectia a alguno de los tipos penales descritos en el Codigo Penal colombiano
(Ley 599 de 2000) u otras leyes penales especiales. Esta es la forma mas severa de responsabi-
lidad y puede acarrear penas privativas de la libertad y multas, ademas de las inhabilidades
que correspondan [54]. Algunos de los delitos que podrian configurarse en el contexto de la
venta irregular de medicamentos son:

5.4.1. Corrupcion de alimentos, productos médicos o material profildctico (Articulo 372 del
Cddigo Penal): Este delito sanciona a quien, entre otras conductas, comercialice productos mé-
dicos que se encuentren alterados, contaminados o envenenados. La Corte Suprema de Justicia
de Colombia, en una sentencia relevante (caso SPRYCEL), conden6 a un individuo por este
delito (en concurso con usurpacion de derechos de propiedad industrial) por haber vendido
un medicamento oncoldgico (SPRYCEL) que en realidad habia sido alterado y contenia un
antiviral, lo cual causé efectos adversos en el paciente. La condena impuesta fue de 96 meses
de prision y una multa considerable [57]. Este caso es paradigmatico, pues demuestra que la
comercializacion de un medicamento que no corresponde a su naturaleza o que ha sido mani-
pulado fraudulentamente puede escalar a responsabilidad penal grave, incluso si el movil
principal no es el dolo directo de causar dafo, sino la negligencia grave o el &nimo de lucro a
expensas de la seguridad del paciente.

5.4.2. Enajenacion ilegal de medicamentos (Articulo 374A del Cédigo Penal, adicionado por
la Ley 1453 de 2011): Este tipo penal sanciona, entre otras conductas, a quien enajene, exporte,
importe, transporte, distribuya, almacene, comercialice o adquiera medicamentos que hayan
sido introducidos al pais o comercializados sin cumplir con los requisitos legales, o que hayan
sido sustraidos u obtenidos fraudulentamente de programas estatales. El caso SPRYCEL [57]
diferencia este delito del Art. 372, sefialando que el Art. 374A se refiere a medicamentos legi-
timos pero obtenidos o comercializados de forma fraudulenta, no necesariamente alterados en
su composicion.

5.4.3. Lesiones Personales Culposas (Articulos 111 y siguientes, en concordancia con el Ar-
ticulo 109 del Cédigo Penal) u Homicidio Culposo (Articulo 109 del Cédigo Penal): Si la venta
de un medicamento sin la prescripcion médica requerida, realizada con imprudencia, negli-
gencia o impericia (es decir, de manera culposa), resulta en lesiones que afectan la salud o la
integridad del paciente, o incluso su muerte, el responsable podria ser imputado por estos
delitos. Seria necesario demostrar la infraccion al deber objetivo de cuidado (como no exigir la
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receta para un medicamento que claramente la necesita, o no informar adecuadamente sobre
sus riesgos) y que esta omision fue la causa determinante del resultado lesivo [58].

La dificultad de probar el nexo causal directo entre la venta sin receta de un medicamento
(no alterado) y un efecto adverso puede ser un obstaculo, especialmente si el efecto es un riesgo
conocido del farmaco. Sin embargo, la venta sin la prescripcion requerida priva al paciente de
una evaluacion médica que podria haber prevenido el uso del medicamento en ese individuo
particular o haber advertido sobre riesgos especificos. Por ello, la venta sin receta podria con-
siderarse per se una negligencia que facilita la configuracion del nexo causal con el dafio, al
eliminar una barrera de seguridad fundamental del sistema de salud.

5.5. Analisis de jurisprudencia relevante
La jurisprudencia es esencial para comprender como se aplican estas normas en la practica.

El caso SPRYCEL es un referente clave. La Corte Suprema de Justicia no casé la sentencia
condenatoria, validando la interpretacion de que entregar un producto médico diferente al
etiquetado constituye una "alteracion" bajo el articulo 372 del Cdédigo Penal. Este fallo subraya
la gravedad con la que el sistema judicial puede tratar la comercializacién de medicamentos
que no cumplen con su descripcidn, una forma extrema de mala praxis en la dispensacion que
puede tener consecuencias penales severas para los responsables en farmacias y droguerias
[57].

Si bien las sanciones impuestas por la Superintendencia de Industria y Comercio (SIC)
en casos como el de Pfizer y Drosan [59], se referian al incumplimiento de precios maximos y
no directamente a la venta sin receta, son ilustrativas de la capacidad sancionatoria del Estado
en el sector farmacéutico y de la vigilancia que ejercen otras entidades ademas de las estricta-
mente sanitarias.

La doctrina y jurisprudencia comparada (como la espafiola referenciada en [60]) también
ofrecen principios sobre la responsabilidad del farmacéutico por errores en la dispensacion,
conservacion inadecuada de medicamentos y falta de informacion al paciente, que pueden ser
analogos y servir de guia interpretativa en Colombia.

El mas alto tribunal en materia de derechos fundamentales, la Corte Constitucional de
Colombia, a través de la sentencia T-760 de 2008 aborda el tema de la automedicacién y el
derecho a la salud. En esta providencia se reconoce el derecho de los individuos a acceder a
los servicios de salud que requieran, garantia que incluye la correcta prescripcion y suministro
de medicamentos por parte de profesionales de la salud [61].

La existencia de estos multiples niveles de responsabilidad (administrativa, civil y penal)
evidencia la seriedad con la que el ordenamiento juridico colombiano aborda la dispensacién
y venta de medicamentos. No obstante, la efectividad disuasoria de este entramado legal de-
pende intrinsecamente de la probabilidad real de deteccion de las infracciones y de la capaci-
dad del sistema para imponer las sanciones correspondientes de manera oportuna y efectiva.

6. IMPLICACIONES LEGALES POR EFECTOS ADVERSOS GRAVES DERIVADOS DE
LA VENTA SIN PRESCRIPCION

Cuando la venta de un medicamento sin la prescripcién médica requerida resulta en efectos
adversos graves para la salud del paciente, las implicaciones legales para el dispensador y el
establecimiento farmacéutico pueden intensificarse significativamente, abarcando desde un
aumento en la cuantia de las indemnizaciones civiles hasta la configuracion de delitos penales
con penas privativas de la libertad. La clave en estos escenarios radica en la demostraciéon del
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nexo causal entre la actuacion indebida y el dafio sufrido, asi como en la aplicaciéon de norma-
tivas protectoras como el Estatuto del Consumidor [53].

6.1. Establecimiento del nexo causal

Para imputar responsabilidad por un efecto adverso grave, es crucial demostrar que la venta
sin prescripcion (o la dispensacion negligente o incorrecta) fue un factor determinante o, al
menos, contribuyente significativo al dafio padecido por el paciente. El afectado, o quien actte
en su nombre, deberd probar tres elementos fundamentales, de manera similar a lo que exige
el articulo 21 del Estatuto del Consumidor (Ley 1480 de 2011) para la responsabilidad por pro-
ducto defectuoso [53]: 1) El defecto del producto o la negligencia en la venta/dispensacion:
La venta de un medicamento que exige formula médica sin dicha prescripcion constituye per
se una conducta negligente, una omision del deber objetivo de cuidado por parte del farma-
céutico o del establecimiento. 2) La existencia del dafio: Se debe acreditar la ocurrencia de un
efecto adverso grave, como una lesion incapacitante, una enfermedad cronica, el agravamiento
severo de una condicion preexistente, o incluso la muerte. 3) El nexo de causalidad: Se debe
establecer una relacion directa y ldgica entre la venta indebida del medicamento y el dafio
grave sufrido.

La ausencia de una prescripcion médica implica que el paciente fue privado de una eva-
luacion profesional previa. Esta evaluacion es la que permitiria al médico identificar posibles
contraindicaciones para ese paciente especifico, prever interacciones medicamentosas peligro-
sas, ajustar la dosis segtn las necesidades individuales, o determinar si el medicamento era,
en primer lugar, el adecuado y seguro para la condicion del paciente. Al omitirse este filtro de
seguridad esencial, la prueba del nexo causal entre la venta sin receta y el dafio resultante se
facilita, especialmente si el efecto adverso es uno de los riesgos conocidos que la supervision
médica busca prevenir. Podria argumentarse que la venta sin receta es una condicion sine qua
non para la materializacion del dafio en muchos casos.

6.2. Agravamiento de la responsabilidad del dispensador/establecimiento

La gravedad del efecto adverso tiene una correlacion directa con la magnitud de la responsa-
bilidad legal:

6.2.1. Responsabilidad civil: Si el efecto adverso es grave, la cuantia de la indemnizacién por
dafos y perjuicios que se puede reclamar sera considerablemente mayor. Esta indemnizacién
buscara cubrir no solo los gastos médicos directos e indirectos, sino también el dafio emergente
(perjuicio econdmico inferido), el lucro cesante (pérdida de ingresos), y los perjuicios morales
o extrapatrimoniales (morales, vida en relacion, dafio a bienes personalisimos de especial pro-
teccidn constitucional) derivados del sufrimiento, la pérdida de calidad de vida, o la afliccion
por la pérdida de un ser querido afectacion en el proyecto de vida, de las relaciones sociales y
familiares.

6.2.2. Responsabilidad penal: La generacion de efectos adversos graves puede llevar la con-
ducta del dispensador al ambito penal. Si se demuestra que la venta sin prescripcién de un
medicamento, realizada con negligencia (culpa), condujo a lesiones que menoscaban grave-
mente la salud o integridad del paciente, o a su muerte, podrian configurarse delitos como: 1)
Lesiones personales culposas: Tipificadas en los articulos 111 y siguientes del Cddigo Penal,
en concordancia con el articulo 109 que define la modalidad culposa. La pena varia segtn la
gravedad de la lesion (incapacidad para trabajar, deformidad, perturbacién funcional o psi-
quica, pérdida anatdmica o funcional). 2) Homicidio culposo: Contemplado en el articulo 109
del Cédigo Penal, si la conducta negligente del dispensador resulta en la muerte del paciente.
La jurisprudencia historica, incluso en otros ordenamientos juridicos como el espafiol [62], ha
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reconocido que la sustitucion indebida de medicamentos o el despacho sin las formalidades
prescritas, si de ello resulta la muerte, pueden constituir un delito farmacologico culposo. El
Codigo Penal colombiano define la conducta punible tanto por acciéon como por omision y
establece las correspondientes penas [54].

6.3. Aplicacion del Estatuto del Consumidor (Ley 1480 de 2011)
Los medicamentos son considerados productos y los pacientes que los adquieren son consu-
midores, por lo que el Estatuto del Consumidor (Ley 1480 de 2011) ofrece un marco de protec-
cion adicional que es plenamente aplicable en estos casos:
6.3.1. Responsabilidad por producto defectuoso (Articulo 20): Esta norma establece que el pro-
ductor (laboratorio fabricante) y el expendedor (farmacia o drogueria) seran solidariamente
responsables por los dafios causados por los defectos de sus productos. Un medicamento ven-
dido sin la informacion adecuada sobre sus riesgos, o sin la evaluacion médica que asegure su
idoneidad para un paciente particular (lo cual se omite al vender sin receta un farmaco que la
exige), podria considerarse "defectuoso" en términos de la seguridad esperada por el consu-
midor. La venta de un medicamento de prescripcion sin la férmula puede ser interpretada no
solo como una infraccion sanitaria, sino como una falla en la "seguridad del producto”, ya que
se priva al paciente de la evaluacion de riesgos profesional que la prescripcion representa [53].
6.3.2. Garantia de seguridad (Articulo 1, Numeral 1.2): Los consumidores tienen el derecho
primordial a la seguridad e indemnidad. Los productos no deben causar dafio en condiciones
normales de uso ni como resultado de informacion deficiente. La venta sin prescripcion de un
medicamento que la requiere vulnera esta garantia si conduce a un uso inseguro y a la mate-
rializacion de un efecto adverso grave [53].
6.3.3. Daiios indemnizables por producto defectuoso (Articulo 19): El Estatuto contempla ex-
plicitamente la indemnizacién por "muerte o lesiones corporales, causadas por el producto
defectuoso” [53].
6.3.4. Responsabilidad solidaria (Articulo 20): La responsabilidad solidaria entre el productor
y el expendedor significa que, si un medicamento vendido sin receta causa un dafio grave, el
paciente afectado podria dirigir su reclamacién contra la farmacia, contra el laboratorio fabri-
cante (si se demuestra un defecto intrinseco del medicamento o una informacion insuficiente
en el empaque o prospecto), o contra ambos. La farmacia no podria escudarse completamente
en el fabricante si su propia negligencia (la venta indebida) contribuy6 o fue la causa directa
del dano [53].
6.3.5. Sanciones administrativas por la Superintendencia de Industria y Comercio (SIC) (Ar-
ticulo 61): Adicionalmente a las sanciones impuestas por el INVIMA, la SIC puede imponer
multas significativas (hasta por 2,000 SMLMYV), ordenar el cierre temporal o definitivo de es-
tablecimientos, prohibir la comercializacion de productos e incluso ordenar la destruccion de
productos que resulten perjudiciales para la salud y seguridad de los consumidores. Estas san-
ciones se sumarian a las de caracter sanitario [53].

