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Resumen

Introduccion: El mesilato de deferoxamina aumenta la transactivacién alfa inducible por hipoxia del factor 1 al
prevenir el estrés por oxigeno reactivo catalizado por hierro, por lo que puede usarse para mejorar la cicatrizacion
de la Ulcera diabética. Este estudio se llevd a cabo para desarrollar y estudiar las propiedades fisicoquimicas de
nanoparticulas lipidicas sélidas cargadas con deferoxamina tdpica.

Método: Se prepararon nanoparticulas de lipidos sélidos utilizando la técnica de homogeneizacién en frio y un
disefio factorial completo para evaluar el efecto del tipo de tensioactivo y la cantidad de lipidos. Se llevé a cabo
la caracterizacién in vitro de las formulaciones, incluido el tamafio y la distribucién de las particulas, el comporta-
miento térmico mediante calorimetria de barrido diferencial, la eficiencia de atrapamiento y el perfil de liberacién.

Resultados: Los resultados mostraron un rango aceptable de tamafio de particula (2,88-174 nm), una distribucién
de tamafio estrecha y un promedio del 60% para la eficacia de atrapamiento del farmaco, lo que es significativo para
un farmaco hidréfilo. Los resultados del estudio de liberacion mostraron una liberacién de rafaga inicial seguida
de una manera lenta y prolongada. Los resultados de la calorimetria diferencial de barrido también confirmaron
los resultados obtenidos de las evaluaciones de carga y liberacidn. La mejor formulacién que tenia un alto nivel de
carga de farmacoy la menor tasa de liberacién de farmaco contenia compritoly dcido oleico en una cantidad del 8%
de la férmula total, asi como tween 80 y lecitina como una mezcla de tensioactivos.

Conclusiones: El estudio demostrd que el mesilato de deferoxamina podria cargarse en nanoparticulas de lipidos
sélidos para administrar por via topica.

Palabras clave: Mesilato de deferoxamina; Nanoparticulas de lipidos sélidos; Entrega de formulacion tépica

Abstract

Introduction: Deferoxamine mesylate increases hypoxia inducible factor-1 alpha transactivation by preventing
iron-catalyzed reactive oxygen stress, so it can be used to improve diabetic ulcer healing. This study was undertaken
to develop and study physicochemical properties of topical deferoxamine-loaded solid lipid nanoparticles.

Method: Solid lipid nanoparticles were prepared using cold homogenization technique and full factorial design
to evaluate the effect of surfactant type and amount of lipid. In-vitro characterization of formulations including
particle size and distribution, thermal behavior using Differential Scanning Calorimetry, entrapment efficiency, and
release profile were carried out.

Results: The results showed an acceptable range of particle size (2.88-174 nm), a narrow size distribution, and an
average of 60% for drug entrapment efficiency which is significant for a hydrophilic drug. The results from release
study showed an initial burst release followed by a slow and prolonged manner. Differential Scanning Calorimetry
results also confirmed the results obtained from loading and release evaluations. The best formulation which had a
high level of drug loading and the lowest drug release rate contained compritol and oleic acid in the amount of 8%
of the total formula, as well as tween 80 and lecithin as a mixture of surfactants.

Conclusions: The study demonstrated deferoxamine could be loaded in solid lipid nanoparticles to deliver topi-
cally.

Keywords: Deferoxamine mesylate; Solid Lipid Nanoparticles; Topical formulation delivery
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Highlights

Deferoxamine can be topically used to improve diabetic ulcer healing due to its capability of iron-che-
lating and improving angiogenesis. Solid lipid nanoparticles as a novel drug delivery carrier was ap-
plied not only to protect the drug from environmental damaging factors, but also to provide a local
high concentration and a sustained-release of the drug. In such a way the limitations of oral and injec-
tion routes of administration the drug will be eliminated.

Introduction

Diabetic foot ulcer is one of the most common problems occurred in diabetic patients, leading to sig-
nificant disability and reduced quality of life such as amputation. Various factors are involved in the
pathogenesis and occurrence of diabetic foot ulcers.”) Decreased neovascularization caused by im-
paired activity of the transcription factor hypoxia inducible factor-1 alpha (HIF-1a) is a major factor.
Based on the pathogenesis, new methods are needed to effectively manage and treat diabetic wounds.
Deferoxamine mesylate [DFO], a strong iron-chelating agent, increases HIF-1a transactivation by pre-
venting iron-catalyzed reactive oxygen stress®?, so it can be used to improve ulcer healing in diabetic
people. It is also one of the rare medicines available at clinic used in iron poisoning to remove excess
iron from the body and in thalassemia patients associated with the problem of iron cumulated in the
body. Less than 15% of the drug is absorbed through the gastrointestinal tract, so it is used via injec-
tion.®4

Unfortunately, DFO has two main problems limiting its clinical application in many cases. The first
problem is the short plasma half-life (below 90 minutes) that makes it inevitable to be applied in re-
peated doses or in the form of continuous and long-time injection. Secondly, it may cause acute or
chronic poisoning that the latter is more likely to occur due to the necessity of long-term application of
the drug in thalassemia and similar patients.®

On the other hand, its oral dosage form has been studied in which some gastrointestinal side effects
such as nausea, vomiting, and abdominal pains have occurred in one third of subjects. Skin rash is also
one of the side effects in both injection and oral administrations.®” Acute renal failure is the most im-
portant considerable side effect of this medicine. In addition, it can be used in diabetic foot ulcer since
it is discovered that due to the raise of glucose inside cells, activation of destroying mechanisms, like
the production of free radicals, takes place. On this occasion, iron ion as a cofactor, has an