La Tabla 3 resume los tipos de responsabilidad legal y las posibles sanciones en Colombia
por la venta indebida de medicamentos, especialmente cuando se generan efectos adversos:

Tabla 3. Tipos de responsabilidad legal y sanciones por venta indebida de medicamentos y generaciéon
de efectos adversos en Colombia

Tipo de re- Normativa princi- Autoridad Posibles sanciones/con- | Ejemplo o caso ilus-
sponsabilidad pal aplicable compe- secuencias trativo (si aplica)
tente/san-
cionadora
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de consumo

(Estatuto del Consu-
midor) [53]

cia de Industria
y Comercio
(SIC)

SMLMV), cierre de esta-
blecimiento, prohibicién
de comercializar, des-
truccion de productos.

Administrativa | Decreto 2200/2005, INVIMA, en- Amonestacién, multas Casos de incumpli-
sanitaria Decreto 677/1995, tidades territo- | (hasta 10,000 SMLMV o | miento de Buenas
Resolucion riales de salud | mas), decomiso de pro- | Practicas de Dispen-
1896/2023, Ley 9 de | (ETS) ductos, suspensién o sacion.
1979 [43] cancelacién de regis-
tro/licencia, cierre tem-
poral o definitivo del es-
tablecimiento.
Administrativa | Ley 1480 de 2011 Superintenden- | Multas (hasta 2,000 Venta de producto

defectuoso o con in-
formacion engafosa
que causa dafio.

599 de 2000): Art.
372 (Corrupcion de
productos médicos),
Art. 374A (Enajena-
cién ilegal de medi-
camentos), Arts. 111
y ss. (Lesiones Per-
sonales Culposas),
Art. 109 (Homicidio
Culposo) [54]

de la Nacién,
Jueces penales

bertad (prision), multas
penales, inhabilidades
para el ejercicio de la
profesion o de derechos
y funciones publicas.

Civil Codigo Civil (Res- Jueces civiles Indemnizacion integral | Paciente sufre dafio
ponsabilidad Extra- de perjuicios materiales | hepatico severo por
contractual Arts. (dafio emergente, lucro | medicamento ven-
2341y ss.), Ley 1480 cesante) y extrapatrimo- | dido sin receta que
de 2011 (Responsa- niales (morales, a la vida | estaba contraindi-
bilidad por pro- de relacion). cado para él.
ducto defectuoso)

[53]
Penal Coédigo Penal (Ley Fiscalia General | Penas privativas de lali- | Caso SPRYCEL: Con-

dena por Art. 372
C.P. por venta de
medicamento alte-
rado que causé dafio.
Muerte de un pa-
ciente por dispensa-
cién negligente de un
medicamento sin la
debida féormula y ad-
vertencias.

7. INTERVENCIONES LEGALES Y ESTRATEGIAS PARA LA PREVENCION DE LA AU-
TOMEDICACION EN COLOMBIA

A pesar de la existencia de un marco normativo en Colombia que busca regular la cadena del
medicamento y proteger la salud publica, la persistencia de altas tasas de automedicacion,
incluyendo el uso de farmacos que requieren prescripcién, evidencia la necesidad de analizar
criticamente su efectividad y proponer intervenciones que fortalezcan su aplicacion y aborden
las causas subyacentes de este fendmeno.

7.1. Analisis critico de la efectividad del marco legal actual

El entramado legal colombiano, compuesto por normas como los Decretos 2200 de 2005 y 3050
de 2005, y resoluciones especificas sobre clasificacion de medicamentos de venta libre (MVL)
y publicidad [40], tedricamente establece controles en puntos clave. Sin embargo, la realidad
de la automedicacion sugiere deficiencias. Un analisis de impacto normativo realizado por el
Ministerio de Salud sobre el Decreto 677 de 1995 (que establece el régimen de registros sanita-
rios) reconocid que, si bien esta norma ha sido fundamental para el fortalecimiento del mer-
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cado farmacéutico, su antigiiedad de mas de veinticinco afios amerita una revision para adap-
tarla a nuevas realidades, como el impacto de las tecnologias de la comunicacion en la difusién
de informacion y la necesidad de reglas mas claras para prevenir el consumo irracional de
medicamentos [51]. Este mismo analisis identifica la farmacovigilancia y la vigilancia posco-
mercializacion como debilidades potenciales de los sistemas regulatorios [63]. La mera exis-
tencia de leyes no garantiza su cumplimiento ni su impacto deseado si no van acompanadas
de una capacidad estatal robusta para la fiscalizacion y una adaptacion continua a los cambios
sociales y tecnoldgicos.

7.2. Propuestas de fortalecimiento de la fiscalizacién y control

Para cerrar la brecha entre la normativa y la prdctica, es imperativo fortalecer los mecanismos
de fiscalizacion y control: 1) Incrementar la rigurosidad y frecuencia de las inspecciones por
parte del INVIMA vy las Entidades Territoriales de Salud (ETS) a farmacias, droguerias y otros
establecimientos dispensadores. 2) Implementar mecanismos de verificacion mas efectivos
para asegurar la exigencia de la féormula médica, especialmente para medicamentos de alto
riesgo como los antibidticos. La Politica Farmacéutica Nacional de 2003 ya contemplaba como
meta para 2004 implementar un programa para hacer cumplir la exigencia de férmula para
antibioticos [48], lo que sugiere que este es un desafio persistente. 3) Establecer un régimen
sancionatorio mas agil y con sanciones mas severas y progresivas para establecimientos que
incurran de manera reincidente en la venta de medicamentos de prescripcion sin la férmula
correspondiente. 4) Mejorar la trazabilidad de los medicamentos de prescripcion desde el
fabricante hasta el paciente final, utilizando tecnologias que dificulten su desvio hacia canales
informales o su dispensacion sin el debido registro. 5) Fortalecer los programas de farmaco-
vigilancia para una deteccion temprana y una respuesta 4gil ante los efectos adversos deriva-
dos de la automedicacion, asi como para generar evidencia que informe las politicas de control
[64].

7.3. Iniciativas legislativas y su estado

El Congreso de la Reptblica ha considerado diversas iniciativas para reforzar el control sobre
la venta de medicamentos. Es notable la recurrencia de proyectos de ley enfocados especifica-
mente en la venta de antibidticos sin receta, lo que subraya una preocupacion constante y una
posible percepcion de insuficiencia en las normativas generales existentes para abordar este
problema critico, especialmente en el contexto de la creciente resistencia antimicrobiana.

El Proyecto de Ley 274 de 2008 del Senado buscaba reglamentar la venta de medicamen-
tos y prohibir explicitamente la venta de antibioticos sin formula médica, ademas de exigir un
registro de las recetas dispensadas [65].

Posteriormente, el Proyecto de Ley 077/16S, presentado en 2016, también tenia como ob-
jetivo prohibir la venta de antibioticos sin formula y regular las cantidades dispensadas. Segun
informacion de 2016, esta propuesta contaba con ponencia positiva para primer debate en la
Comisidn Séptima del Senado. El estado actual y el tramite final de estos proyectos especificos
requeririan una consulta actualizada en los archivos del Congreso, ya que la informacion dis-
ponible no precisa su desenlace [66]. No obstante, su mera existencia y discusion legislativa
son indicativos de un reconocimiento de las falencias en el control efectivo.

Mas recientemente, entre 2024 y 2025, se han expedido normativas y presentado propues-
tas que, si bien no todas abordan directamente la venta sin formula en farmacias comunitarias,
si impactan el ecosistema de la prescripcidn y el acceso a medicamentos:

La Resolucion 740 de 2024 (modificada por la Resolucion 2622 de 2024) actualiza el pro-
cedimiento de acceso, reporte de prescripcion, suministro y control de tecnologias en salud y
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servicios complementarios no financiados con recursos de la UPC, a través de la herramienta
MIPRES [67]. Estas resoluciones buscan fortalecer los mecanismos de prescripcion formal y el
control sobre tecnologias de alto costo o no cubiertas por el plan basico.

La Resolucion 2025010547 de 2025 adopta un Plan de Contingencia para la gestion de
tramites de Registro Sanitario y tramites asociados en la Direcciéon de Medicamentos y Pro-
ductos Biologicos del INVIMA [68]. Aunque su objetivo principal es agilizar tramites ante el
INVIMA, podria tener un impacto indirecto en la disponibilidad de medicamentos en el mer-
cado.

Un Proyecto de Decreto del Ministerio de Salud y Proteccion Social busca redefinir las
reglas para la apertura y traslado de farmacias y droguerias minoristas, con el fin de mejorar
el acceso a medicamentos en zonas vulnerables y orientar su ubicacion bajo principios de equi-
dad territorial [69]. Mejorar el acceso formal y geografico a los servicios farmacéuticos podria,
indirectamente, reducir la necesidad de recurrir a la automedicacion o a canales informales
por barreras de acceso.

7.4. Politicas publicas y programas educativos

La prevencion de la automedicacion no puede depender exclusivamente de medidas coerciti-
vas o regulatorias. Es fundamental un abordaje integral que incluya politicas ptblicas robustas
y programas educativos.

La Politica Farmacéutica Nacional ya establece como pilares el acceso, la calidad y, cru-
cialmente, el uso adecuado de los medicamentos. Esta politica promueve la capacitacion de
todos los actores involucrados en el circuito del medicamento y el fomento del uso de la De-
nominacion Comun Internacional (DCI) para la prescripcion [44].

Es imperativo desarrollar y sostener programas educativos y campaiias de conciencia-
cion dirigidas a la poblacion general sobre la gravedad de la automedicacion, los riesgos es-
pecificos de consumir medicamentos sin prescripcion (especialmente antibidticos y otros far-
macos de riesgo), y la importancia de consultar a un profesional de la salud [70]. El profesional
farmacéutico es reconocido como una figura clave en el equipo de salud para educar a la po-
blacion en practicas adecuadas y seguras [70]. Iniciativas como la campana "Tu salud NO es
un juego" [71] y los llamados del INVIMA al uso responsable de antibioticos son ejemplos de
esfuerzos en esta direccion, pero requieren ser ampliados y sostenidos en el tiempo [64].

Las estrategias de prevencion deben ser multifacéticas. Un enfoque que combine el forta-
lecimiento de la regulacién y la fiscalizaciéon (el "poder duro" del Estado) con la educacién
ciudadana, la promocién de la salud y la mejora del acceso y la calidad del sistema de salud
(el "poder blando") es esencial. Abordar solo un aspecto resultara insuficiente dada la natura-
leza multicausal de la automedicacion.

7.5. E1 Rol de los profesionales de la salud y las instituciones

Todos los actores del sistema de salud comparten responsabilidad en la prevencion de la au-
tomedicacion:

7.5.1. Médicos y Odontélogos: Deben realizar una prescripcion racional y basada en la eviden-
cia, informar adecuadamente al paciente sobre su tratamiento, los beneficios esperados y los
posibles riesgos, y educar sobre la importancia de no automedicarse con los medicamentos
prescritos para futuras ocasiones o para otras personas [43].

7.5.2. Farmacéuticos y Tecnologos en Regencia de Farmacia: Tienen un rol crucial en el punto
de dispensacién. Deben cumplir estrictamente con la obligacion de exigir la formula médica
para los medicamentos que la requieren, brindar informacion clara y comprensible sobre el
uso adecuado tanto de MVL como de medicamentos prescritos, y actuar como educadores
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sanitarios, aconsejando al paciente y detectando posibles problemas relacionados con medica-
mentos [70].

7.5.3. Instituciones Prestadoras de Servicios de Salud (IPS) y Entidades Promotoras de Salud
(EPS): Deben trabajar para garantizar un acceso oportuno y de calidad a la consulta médica y
a los servicios farmacéuticos, reduciendo las barreras administrativas, econémicas y geografi-
cas que pueden llevar a los pacientes a automedicarse por desesperacion o falta de alternativas
[72].

7.6. Consideraciones sobre la "Automedicacion Responsable" dentro de un marco regulado
Es necesario reconocer que la automedicacion con MVL para el alivio de sintomas leves y tran-
sitorios es una practica comun y, bajo ciertas condiciones, puede ser aceptable como parte del
autocuidado de la salud [73]. La clave para que esta practica sea segura y efectiva reside en
que sea informada, utilizando tinicamente medicamentos que cumplan con los estrictos crite-
rios de seguridad y eficacia para ser clasificados como MVL (segtin la Resolucion 0886 de 2004
[40]), y, fundamentalmente, que cuente con el consejo y la orientacion del profesional farma-
céutico. Los medicamentos adecuados para una automedicacion responsable deben ser efica-
ces para sintomas autolimitados, fiables, de facil empleo y con un amplio margen terapéutico
[15, 20].

El concepto de "automedicacion responsable”, aunque promovido por la industria y reco-
nocido por la OMS, requiere una delimitacion legal muy precisa y una guia profesional cons-
tante. El desafio regulatorio y de salud publica consiste en promover esta forma de autocui-
dado de manera segura, sin que se desborde hacia el uso indebido de medicamentos que si
requieren prescripcion o para tratar condiciones que necesitan un diagnostico médico certero.
Fortalecer el rol del farmacéutico comunitario como consejero y educador es vital para alcan-
zar este equilibrio [2].

La experiencia internacional, aunque no detallada extensivamente aqui, sugiere que el
control de la venta de medicamentos y la lucha contra la automedicacion son desafios com-
partidos. Paises como Chile [74], Argentina [75], Espafa [76] y México [77] han implementado
diversos enfoques regulatorios, que incluyen desde sanciones penales por venta ilegal hasta
sistemas de control para antibidticos y regulacion de la publicidad. Colombia podria benefi-
ciarse del analisis de estas experiencias para identificar lecciones aprendidas y adaptar estra-
tegias que hayan demostrado ser efectivas en contextos comparables.

8. CONCLUSIONES

La automedicacién en Colombia se erige como un fenémeno complejo con profundas raices
sociales y significativas implicaciones legales y de salud publica. La alta prevalencia de esta
practica, que abarca desde el uso de medicamentos de venta libre hasta el consumo riesgoso
de farmacos que requieren prescripcion médica, es impulsada por una amalgama de factores
que incluyen aspectos culturales, socioecondmicos, barreras de acceso al sistema de salud, la
influencia de la publicidad y las percepciones individuales sobre la enfermedad y su manejo.
Los riesgos asociados son considerables, destacandose las reacciones adversas, el enmascara-
miento de enfermedades graves, las interacciones medicamentosas y, de manera alarmante, la
contribucion a la crisis global de resistencia antimicrobiana.

El marco legal colombiano ha establecido una estructura para la clasificacion, venta, pu-
blicidad y control de medicamentos, asignando responsabilidades claras a los diferentes acto-
res de la cadena del medicamento y contemplando sanciones administrativas, civiles y penales
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para quienes incurran en la venta indebida, especialmente si de ello se derivan efectos adver-
sos graves. No obstante, la persistencia y magnitud del problema sugieren que la efectividad
de este marco normativo se ve limitada por desafios en su aplicacion, fiscalizacion y por la
necesidad de una adaptacion continua a las dinamicas sociales y tecnoldgicas. La solucion a la
problemadtica de la automedicacion, por tanto, no reside tinicamente en la promulgacion de
mas leyes, sino en un cambio cultural profundo, apoyado por un sistema de salud mas accesi-
ble, eficiente y equitativo, y una fiscalizacion regulatoria que sea robusta, constante y efectiva.

La "automedicacion responsable", entendida como el uso informado de medicamentos de
venta libre para afecciones menores bajo la guia de un profesional farmacéutico, puede tener
un lugar legitimo en el autocuidado. Sin embargo, es crucial que esta practica sea cuidadosa-
mente enmarcada y promovida, con una delimitacion legal clara y un fuerte componente de
educacidn y consejo profesional, para evitar que se convierta en una puerta de entrada a prac-
ticas de mayor riesgo o que retrase la busqueda de atencion médica necesaria.
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SUMMARY

The low solubility of drugs presents a significant challenge in pharmaceutical development. This study
evaluates the ability of five artificial intelligence models — Artificial Neural Network (ANN), Random
Forest, K-Nearest Neighbors (KNN), Linear Regression, and XGBoost — to predict drug solubility in
cosolvent systems. The study uses a dataset that integrates the physicochemical properties of the solute
and solvent. The objective was to identify the most accurate model and analyze the relative importance
of the predictor variables. The results demonstrate a clear hierarchy in model performance. Tree-based
algorithms XGBoost and Random Forest showed exceptional predictive power with coefficients of de-
termination (R?) of 0.9737 and 0.9752, respectively, and the lowest mean squared errors. The ANN
model also demonstrated robust performance (R? = 0.9585), whereas the linear regression model was
unable to capture the nonlinear relationships inherent in the system (R? = 0.4463). Feature importance
analysis revealed significant differences: tree models prioritized the drug's molar mass, while ANN
attributed considerable importance to the cosolvent system's properties, such as the solvents' molar
mass and volume. These differences highlight the complexity of solubility as a multifactorial phenom-
enon. We conclude that ensemble models, particularly XGBoost, are highly effective and accurate tools
for in silico solubility prediction. Additionally, we find that a comparative modeling approach is crucial
for gaining a holistic understanding of the physicochemical interactions that govern the process.

Keywords: Solubility; drugs; artificial intelligence (Al); predictive models; cosolvent systems; phar-
macy.
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RESUMEN
Evaluacién de modelos de IA para predecir la solubilidad de fairmacos en sistemas cosolventes

La baja solubilidad de los farmacos supone un reto importante en el desarrollo farmacéutico. En este
estudio se evalta la capacidad de cinco modelos de inteligencia artificial (red neuronal artificial, bosque
aleatorio, K-vecinos mas cercanos, regresion lineal y XGBoost) para predecir la solubilidad de los far-
macos en sistemas cosolventes. El estudio utiliza un conjunto de datos que integra las propiedades fisi-
coquimicas del soluto y el solvente. El objetivo era identificar el modelo mas preciso y analizar la im-
portancia relativa de las variables predictivas. Los resultados muestran una clara jerarquia en el rendi-
miento de los modelos. Los algoritmos basados en arboles, XGBoost y Bosque Aleatorio, mostraron una
capacidad predictiva excepcional, con coeficientes de determinacion (R?) de 0,9737 y 0,9752, respectiva-
mente, y los errores cuadrados medios mas bajos. El modelo ANN también demostré un buen rendi-
miento (R?=0,9585), mientras que el modelo de regresion lineal no pudo captar las relaciones no lineales
inherentes al sistema (R? = 0,4463). El analisis de importancia de las caracteristicas revel6 diferencias
significativas: los modelos de arbol dieron prioridad a la masa molar del farmaco, mientras que la ANN
atribuy6 una importancia considerable a las propiedades del sistema cosolvente, como la masa molar y
el volumen de los disolventes. Estas diferencias ponen de manifiesto la complejidad de la solubilidad
como fendémeno multifactorial. En conclusién, los modelos de conjunto, en particular XGBoost, son he-
rramientas muy eficaces y precisas para la prediccion de la solubilidad in silico. Ademas, consideramos
que un enfoque de modelizaciéon comparativa es fundamental para obtener una comprension global de
las interacciones fisicoquimicas que rigen el proceso.

Palabras clave: Solubilidad; medicamentos; inteligencia artificial (IA); modelos predictivos; sistemas
cosolventes; farmacia.

RESUMO

Avaliagdo de modelos de IA para prever a solubilidade de medicamentos em sistemas de co-solven-
tes

A baixa solubilidade dos farmacos representa um desafio importante no desenvolvimento farmacéutico.
Este estudo avalia a capacidade de cinco modelos de inteligéncia artificial (rede neural artificial, floresta
aleatoria, K-vizinhos mais proximos, regressao linear e XGBoost) para prever a solubilidade dos farma-
cos em sistemas co-solventes. O estudo utiliza um conjunto de dados que integra as propriedades fisico-
quimicas do soluto e do solvente. O objetivo era identificar o modelo mais preciso e analisar a impor-
tancia relativa das varidveis preditivas. Os resultados mostram uma hierarquia clara no desempenho
dos modelos. Os algoritmos baseados em arvores, XGBoost e Random Forest, mostraram uma capaci-
dade preditiva excepcional, com coeficientes de determinagao (R?) de 0,9737 e 0,9752, respectivamente,
e os menores erros quadraticos médios. O modelo ANN também demonstrou um bom desempenho (R?
=0,9585), enquanto o modelo de regressao linear nao conseguiu captar as relagdes nao lineares inerentes
ao sistema (R? = 0,4463). A andlise da importancia das caracteristicas revelou diferencas significativas:
os modelos de arvore deram prioridade a massa molar do farmaco, enquanto a ANN atribuiu uma
importancia consideravel as propriedades do sistema co-solvente, como a massa molar e o volume dos
solventes. Estas diferencas evidenciam a complexidade da solubilidade como um fendmeno multifato-
rial. Em conclusado, os modelos de conjunto, em particular o XGBoost, sao ferramentas muito eficazes e
precisas para a previsao da solubilidade in silico. Além disso, consideramos que uma abordagem de
modelagem comparativa é fundamental para obter uma compreensao global das interagdes fisico-qui-
micas que regem o Processo.

Palavras-chave: Solubilidade; medicamentos; inteligéncia artificial (IA); modelos preditivos; sistemas
co-solventes; farmacia.
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1. INTRODUCTION

The prevalence of low solubility in pharmaceutical research and development (R&D) portfo-
lios has reached alarming proportions. While previous studies indicated that more than 40%
of new chemical entities (NCEs) were practically insoluble in water, more recent estimates
place this figure between 70% and 90% of all compounds in development [1, 2]. This phenom-
enon is not random, but rather the result of a paradigm shift in drug discovery strategies.
Modern tools such as high-throughput screening (HTS) and target-oriented drug design have
revolutionized our ability to identify potent and selective compounds. However, this success
has had an unintended consequence [3, 4].

These methodologies tend to select molecules that are structurally larger, more complex,
and — crucially —more lipophilic (fat-loving) to achieve optimal binding to their biological tar-
gets [5]. There is a well-established inverse correlation between lipophilicity and aqueous sol-
ubility. Therefore, as discovery tools become more efficient at identifying potent ligands, they
systematically generate a higher proportion of candidates with unfavorable physicochemical
properties. This creates a self-perpetuating solubility crisis where success in the early stages of
discovery fuels challenges in later stages of formulation. In addition to the drug's intrinsic
chemical structure, other factors, such as its pKa (which determines its state of ionization based
on the pH of the medium) and solid state (polymorphism), also significantly influence solu-
bility [6]. Crystalline drug forms are generally less soluble than their amorphous counterparts,
adding another layer of complexity to the formulation challenge [7].

Traditionally, determining solubility has been a laborious experimental process. The ref-
erence method, known as the "shake-flask" method, involves shaking an excess of the com-
pound in a solvent until equilibrium is reached [8]. This process can take days and requires
significant amounts of compound, solvents, and human resources. While this methodology is
accurate, it is incompatible with the pace and scale of modern drug discovery, where thou-
sands of compounds must be evaluated in the early stages [8-10].

The economic imperative to find alternatives is overwhelming. Bringing a new drug to
market costs an estimated $1 billion, with more than 30% of that cost devoted to formulation
[11]. Failure of a candidate in the advanced stages of development due to insurmountable for-
mulation problems represents massive financial loss. I silico (computational) methods emerge
as a strategic solution here [12, 13]. These approaches can predict a compound's solubility
based solely on its molecular structure, eliminating the need for physical synthesis [12].

The shift toward silico prediction is a fundamental change in development strategy. Rather
than taking a reactive approach where formulation scientists attempt to "rescue" a promising
but poorly soluble compound in the late stages, this strategy is proactive and design-based.
Computational tools enable solubility to be considered a key optimization parameter from the
earliest stages of discovery, alongside potency and selectivity. Chemists can screen virtual li-
braries of millions of compounds to identify those with a favorable balance of activity and
physicochemical properties. This approach dramatically accelerates the R&D cycle, reduces
costs, decreases reliance on animal models, and increases the overall likelihood of clinical suc-
cess. The goal is not to replace experimentation entirely, but rather to guide it, enabling labor-
atory resources to focus on the most promising drug candidates [13].
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2. METHODOLOGY

The research design aimed to identify the machine learning model with the greatest predictive
capacity for the solubility of certain drugs in pure solvents and solvent mixtures of industrial
interest. To ensure reproducibility and prevent information leakage, the entire workflow was
implemented, from data preprocessing to final validation.

Each implemented model is based on a distinct learning principle, enabling a comparative
assessment of their ability to capture the relationships between drug properties, solvent char-
acteristics, and operating conditions. Linear Regression was employed as the baseline model
due to its simplicity and interpretability, assuming a linear relationship between variables; its
primary role is to establish a minimum performance benchmark against which more complex
methods can be evaluated. The K-Nearest Neighbors (KNN) algorithm, in contrast, bases its
predictions on instance similarity, estimating the solubility of a compound from the values of
its closest neighbors in the feature space, making it particularly useful for capturing local pat-
terns.

Decision tree-based models, such as Random Forest and XGBoost, allow for the identifi-
cation of complex and non-linear interactions between variables. Random Forest constructs
multiple trees trained on random subsets of both the data and the features, averaging their
outputs to reduce variance and enhance stability. XGBoost, on the other hand, optimizes se-
quentially by correcting the residual errors of previous predictions, incorporating regulariza-
tion to improve generalization. Finally, a Multilayer Perceptron (MLP) Artificial Neural Net-
work was evaluated, capable of approximating highly non-linear functions through intercon-
nected hidden layers of neurons, making it well-suited for modeling complex physicochemical
phenomena.

In this context, it is important to remember that the methodology for developing an artifi-
cial intelligence model capable of predicting drug solubility is based on a supervised machine
learning workflow. Initially, a database was consolidated and curated that integrates some
specified predictor variables, from the intrinsic properties of the drug such as its Molar Mass,
Solubility Parameter, Melting Temperature (K), and Melting Enthalpy (kJ/mol), to the charac-
teristics of the co-solvent system, including the properties of Solvents 1 and 2 and their respec-
tive molar fractions. This dataset underwent rigorous preprocessing, which included: 1) en-
coding categorical variables (solvent names) into a numerical format using techniques such as
one-hot encoding; and 2) standardizing or normalizing all numerical features so that their dif-
ferent scales would not negatively affect the model's performance.

2.1. Data preprocessing and segmentation

The initial dataset (Tables 1 and 2) was preprocessed to adapt the variables to the modeling
algorithms. Categorical variables were transformed using one-hot encoding, and numerical
variables were standardized using z-scores to mitigate scale bias.

Then, the preprocessed dataset was stratified into training (80%) and testing (20%) sub-
sets. A fixed random seed (random_state=42) was used to ensure reproducibility of the parti-
tion. We encapsulated the entire preprocessing and modeling flow in a Scikit-learn Pipeline
structure to ensure that data transformers were adjusted exclusively on the training set.
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Table 1. Physicochemical properties of some drugs*®

Drugs Molar Solubility | Molar Melting tem- Melting Solubility
mass parameter | volume perature enthalpy ref.
Hydroxytyrosol | 154.16 37.05 131.2 333.55 94 [14, 15]
Indomethacin 357.79 24.5 230 433 55.1 [16-23]
Triclocarban 315.58 26.5 177.6 527.54 41.5 [24-32]
Progesterone 314.46 19.81 304.7 403.4 26.9 [33]
Meloxicam 3514 30.95 189.1 536.7 43.9 [34-38]
Amygdalin 457.43 29.9 377.3 499.56 No [39]
disponible
Acetaminophen | 151.16 28.2 111.2 441.2 27.6 [40-41]
Naproxen 230.26 234 189.4 428.8 34.2 [22, 42-44]
Methocarbamol | 241.24 25.64 1719 369.8 40.06 [45-47]
Benzoin 212.24 33.07 142.2 406 35.85 [48]
Sulfadiazine 250.28 28.89 150 532.65 44.3 [49-59]
Sulfamerazine 264.3 28.1 164.5 508.45 41.3 [49, 50, 60-
66]
Sulfamethazine | 278.33 27.42 179 468.95 39.2 [49, 50, 59,
62, 67-71]
Sulfacetamide 214.24 28.4 134.1 455.2 29.79008 [72]
Sulfapyridine 249.29 27.1 158.5 462.7 40.47 [73-75]
Sulfamethizole | 270.33 23.65 172.3 480.8 46.4 [76-78]
Sulfanilamide 172.2 24.81 128.7 435.4 23.30488 [77,78]
Methylparaben | 152.15 28.1 110.5 399.2 25.3 [79]
Ethylparaben 166.17 26.97 126.5 389.2 27.9 [80, 81]
Propylparaben 180.2 26.1 142.5 369.25 31.3 [82]
Nimodipine 418.44 229 309.2 397.2 41.7 [83]

aSee Delgado et al. [84]; ®Units: Molar mass in g/mol; Solubility parameter in MPa'?2, Molar volume in
cm?/mol; Melting temperature in K; Melting enthalpy in k]J/mol.

2.2. Model training and comparative evaluation:

We trained and evaluated a set of five regression algorithms [85], which were selected to cover
different modeling approaches: artificial neural network (ANN), a random forest, a K-nearest
neighbors (KNN) model, a linear regression model, and an XGBoost model.

The performance of each model was quantified using a five-fold cross-validation protocol
applied only to the training set. The evaluation was based on three standard regression task
metrics: the coefficient of determination (R?), root mean square error (RMSE), and mean abso-
lute error (MAE). During this stage, we optimized the hyperparameter k for the KNN model
and identified k = 11 as the value offering the optimal balance between bias and variance.
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Table 2. Physicochemical properties of some solvents of interest to the pharmaceutical industry

Solvents Molar mass | Solubility parameter | Molar volume Solubility
(g/mol) (MPa'?) (cm3/mol) Ref.

Water 18.01528 47.9 18

Methanol 32.04 29.6 41

Ethanol 46.068 26.6 59

1-Propanol 60.0952 24.5 75

1-octanol 130.23 20.9 158

Acetonitrile 41.05 24.8 53

1,4-Dioxane 88.11 23.2 86

Ethylene glycol 62.07 34.9 56 [86, 87]

Cyclohexane 84.16 16.8 108

Propylene glycol 76.09 30.7 734

PEG 400 400 21.6 354.45

PEG 200 200 24.3 177.65

PEG 300 300 22.5 265.98

Ethyl acetate 88.11 18.2 98

N-methyl-2-pyrrolidone 99.13 23 96.24

3. RESULTS AND DISCUSSION

The solubility of a solid drug in a solvent mixture is fundamentally governed by the balance
between the energy required to break down the crystalline lattice of the solute and the energy
released by the solvation of the drug molecules [6]. In this context, the melting temperature
(K) and melting enthalpy (kJ/mol) directly reflect the stability of the crystal lattice [7]. A high
melting temperature and enthalpy indicate an energetically stable crystal, which hinders dis-
solution and decreases solubility at a given temperature. This dissolution process is only fa-
vorable if the drug-solvent interactions offset the energy penalty. Solubility parameters (0),
based on Hildebrand-Scatchard theory, are crucial here because affinity is maximized and sol-
ubility is enhanced when the drug solubility parameter is very close to that of the solvent me-
dium [87, 88]. In a cosolvent system consisting of Solvent 1 and Solvent 2, the parameters are
not evaluated in isolation. Instead, an effective solubility parameter for the mixture is calcu-
lated [89]. This parameter is a weighted function of the Solvent 1 Solubility Parameter and the
Solvent 2 Solubility Parameter [90, 91]. It is adjusted according to the molar fractions of Solvent
1 and Solvent 2. In this way, by manipulating the molar fractions, we can “tune” the solubility
parameter of the mixture to optimally match that of the drug, thereby maximizing solubility.
Finally, the molar volume of the drug and the molar volumes of solvents 1 and 2, together
with their respective molar masses, are fundamental properties that, although sometimes
omitted in simple approximations, are indispensable for rigorous calculations of the free en-
ergy of mixing, as they influence the entropic and energetic contributions of the process, al-
lowing for a precise quantitative description of the system at the molar level, which is the
foundation of all these thermodynamic relationships [6].

Figure 1 provides a detailed analysis of the five machine learning models that were eval-
uated to predict the solubility of certain drugs compared to the experimental solubility values.
The solid line represents the identity line, which indicates a perfect prediction where the cal-
culated solubility (x3“) equals the experimental solubility (x3®). The dotted line shows the
trend of the model's predictions. Five models were analyzed: an artificial neural network
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(ANN), a random forest, a K-nearest neighbors (KNN) model, a linear regression model, and
an XGBoost model.

Artificial neural network Random forest K-Nearest Neighbors
04 T T T s 0.4~ T T T T

0.1 0.2 0.3 0.4

e o

Linear regression XGBoost
0.4 0.4 L J 1

Figure 1. Predictions from different machine learning models for the calculated solubility variable vs.
experimental solubility.

In relation to the first model, the artificial neural network demonstrates high performance. As
shown in the graph, there is a tight grouping of points around the identity line, indicating high
accuracy and an almost perfect correspondence between the predicted and experimental val-
ues. This is supported by the performance metrics, which include a coefficient of determina-
tion (R?) of 0.9585 and a mean squared error (MSE) of 0.00012522. These values suggest that
the model explains 95.85% of the variability in the experimental data, with very low residual
error. The dotted regression line nearly overlaps with the identity line, indicating that the
model is unbiased and highly effective for prediction. The Random Forest model also exhibits
outstanding performance when evaluated. Its predictions cluster tightly around the identity
line with minimal point dispersion. The metrics confirm this: an R? of 0.9752, surpassing even
the ANN. The mean square error (MSE) is 0.00008593, the lowest of all the analyzed models,
indicating exceptional accuracy and minimal prediction error. The proximity of the regression
line to the identity line further supports the idea of a robust and highly reliable model. The K-
Nearest Neighbors model shows moderate performance compared to tree and neural network
models. The graph shows greater dispersion of points around the identity line, indicating
lower prediction accuracy. This is confirmed by the metrics: an R? of 0.8996 and an MSE of
0.00030587. While the model still has acceptable explanatory power, the dispersion is signifi-
cantly greater, particularly within the lower range of values. The dotted regression line follows
the general trend but deviates more than it does in high-performance models, suggesting
lower generalization ability. The Linear Regression model shows poor performance for this
task. The graph shows wide dispersion and clear deviation of the regression line from the
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identity line. The metrics support this observation: an R? of 0.4463 indicates that the model
explains less than 45% of the variability in the data. The MSE is 0.003471, which is much higher
than in the other models and implies substantial prediction error. The presence of outliers and
clustering of points in the lower left of the graph suggest that the linear model fails to capture
the underlying nonlinear relationship between the variables. Finally, the XGBoost model's per-
formance is exceptional and comparable to that of the Random Forest model. The compact
clustering of points around the identity line indicates high accuracy. This observation is con-
firmed by the metrics, which show an R? of 0.9737, like the R? of the Random Forest model.
The MSE is 0.00008629, nearly identical to Random Forest's, which reinforces the conclusion
that this model is accurate. The dotted regression line nearly overlaps with the identity line,
demonstrating zero bias and optimal predictive power.

Upon comparing the five models, three clear performance categories emerged. XGBoost
and Random Forest are the highest performing models. These models are based on decision
trees and demonstrate a superior ability to capture complex, nonlinear relationships in the
data. This ability is confirmed by their high R? values (0.9737 and 0.9752, respectively) and low
MSEs. These results suggest that ensemble learning techniques are particularly effective for
this dataset. The artificial neural network falls into the second category. Although it performs
excellently with an R? of 0.9585, it is slightly inferior to boosted tree models. However, its abil-
ity to model nonlinear relationships makes it a solid option for prediction with an excellent fit.
The K-Nearest Neighbors model is intermediate. Its proximity-based approach is less accurate
than ensemble methods or neural networks for this problem, resulting in greater data disper-
sion. Finally, linear regression is the model with the lowest performance. Its inability to handle
the data's inherent nonlinearity results in a poor fit and high error, rendering it unsuitable for
predicting solubility. In summary, the most appropriate model depends on the priority given
to maximum accuracy versus interpretability. Thus, XGBoost and Random Forest are the best
options in terms of accuracy.

When analyzing the residual plots (Figure 2) for the five machine learning models, a clear
performance hierarchy emerges. The XGBoost model shows the best performance, with resid-
uals that are densely and homogeneously clustered around the zero line. This demonstrates
high accuracy and ideal homoscedasticity. The Random Forest model also ranks highly, show-
ing a consistent and random distribution of residuals across the entire prediction range, indi-
cating robust performance. The artificial neural network (ANN) also performs well, though it
shows slight heteroscedasticity for higher predicted values. In contrast, the K-Nearest Neigh-
bors model shows moderate performance, with greater dispersion and more evident hetero-
scedasticity patterns, resulting in lower accuracy. Linear Regression is clearly the least effec-
tive model, with a pattern of residuals that deviates dramatically from the zero line. This re-
veals a systematic bias and an inability to capture the nonlinear nature of the data.
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Figure 2. Analysis of residuals from machine learning models implemented in the prediction of solu-
bility of certain drugs.

3.1. Comparison of the importance of predictor variables determined by permutation of Al
models

Table 3 summarizes the importance values for each feature across the five analyzed models.
The features are ranked according to their importance in the artificial neural network (ANN)
model, which was found to be the most sensitive to all variables.

Important note on metrics: Each model uses a different metric to calculate importance.

a) ANN and KNN: Measure the average decrease in performance (R?) per permutation. A
higher value means that the feature is more important.

b) Linear Regression: It measures the absolute magnitude of the coefficient. A larger coef-
ficient indicates greater influence on the prediction.

c¢) Random Forest and XGBoost: They use internal importance metrics, such as Gini impu-
rity reduction or gain. A higher value means greater importance.
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Table 3. The importance of predictor variables determined by permutation of Al models

Variable ANN (R? | KNN (R? | Random Forest | XGBoost (Im- | Linear regression
Drop) Drop) (Importance) portance) (Coefficient)

Molar mass solvent 1 ~1.350 ~0.490 0 0 ~0.220

Molar volume solvent 1 ~0.780 ~0.040 0 0 ~0.290

Molar volume of drug ~0.600 ~0.015 0 0 ~0.095

Mole fraction of most polar sol- | ~0.530 ~0.140 ~0.150 0 ~0.008

vent (in cosolvent mixture)

Mole fraction of least polar sol- | ~0.330 ~0.130 ~0.160 ~0.080 ~0.007

vent (in cosolvent mixture)

Molar mass of drug ~0.300 ~0.015 ~0.670 ~0.940 ~0.025
Enthalpy of fusion (kJ/mol) ~0.280 ~0.025 0 0 ~0.012

Drug solubility parameter ~0.150 ~0.005 ~0.010 ~0.010 ~0.020
Solvent 1 solubility parameter ~0.140 ~0.001 0 0 ~0.035

Molar volume of solvent 2 ~0.140 0 0 0 ~0.100
Solvent 2 solubility parameter ~0.130 0 0 0 ~0.040
Melting temperature of drug (K) |~0.120 ~0.010 0 ~0.002 ~0.015

Molar mass of solvent 2 ~0.080 0 0 0 ~0.090

Study temperature ~0.040 ~0.035 ~0.020 ~0.010 ~0.005

A comparative analysis of the models reveals that solubility does not depend on a single dom-
inant characteristic, but rather on a complex interaction of multiple factors. This conclusion is
evident in the clear divergence between the approaches of each algorithm. Tree models, such
as XGBoost and Random Forest, emphasize the properties of the solute and show a preference
for drug molar mass, probably because it is a strong indicator of molecular size and intermo-
lecular forces. However, other models paint a different picture. The artificial neural network
(ANN), K-nearest neighbors (KNN), and linear regression models give significant weight to
the properties of the solvent mixture, such as its molar masses and volumes. This finding has
profound physicochemical significance since solvation (the solute-solvent interaction) is the
true thermodynamic driver of dissolution. This comparison ultimately demonstrates the risk
of relying on a single model. A limited analysis of XGBoost could mistakenly conclude that
solvent properties are irrelevant. This is because both XGBoost and Random Forest show zero
values for the importance of physicochemical parameters, such as solubility parameters. This
is theoretically unlikely and highlights the limitations of these AI models in explaining solu-
bility behavior. Therefore, contrasting different algorithms is crucial to obtaining a multifac-
eted view, which validates that both the drug and the solvent system are indispensable pieces
in the complex puzzle of solubility.

4. CONCLUSION

The study's comparative analysis conclusively demonstrates that tree-based models are supe-
rior for predicting solubility. The XGBoost and Random Forest algorithms achieved the high-
est performance, with coefficients of determination (R?) of 0.9737 and 0.9752, respectively. Lin-
ear Regression, on the other hand, proved inadequate for this complex problem. Its inability
to capture the nonlinear relationships inherent in the solubility system resulted in poor per-
formance (R?=0.4463) and high prediction error. This disparity underscores the complexity of
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solubility as a multifactorial phenomenon, a reality reinforced by the models' differing inter-
pretations of variable importance. Significant differences in weighting were found: while the
tree models prioritized the drug's molar mass, the artificial neural network (ANN) attributed
considerable importance to the cosolvent system's properties, such as the solvents' molar mass
and volume. For these reasons, the study concludes that model comparison is crucial for a
comprehensive understanding. Using a comparative modeling approach is essential to gain-
ing a holistic understanding of the physicochemical interactions that govern the process and
avoiding biased or incomplete conclusions that could arise from relying on a single algorithm.
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RESUMO

Introducdo: O aumento da resisténcia das bactérias gram-negativas aos carbapenémicos (BRC) é parti-
cularmente preocupante para pacientes com comprometimento renal, ja que sdo mais vulneraveis a in-
fecgdes, geralmente associadas a maiores taxas de mortalidade e tempo de internacao. Objetivo: Avaliar
a frequéncia das infec¢des por BRCs em pacientes com doenga renal cronica dialitica e transplantados
renais. Método: Uma busca de artigos foi realizada no PubMed, Web of Science, Scopus e Embase, ex-
clusivamente de coorte prospectivos e retrospectivos que avaliaram a frequéncia de BRCs nestes paci-
entes. Resultados: Sete artigos (seis de pacientes transplantados renais e um de dialiticos) publicados
entre 2011 e 2021 com duracao entre 7 meses a 10 anos foram incluidos nesta revisao sistematica. A
frequéncia de resisténcia aos carbapenémicos, sendo o meropenem o mais utilizado, em bactérias gram-
negativas nos pacientes transplantados renais, variou de 0,5% a 26,3%, nos dialiticos foi de 8,0%. A taxa
de mortalidade foi maior (82,0%) entre os pacientes dialiticos. Klebsiella pneumoniae foi a bactéria mais
prevalente, blakec 0 gene mais detectado nas BRCs e associacao de blavime blanomfoi descrita. Os sitios de
infeccdo observados foram, trato urindrio, seguido de corrente sanguinea e ferida cirargica. Conclusao:
A frequéncia de infec¢des por BRCs em pacientes dialiticos e transplantados renais é preocupante e,
diante do pequeno ntimero de artigos encontrados, mais estudos devem ser conduzidos para ampliar o
conhecimento e mitigar os impactos das infecgdes por BRCs nestes pacientes, uma populacdo que tem
crescido sobretudo no Brasil.

Palavras Chave: bactérias gram-negativas; enterobacteridceas resistentes a carbapenémicos; insuficién-
cia renal cronica; transplante de rim; dialise renal.

SUMMARY

Context of infections caused by gram-negative bacteria resistant to carbapenems in patients with
chronic kidney disease: a systematic review
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Introduction: The increase in resistance of gram-negative bacteria to carbapenems (BRC) is particularly
worrying for patients with renal impairment, as they are more vulnerable to infections, generally asso-
ciated with higher mortality rates and length of stay. Objective: To evaluate the frequency of BRC in-
fections in patients with chronic kidney disease on dialysis and kidney transplant recipients. Method:
A search for articles was carried out in PubMed, Web of Science, Scopus and Embase, exclusively from
prospective and retrospective cohorts that evaluated the frequency of BRCs in these patients. Results:
Seven articles (six on kidney transplant patients and one on dialysis) published between 2011 and 2021
lasting between 7 months and 10 years were included in this systematic review. The frequency of re-
sistance to carbapenems, with meropenem being the most used, in gram-negative bacteria in kidney
transplant patients ranged from 0.5% to 26.3%, in dialysis patients it was 8.0%. The mortality rate was
higher (82.0%) among dialysis patients. Klebsiella pneumoniae was the most prevalent bacteria, blaxrc was
the most detected gene in BRCs and an association of blaviv and blanom was described. The sites of infec-
tion observed were the urinary tract, followed by the bloodstream and surgical wound. Conclusion:
The frequency of BRC infections in dialysis and kidney transplant patients is worrying and, given the
small number of articles found, more studies must be conducted to expand knowledge and mitigate the
impacts of BRC infections in these patients, a population that has grown mainly in Brazil.

Keywords: gram-negative bacteria; carbapenem-resistant enterobacteriaceae; chronic renal failure; kid-
ney transplant; kidney dialysis.

RESUMEN

Contexto de las infecciones causadas por bacterias gram-negativas resistentes a los carbapenémicos
en pacientes con enfermedad renal cronica: una revision sistematica

Introduccion: El aumento de la resistencia de las bacterias gram-negativas a los carbapenemes (BRC) es
particularmente preocupante para los pacientes con insuficiencia renal, ya que son mds vulnerables a
las infecciones, generalmente asociadas con mayores tasas de mortalidad y estancia hospitalaria. Obje-
tivo: Evaluar la frecuencia de infecciones por BRC en pacientes con enfermedad renal crénica en didlisis
y receptores de trasplante de rifién. Método: Se realiz6 una bisqueda de articulos en PubMed, Web of
Science, Scopus y Embase, exclusivamente de cohortes prospectivas y retrospectivas que evaluaran la
frecuencia de BRC en estos pacientes. Resultados: Se incluyeron en esta revisidn sistematica siete ar-
ticulos (seis sobre pacientes trasplantados renales y uno sobre dialisis) publicados entre 2011 y 2021 con
una duracion de entre 7 meses y 10 afios. La frecuencia de resistencia a los carbapenémicos, siendo el
meropenem el mas utilizado, en bacterias gram-negativas en pacientes trasplantados de rifnén oscild
entre 0,5% y 26,3%, en pacientes en didlisis fue de 8,0%. La tasa de mortalidad fue mayor (82,0%) entre
los pacientes en dialisis. Klebsiella pneumoniae fue la bacteria mas prevalente, blaxrc fue el gen mas detec-
tado en BRC y se describié una asociacion de blavim y blaNDM. Los sitios de infeccion observados fueron
el tracto urinario, seguido del torrente sanguineo y la herida quirargica. Conclusion: La frecuencia de
infecciones por BRC en pacientes en didlisis y trasplante renal es preocupante y, dado el pequenio nu-
mero de articulos encontrados, se deben realizar mas estudios para ampliar el conocimiento y mitigar
los impactos de las infecciones por BRC en estos pacientes, poblacion que ha crecido principalmente en
Brasil.

Palabras clave: bacterias gram-negativas; enterobacterias resistentes a carbapenémicos; insuficiencia
renal crénica; trasplante de rifndn; dialisis renal.

1. INTRODUCAO

A doenga renal cronica (DRC) é caracterizada por anormalidades da estrutura e/ou fungao dos
rins presentes por mais de trés meses, considerada um problema de satde publica, devido a
alta prevaléncia e as elevadas taxas de morbidade e mortalidade [1].
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No Brasil, cerca de 52 milhdes de pessoas estao enquadradas na populagao de risco para
o desenvolvimento de DRC por serem idosos, obesos, diabéticos, hipertensos ou por apresen-
tarem algum historico familiar [2]. De fato, uma alta taxa de prevaléncia de dialise no Brasil
foi observada em 2021 (696 por milhao de pessoas), sendo que 94,0% destes pacientes recebe-
ram tratamento via Sistema Unico de Satde (SUS) [3].

Pacientes com doenga renal cronica dialitica e transplantados renais sao especialmente
vulneraveis a infecgdes por bactérias multirresistentes (MDR) devidos as comorbidades como
hipertensao arterial, doencas cardiovasculares, diabetes mellitus e, em casos de transplantados
renais, uso de imunossupressores [4].

Dentre as MDR, destacam-se espécies da ordem Enterobacterales resistentes aos carbape-
némicos, as quais foram listadas como prioridade critica para vigilancia, pesquisa e desenvol-
vimento de novos antimicrobianos pela Organizagao Mundial da Satde (OMS) em 2017 [5].
Nesta ordem estdao incluidas bactérias gram-negativas frequentes em diferentes ambientes,
como solo e agua e também colonizando seres humanos e animais, especialmente o trato gas-
trointestinal [6]. Destacam-se os géneros Escherichia, Klebsiella e Enterobacter, os quais sao os
principais agentes associados as infec¢des relacionadas a assisténcia a satide (IRAS) [6]. Além
desses, em ambientes hospitalares, bactérias gram-negativas nao fermentadoras de glicose,
como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanni complex, Stenotrophomonas maltophilia e
Burkolderia cepacia complex também estao envolvidos em IRAS [7].

Um fendtipo comum nestas bactérias € a resisténcia, geralmente multipla, a antimicrobia-
nos de relevancia clinica, com a presenca de mecanismos de resisténcia intrinseco, cromosso-
mico e/ou adquirido horizontalmente, este tltimo de particular preocupagao devido ao poten-
cial de disseminagao interespéscies [7, 8]. Assim, a terapéutica das infec¢des causadas por
MDR é um desafio, sendo que antimicrobianos tais como carbapenémicos e polimixinas sao
de ultimo recurso para o tratamento [9, 10].

Antimicrobianos carbapenémicos (imipenem, meropenem, ertapenem e doripenem) sao
amplamente utilizados no tratamento de IRAS por cepas resistentes as penicilinas e cefalospo-
rinas e como consequéncia, bactérias gram-negativas resistentes aos carbapenémicos (BRC)
tém sido reportadas [10]. O principal mecanismo de resisténcia circulando entre essas espécies
¢ a produgao de carbapenemase, uma enzima codificada pelo gene bla, veiculado por elemen-
tos genéticos mdveis e amplamente disseminado em todo o mundo [10, 11].

O aumento de BRC ¢ particularmente relevante para pacientes com doenca renal cronica
dialitica e transplantados renais, os quais sao mais expostos a assisténcias hospitalares e sub-
metidos a procedimentos invasivos, com inser¢ao de equipamentos médicos tais como catete-
res vasculares, tratamentos com antimicrobianos, além de outras comorbidades que sao fato-
res associados a um risco aumentado de infecgao [11]. Além disso, devem ser citados os paci-
entes transplantados renais que, aliados aos fatores descritos, estao sujeitos a baixa imunidade
devido ao uso de medicamentos imunossupressores para minimizar o risco de rejeicao, mas
que facilitam a colonizagao e a infec¢ao por MDR [12].

As infecgOes causadas por BRC estao associadas a maior mortalidade, maior tempo de
internagao e maior 6nus econdmico do que aquelas causadas por bactérias sensiveis a antimi-
crobianos da mesma espécie [12]. No entanto, os dados da literatura sao bastante limitados em
relacdo a prevaléncia dessas infec¢des na populagao em estudo [13]. Assim, pesquisas envol-
vendo a elucidagao do contexto da distribuigao e caracterizacao das infecgdes bacterianas em
pacientes dialiticos e transplantados renais sao extremamente necessdrias e podem contribuir
para a elaboragao e atualizagao de protocolos terapéuticos [14].
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Desta forma, este trabalho tem como objetivo realizar uma revisao sistematica da litera-
tura para avaliar o contexto das infec¢oes causadas por BRC em pacientes com doenga renal
cronica dialitica e transplantados renais, a taxa de mortalidade e os fatores de risco inerentes
a predisposicao para a infeccao. Ademais, busca-se determinar as principais BRCs relaciona-
das com a infecgao nestes pacientes e os mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos disse-
minados entre elas.

2. METODOLOGIA

Esta revisao sistematica foi realizada de acordo com as diretrizes do Cochrane Handbook (2020)
[15] e do Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA, 2020) [16]
sob namero de registro CRD42020191492, no Registro Prospectivo Internacional de Revisdes
Sistematicas (PROSPERO).

A busca dos artigos foi conduzida empregando as bases de dados Medical Literature
Analysis and Retrieve System Online (MEDLINE, via PubMed), Web of Science, Embase e Scopus
e restringidas para artigos publicados em lingua inglesa, portuguesa, francesa ou espanhola.
Nao houve restrigao quanto ao ano de publicagao dos artigos e a pesquisa dos artigos foi rea-
lizada no periodo de 07/02/2021 a 28/09/2021.

Os descritores foram definidos através do Medical Subject Headings (MeSH). Foram uti-
lizadas as seguinte estratégias de buscas; (“Carbapenems” or “antibiotics, or “carbapenem an-
tibiotics” “carbapenem-resistant” “Enterobacteriaceae” or “gram-negative bacteria” “beta-
Lactams” and (“renal insufficiency, chronic” or “kidney insufficiency, chronic” or “chronic
kidney diseases” or “kidney failure, chronic” or “end-stage kidney disease” or “ESRD” or
“renal dialysis” or “hemodialysis” or “hemodialyses” or “dialysis, extracorporeal” or “dia-
lyses, extracorporeal” or “extracorporeal dialyses” or “extracorporeal dialysis” or “kidney
transplantation” or “renal transplantation” or “grafting, kidney” or “transplantation, kidney”
or “kidney transplantations”).

Os critérios de elegibilidade estabelecidos foram estudos de coorte prospectivos e retros-
pectivos que avaliaram a frequéncia de infec¢do causada por bactérias gram-negativas resis-
tentes aos carbapenémicos em pacientes com doenca renal cronica dialitica ou transplantados
renais. Para a inclusao, foram considerados os trabalhos cujo delineamento experimental per-
mitiu a distincao dos seguintes pontos, de acordo com o acréonimo PEOS: Populagao: Pacientes
com doenca renal cronica dialitica ou transplante renal, Exposigao: Bactérias gram-negativas,
Outcome (desfecho): Desenvolvimento de infec¢ao causada por bactérias gram-negativas resis-
tentes aos carbapenémicos e Study design (desenho do estudo): Transversal ou coorte.

Foram excluidos os artigos repetidos entre as diferentes bases de dados e aqueles que nao
atendiam aos critérios de elegibilidade, sendo excluidos estudos pré-clinicos, clinicos e ensaios
in vitro, além de artigos que nao sao originais, tais como revisdes, notas, cartas ao editor, re-
sumos de eventos cientificos e editoriais. Posteriormente, os artigos pré-selecionados foram
conduzidos para uma avaliagao dos textos na integra para exclusao daqueles que nao estavam
em concordancia com os critérios de elegibilidade e os artigos selecionados foram incluidos
em um fluxograma, de acordo com a recomendacao PRISMA.

Para a extragao dos dados de interesse, inicialmente os estudos recuperados das bases de
dados foram inseridos em uma tnica biblioteca eletronica e as duplicatas excluidas utilizando-
se o software Rayyan®. Os artigos selecionados foram conduzidos para a leitura integral e
analitica do texto para extra¢ao das variaveis de interesse as quais consistiram em: (i) autores
e ano de publicagdo; (ii) pais de origem; (iii) desenho do estudo; (iv) duracdo do estudo; (v)
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tamanho amostral; (vi) carbapenémicos administrados; (vii) caracterizacao dos pacientes; (viii)
frequéncia de resisténcia aos carbapenémicos; (ix) taxa de mortalidade; (x) espécie bacteriana;
(xi) método de identificacdo bacteriana; (xii) sitio de infec¢ao; (xiii) método para deteccao de
resisténcia aos carbapenémicos; (xiv) protocolo de referéncia; (xv) mecanismo de resisténcia
bacteriana/gene.

Para a avaliagao da qualidade metodologica dos estudos de coorte incluidos nesta revisao
sistematica, foi utilizado o Newcastle-Ottawa Scale (NOS) [17], onde sdo atribuidas até nove
estrelas para cada estudo, sendo considerados artigos de boa qualidade aqueles que receberem
cinco ou seis estrelas e artigos de qualidade excelente aqueles que receberem sete ou mais
estrelas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 6.356 artigos foram obtidos nas plataformas PubMed/MEDLINE, Scielo, Web of
Science, Embase e Scopus. Apos andlise segundo os critérios de elegibilidade e exlusao dos
artigos repetidos, 37 foram submetidos a leitura na integra, dos quais sete foram incluidos
nesta revisdo sistematica (Figura 1).

)
Artigos recuperados de pesqui-
sas em bases de dados até 2021
° (n=6.356) At 4 o i
t t t :
x§ Embase (n - 1.814) rtigos removidos antes da triagem
.9 ’ Artigos duplicados removidos (n = 200)
= Scopus (n = 3.906)
é PubMed/MEDLINE (n = 177)
~ Web of Science (n = 459)
)
Artigos examinados (n = 6.156) —— | Artigos excluidos (n =6.119)
A4
Artigos procurados para recupe- . .
racio (n = 0) —— | Artigos nao recuperados (n =0)
&
g
3
S
o Artigos excluidos: (n = 30)
Artigos avaliados para elegibili- *sem avaliagdo da associagdo de infec¢des por gram negativas re-
dade (n=37) P sistentes a carbapenémicos em pacientes com doenca renal cro-
nica dialitica ou transplantados renais (n = 27)
*ndo eram estudos observacionais transversais ou coorte (n=1)
*nao avaliou pacientes transplantados renais separadamente de
outros tipos de transplante (n= 1)
— *ndo informa o total de pacientes renais cronicos dialiticos (n=1)
)
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Figura 1. Fluxograma do ntimero de artigos encontrados e selecionados apds aplicagao dos critérios de
elegibilidade de acordo com a recomendacao PRISMA.
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A Tabela 1 apresenta as caracteristicas gerais dos estudos incluidos na revisao sistematica.
Os artigos foram publicados no periodo entre 2011 e 2021, sendo cinco estudos coortes retros-
pectivos e dois coortes prospectivos com duragao variando de 7 meses a 10 anos. Apesar das
infec¢des causadas por BRC terem um grande impacto clinico e epidemioldgico nos pacientes
com doenga renal cronica dialitica e transplantados renais, sobretudo em pacientes internados
por longo periodo [18], o nimero de artigos aqui encontrado (sete) € extremamente baixo.

Quanto aos paises nos quais os estudos foram realizados, dois foram executados no Brasil,
e um estudo realizado na China, Grécia, Italia, Israel e Estados Unidos. No Brasil, onde estima-
se que 148.363 pessoas estiveram em terapia dialitica em 2021 (5BN, 2022) e 85.514 transplantes
renais foram realizados de 2010 até 2020 (ABTO, 2020), apenas dois estudos em periodos dis-
tintos (Freire et al. (2018) [19] e Bergamasgo et al. (2011) [20]) e, por isso de dificil correlagao
dos dados, foram realizados.

Esses estudos envolveram pacientes transplantados e o n amostral em conjunto (n=1.130)
parece nao ser representativo da populagao em estudo, considerando o historico brasileiro
desses procedimentos [21]. O que mostra a necessidade de fortalecimento das pesquisas nesta
area afim de ampliar o conhecimento e atualizar os protocolos de procedimentos.

Dentre os estudos, a maioria (6/7), incluindo 6.370 individuos, foi referente a pacientes
transplantados renais e apenas Bleumni et al. (2012) [22] avaliaram pacientes com doenga renal
cronica dialitica (572 individuos). Certamente essa diferenga é atribuida a maior susceptibili-
dade dos pacientes transplantados em adquirir infecgdes causadas por gram negativas, muito
em func¢ao do comprometimento do sistema imune e maior frequéncia de exposicao a ambi-
entes hospitalares [22, 23].

A limitagao de terapias contra MDR pode justificar a ampla utilizagao de carbapenémicos
em pacientes dialiticos e transplantados renais, o que acelera o surgimento de mecanismos de
resisténcia bacteriana a esses compostos [23]. Foi observado que todos os artigos citaram o uso
de meropenem nos pacientes infectados, sendo que o uso de mais um carbapenémico, ertape-
nem ou imipenem, também foi frequente (Tabela 1). Os carbapenémicos sao farmacos de ul-
tima escolha para tratamento de infec¢des por microrganismos produtores de enzimas beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL), todavia, o surgimento de carbapenemases restringiu
seu uso, ja que a monoterapia com esses farmacos € praticamente indcua [24]. Porém, a terapia
combinada entre fdrmacos desta classe mostra-se eficaz, uma vez que as carbapenemases pos-
suem alta afinidade pelo ertapenem e assim tém sua a¢do diminuida sobre os outros carbape-
némicos [25].

A frequéncia de resisténcia aos carbapenémicos em bactérias gram-negativas em pacien-
tes transplantados renais variou de 0,5% a 26,3% e foi de 8,0% em pacientes dialiticos. Consi-
derando apenas o meropenem em pacientes transplantados renais, de acordo com os dados
em conjunto de Wu et al. (2021) [26], Tsikala-vafea et al. (2020) [27] e Varrotti et al. (2018) [28],
a taxa geral de resisténcia foi de 4,1% relatada em 139/3.388 pacientes em tratamento de infec-
¢ao, enquanto que a taxa média foi de 6,8%. No entanto, as frequéncias relativamente baixas
de resisténcia aos carbapenémicos pode estar associada com a heterogeneidade dos estudos,
por exemplo, o tempo de duracdo (7 meses a 10 anos) e o tamanho amostral que variou am-
plamente entre os estudos (entre 19 e 2.962 pacientes).

Um dado de grande relevancia ¢ a taxa de mortalidade entre os pacientes transplantados
em que a terapéutica com carbapenémicos foi instituida, que também variou de 7,7 a 50,0%,
bem inferior aquela observada para os pacientes renais cronicos dialiticos (82,6%). De fato,
infec¢do é a principal causa de morte durante o primeiro ano pds-transplante, frequentemente
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relacionada a imunossupressao dos pacientes [29]. Ja para os pacientes dialiticos, infecgdes
relacionadas ao acesso vascular sao frequentes, sobretudo evoluindo para septicemia. Neves
et al. (2020) [30] relataram uma taxa de mortalidade de 18,3% entre esses pacientes no Brasil no
periodo de agosto/2019 e janeiro/2020, sendo que 93,2% dos pacientes estavam em hemodiélise
e em 24,8% o cateter venoso era usado como acesso. Ainda, os dados apontam para um au-
mento da taxa de mortalidade quando o uso de compostos diferentes de carbapenémicos sao
relatados, o que possivelmente pode estar associado a maior gravidade e permanéncia em
hospitais desses pacientes. Além disso, o uso de outros antimicrobianos como colistina, gen-
tamicina e tigeciclina conhecidamente nefrotdxicos [31], pode ter interfererido nas taxas de
mortalidade.

Quatro artigos (57,1%) apresentaram os principais fatores de risco para aquisi¢ao de in-

feccao por BRC (Wu et al. (2021) [26]; Freire et al. (2018) [19]; Tsikala-vafea et al. (2020) [27] e
Pouch et al. (2015) [32]), sendo eles: exposigao recorrente a antimicrobianos profilaticos, paci-
entes internados em unidade de terapia intensiva, contato massivo com assisténcia médica e
maior tempo de hospitalizacdo. Muitos desses fatores sdo associados com a coloniza¢ao do
paciente, uma condigao extremamente relacionada com a infecgao. No Brasil, Santoriello et al.
(2020) [33], relataram que 45,0% dos pacientes dialiticos eram colonizados por MDR, tendo
como fatores agravantes diabetes mellitus, hipertensao arterial e tempo de didlise.
Além disso, uso prévio de antimicrobianos, infec¢ao do trato urindrio antes do transplante
renal, transplante de multiplos 6rgaos e o uso de stent uretral também foram os fatores de risco
relevantes. Em pacientes que recebem transplantes de modo geral, a taxa de infec¢ao por BRC
¢ de 41,0% de acordo com Paterson et al. (2008) [34]. Em pacientes dialiticos, o uso de cateter
provisodrio é a principal causa de bacteremias (até 73,0%) [34], geralmente relacionada com
colonizagdo da pele no ponto de inser¢ao do cateter e/ou da contaminagao durante o procedi-
mento de inser¢ao ou manipulagao do cateter devido a falta de técnica asséptica [35].

O diagndstico microbioldgico é uma ferramenta extremamente ttil no manejo das infec-
¢oes por BRC, uma vez que elucida além do agente etioldgico as caracteristicas referentes a
susceptibilidade antimicrobiana [32]. Sobretudo na populacao estudada, esses dados possibi-
litam a interven¢ao médica mais assertiva e por isso, os dados microbioldgicos dos artigos
selecionados sdo contemplados nesta revisao (Tabela 2).
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K. pneumoniae foi identificada como agente etiologico das infecgdes em todos os sete estu-
dos. Além disso, Wu et al. (2021) [26] e Tsikala-vafea et al. (2020) [27] relataram o achado de
outras gram negativas tais como E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp. Acinetobacter baumannii
e P. aeruginosa, dentre outras, as quais sao frequentemente recuperadas de amostras clinicas.
Adicionalmente, foi demonstrada a presenca de bactérias menos comuns como Flavobacterium
sp. e Escherichia vulneris. Lima et al. (2022) [36], relataram que em pacientes renais do Cear3,
Brasil, 39,0% das infec¢des foram causadas por K. pneumoniae e 36,6% por E. coli, algumas pro-
dutoras de carbapenemase. Além disso, exclusivamente em pacientes transplantados em Sao
Paulo, Brasil, foi observado que os principais agentes das infec¢des foram E. coli (37,0%), Ente-
robacter spp. (19,0%), K. pneumoniae (11,0%) e P. aeruginosa (6,0%) [37], o que se assemelha aos
dados aqui obtidos.

O principal sitio de infecgao observado nos pacientes incluidos nos estudos desta revisao
sistematica foi o trato urinario (6/7; 86,0%), incluindo o estudo de Bleumni et al. (2012) [22]
realizado apenas em pacientes dialiticos. Segundo Turkmen et al. (2021) [38], as infecgdes do
trato urindrio em pacientes renais cronicos, sobretudo nos estdgios 4 e 5 da doenga e transplan-
tados renais, sao quase duas vezes mais frequentes que em mulheres, devido a fatores de risco
inerentes a seu estado clinico. Tornando este cendrio mais critico, pesquisas relatam aumento
de infec¢bes do trato urinario em pacientes transplantados por bactérias MDR, incluindo alta
porcentagem de gram negativas resistentes aos carbapenémicos, o que aumenta o risco de
perda do enxerto, sepse e dbito do paciente [38, 39].

Na sequéncia, cinco estudos (71,4%) relataram a corrente sanguinea como sitio de infecgao
tanto em pacientes transplantados quanto dialiticos e trés estudos (42,8%) verificaram que a
ferida cirargica foi o sitio preponderante para infec¢des. Ainda foram citadas infecgdes em
outros sitios como 6sseo (Freire ef al. (2018) [19]), cavidade abdominal (Wu et al. (2021) [26]) e
vias aéreas respiratorias (Varrotti et al. (2018) [28]; Bleumni ef al. (2012) [22]; Wu et al. (2021)
[26]). Possivelmente a maior diversidade de sitios de infecgao nestes pacientes esta associada
a permanéncia em unidade de internagao por longos periodo e uso de dispositivos invasivos
para administra¢ao medicamentosa [39].

Em Microbiologia Clinica, documentos normativos sao essenciais para direcionar as ana-
lises microbiologicas. Nesta revisao foi possivel observar que a maioria (06/07) dos estudos
foram conduzidos segundo o The Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) [40], e, como
esperado, apenas Varrotti et al. (2018) [28] (Italia) utilizou o The European Committee on Antimi-
crobial Susceptibility Testing (Eucast) [41], um protocolo implementado nos paises europeus. De
fato, o CLSI é o documento mais relatado como referéncia nos estudos, inclusive no Brasil até
o ano de 2019 [41]. A partir desse ano, no Brasil foi implementado pela Portaria n® 64 de
11/12/2018 do Ministério da Saude/Brasil a utilizacao da padronizagao dos testes de acordo
com o Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCast) [41]. Vale ressaltar
que os estudos brasileiros incluidos nesta revisao (Bergamasco et al. (2011) [20] e Freire et al.
(2018) [19]) também utilizaram o CLSI, uma vez que era a referéncia em vigéncia a época da
publicacao.

Para a identificagao das bactérias recuperadas das amostras bioldgicas dos pacientes, foi
observada utilizagao de métodos automatizados, sendo que a maioria (05/07) utilizou o sis-
tema Vitek 2% (bioMerieux), enquanto (Tsikala-vafea et al. (2020) [27]) e (Bleumni et al. (2012)
[22]) utilizaram, respectivamente, Microscan® (Beckman Coulter) e método baseado em testes
bioquimicos/fisioldgicos. De fato, métodos automatizados apresentam melhor desempenho
considerando o numero de testes incluidos, melhor custo-beneficio e principalmente, menor
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tempo de resposta, o que possibilita a rdpida interven¢ao em relagao ao paciente quanto a
administragao segura e correta do antimicrobiano [42]. Apesar de existirem tecnologias mais
avangadas para identificagao bacteriana, como a metodologia de Maldi-Tof, que identifica os
microrganismos por espectrometria de massa e por ionizacao e dessorcao a laser assistida por
matiz [38, 43], nesta revisdao nenhum estudo relatou a utilizacao dessa metodologia.

Para a detecgao de resisténcia bacteriana aos carbapenémicos foi observada que apenas
um estudo (Tsikala-Vafea et al. (2020) [27]) ndo utilizou método quantitativo (microdiluigao
em caldo e diluicao em agar). Esse fato é importante pois as metodologias quantitativas per-
mitem determinar a concentragao inibitoéria minima (CIM) do antimicrobianos, possibilitando
o ajuste da dose do antimicrobiano, o que ¢ de grande relevancia para os pacientes renais cro-
nicos [38]. Vale destacar, porém, que o surgimento de novos mecanismos de resisténcia bac-
teriana, nem sempre detectados pelos métodos rotineiramente utilizados, tem levado os labo-
ratdrios de microbiologia a reavaliar esses métodos [44]. Tem sido necessaria a adogao de testes
complementares, além dos fenotipicos que podem nao ser suficientes para confirmar a pre-
senca de um mecanismo de resisténcia bacteriana [45]. Assim, métodos moleculares, que sao
considerados como padrao-ouro na deteccao de genes de resisténcia antimicrobiana tém sido
cada vez mais implementados [46].

Nos artigos revisados, a abordagem molecular foi utilizada em seis estudos (Tabela 2),
com deteccdo do gene bla que codifica resisténcia aos carbapenémicos. Na maioria das BRCs,
a resisténcia foi atribuida a presenca do gene blaxrc que codifica a enzima Klebsiella pneumoniae
carbapenemase, amplamente disseminada em todo o mundo em diferentes espécies de gram
negativas [47]. Ademais, blaviv e blanpm. foram detectadas em BRCs da Grécia (Tsikala-vafea et
al. (2020) [27]), além de blaxec.

Esses achados tém sido motivo de grande preocupagdo da comunidade cientifica, uma
vez que o ultimo recurso de tratamento de infec¢des por bactérias resistentes aos carbapené-
micos € a classe de antimicrobianos das polimixinas, conhecidamente nefrotdxico e, portanto,
sem indicacao para os pacientes com doenga renal [48]. Vale ressaltar que em 2021, a Orga-
niza¢ao Panamericana de Satide (OPAS) publicou um alerta epidemioldgico acerca do sur-
gimento e aumento de novas combinagdes de carbapenemases na América Latina e Caribe
no periodo da pandemia de COVID-19 [48]. Também o Brasil publicou uma Nota Técnica
Conjunta: Coordenagao-Geral de Laboratérios de Saude Publica (CGLAB), BrCAST e AN-
VISA (n®74, ano de 2022) [49], alertando sobre o aumento na frequéncia de bactérias MDR,
principalmente gram negativas produtores de carbapenemase tipo NDM e coprodutores
de tipos KPC e NDM. Por se tratar de mecanismo de resisténcia plasmidial, o risco de
disseminacao € elevado e, apesar das combinagdes de produgao de KPC e NDM serem as
mais frequentes, o risco do surgimento e disseminagdo de outras combinag¢des também ¢é
aumentado [50, 51].

Os estudos incluidos nesta revisao foram avaliados quanto a qualidade por meio da escala
Newcastle-Ottawa [17], com base em critérios relativos a selecao e comparabilidade entre as
coortes e desfechos (Tabela 3). Cinco artigos (71,4%) receberam oito pontos e, portanto, apre-
sentaram excelente qualidade e dois artigos (28,6%) receberam seis pontos e, deste modo, apre-
sentaram boa qualidade.
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Tabela 1. Avaliagdo da qualidade dos estudos, segundo Newcastle-Ottawa Scale

Autor/Ano Selecao Comparabilidade Desfechos Total de
1 2 3 4 5 6 7 8 pontos
Wu et al. (2021) [26] * * - NA - * * j 6
Tsikala-Vafea et al. (2020) [27] * * - NA * * * _ 6
Freire et al. (2018) [19] * * * NA ot * * * 8
Varotti et al. (2018) [28] * * * NA % * * * )
Pouch et al. (2015) [35] * * - NA #t * * * 3
Bleumin et al. (2012) [22] * * - NA o * * * 8
Bergamasco et al. (2011) [20] * * * NA ok * * * )

1- Representatividade da coorte exposta: todos estudos receberam uma estrela, pois a coorte exposta foi um tanto quanto repre-
sentativa da média na comunidade; 2- Sele¢ao da coorte nao exposta: todos os estudos receberam uma estrela, pois a coorte nao
exposta foi obtida na mesma comunidade da coorte exposta; 3- Determina¢ao da exposi¢ao: somente os estudos que utilizaram o
método de microdiluigdo para detecgdo de resisténcia aos carbapenémicos receberam uma estrela; 4- Demonstra¢ao de que o
desfecho de interesse ndo estava presente no inicio do estudo: nao se aplica (NA); 5- Comparabilidade da coorte baseada no
desenho e analise: estudos que avaliaram a presenca de infecgdo causada por bactérias gram-negativas resistentes aos carbapené-
micos separadamente em pacientes renais cronicos dialiticos ou transplantados renais e nos quais os pacientes apresentaram
infec¢do do trato urinario receberam 2 estrelas; 6- Determinagao do desfecho: todos os estudos receberam uma estrela, pois a
avaliagao do desfecho foi realizada de modo cego e independente; 7- Periodo de acompanhamento suficiente para ocorréncia do
desfecho: os estudos em que os pacientes foram acompanhados por pelo menos seis meses receberam uma estrela; 8- Adequagao
do periodo de acompanhamento da coorte: os estudos em que todos os pacientes foram acompanhados até o final, sendo possivel
verificar a presenga ou nao de resisténcia bacteriana, receberam uma estrela.

Dentre as limitagoes deste estudo destaca-se o pequeno nimero de artigos incluidos que
avaliaram pacientes transplantados renais e a inclusao de um tnico estudo que avaliou paci-
entes dialiticos. Além disso, os fatores de risco para infeccao por BRC, a utilizacao de outros
farmacos apos a detec¢ao da carbapenemase e a taxa de mortalidade nao foram relatados por
alguns dos artigos incluidos nesta revisao sistematica. Portanto, esta revisao sistematica
demonstra a necessidade da realizacao de estudos mais aprofundados sobre o tema, de-
notando, portanto, politicas publicas voltadas para essa populagao em especial.

Apesar destas limitagOes, essa revisdo trouxe informagoes relevantes e preocupantes,
principalmente no Brasil, onde as taxas de bactérias produtoras de carbapenemases vem
aumentando gradativamente. Importante ressaltar ainda, a preocupacao com a sobrevida
dos pacientes dialiticos e transplantados renais acometidos por infec¢des por BRCs e o
desafio terapéutico destes pacientes.

4. CONCLUSAO

A frequéncia de infec¢bes causadas por BRCs em pacientes dialiticos e transplantados renais
¢ considerada alta e K. pneumoniae foi o principal agente etioldgico. Pacientes dialiticos e trans-
plantados renais possuem maior risco de aquisigao de infeccao por MDR e altas taxas de mor-
talidade sao observadas nesta populagao o que demonstra a necessidade de adogao de medi-
das preventivas para minimizar os riscos de infeccao. Pesquisas contemplando esse tema
ainda sao em ntimero muito baixo e novos estudos sao necessarios para que alternativas far-
macoldgicas sejam prescritas para um melhor progndstico dos pacientes renais cronicos, uma
populacao que apresenta fatores de riscos diversos para o desenvolvimento de infec¢des por
bactérias gram-negativas, sobretudo BRCs.
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evaluaciones recibidas por el Comité Editorial seran remitidas al autor para que se realicen los
ajustes sugeridos. Los autores tendran un lapso de cuatro semanas para responder cada una
de las observaciones, introducir en el texto las modificaciones del caso y retornar el documento
corregido al Comité Editorial. Después de que los evaluadores o el Comité Editorial lleven a
cabo una segunda revision del manuscrito, la revista comunicara a los autores la decision sobre
la publicacién o no del mismo.

Los manuscritos deberdn acompanarse de una carta firmada por todos los autores en la cual
se declare que el trabajo es inédito; es decir, que el articulo ni parte de este ha sido publicado
o0 esta en via de publicacion en otra revista, y en la que se responsabilizan por la informacion
publicada.

Se entiende claramente que los trabajos enviados no estdn siendo considerados para su
publicacién en otros medios.

Criterios para la presentacion de manuscritos

* La fuente de los manuscritos debe ser Times New Roman tamafio 12.

* No se admiten notas a pie de pagina.

¢ Titulo, centrado y en mintscula.

* Autor(es) con su respectiva filiacion institucional y correo electrénico del autor principal.
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resumen en inglés (Summary) independiente del idioma del manuscrito.

¢ Palabras clave (debajo del Resumen), Keywords (debajo de Summary) y Palavras-chave
(debajo de Resumo). De tres a seis palabras en mintscula, excepto la primera, y separadas
por punto y coma y espacio. Preferiblemente tomadas del MeSH Tools for finding Keywords
(https://www.nlm.nih.gov/mesh/authors.html)

* En los manuscritos en espanol y portugués se empleard la coma (,) como separador decimal,
en inglés se utilizard el punto (.).

¢ Los articulos se dividirdn en las siguientes secciones: Introduccion, Metodologia, Resultados
y Discusion, Conclusiones (si las hay), Agradecimientos, Conflicto de intereses y
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y en negrilla. Los detalles acerca de la metodologia experimental utilizada deberan ser lo
suficientemente claros como para repetir la experimentacion.

¢ Las tablas deben llevar numeracion arabiga de acuerdo con el orden de aparicion en el texto.
El titulo debe ir en su parte superior y las notas en la parte inferior. En los encabezamientos
de las columnas se deben anotar los simbolos de las unidades utilizadas.

* Las fotografias, graficas, dibujos y esquemas se denominan ‘figuras’ y deben llevar
numeracion arabiga de acuerdo con el orden de aparicion en el texto. El titulo debe ir debajo
de las figuras.

De otro lado, los articulos relacionados con experimentacion con animales deben ajustarse
plenamente a los lineamientos éticos trazados por la Organizacion Mundial de la Salud. Los
extractos o fracciones evaluados in vitro o in vivo deben definirse quimicamente, cuando menos
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Las abreviaturas de pesos y medidas seran las indicadas por la Farmacopea de los Estados
Unidos en su edicidn oficial o unidades SI. Los datos espectroscdpicos se deben presentar de
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UV Amax (solvente &) nm (log ¢). Ej.: UV Amax (MeOH) 275 (log ¢2,94).
IR vimax (medio) cm™. Ej.: IR vimax (KBr) 1740, 1720 cm-1.
EM m/z (% intensidad relativa). Ej.: EM m/z (%): 340 (M, 100), 295 (10), 134 (26),...

RMN 'H (solvente, frecuencia de registro) ¢ ppm (integracion, multiplicidad, J en Hz,
asignacion). Ej.: RMN 'H (CDCls, 400 MHz) 3,84 ('H, ¢, ] =10,3 Hz, H-30).

RMN *3C (solvente, frecuencia de registro) 6 ppm (multiplicidad, asignacion). Ej.: RMN 3C
(CDClIs, 600 MHz) 16,60 (t, C-12).

Las abreviaturas usadas para describir la multiplicidad de las sefiales en RMN son: s = singlete,
d=doblete, t = triplete, m = multiplete, dd = doble de dobletes, ddd = doble de doble de dobletes.

Las abreviaturas para los solventes y reactivos mas cominmente usados son: EtOH= etanol,
MeOH = metanol, CHCls = cloroformo, CsHs = benceno, AcOEt = acetato de etilo, EP = éter de
petroleo, Me2CO = acetona, DMSO = dimetilsulféxido, AcOH = acido acético.

Referencias en los manuscritos

Las referencias se citaran en el texto con su respectiva numeracion. Solo se pueden citar tesis
y libros o articulos que hayan sido publicados. Es recomendable indicar el nimero doi o el link
de todas las referencias.

Revistas: Iniciales del nombre y apellido completo de todos los autores, titulo completo del
articulo, nombre abreviado o nombre completo de la revista dependiendo si aparece en el
Chemical Abstract o en indices equivalentes. El nombre de la revista debe ir en letra itdlica,
volumen en negrilla, paginas inicial y final, afio entre paréntesis, y doi. Ej.:

1. H.P. Baden, L.A. Goldsmith & B. Fleming. A comparative study of the physicochemical
properties of human keratinized tissues. Bioch. Biophys. Acta, 322, 269-278 (1973). Doi:
https://doi.org/10.1016/0005-2795(73)90303-6

Comunicaciones personales: Iniciales del nombre, apellido completo e institucion, seguido por
las palabras comunicacion personal y el afio. Ej.:

2. AJ.M. Leeuwenberg, Agricultural University, Wageningen, Holanda, comunicacion
personal, 1984.
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223.
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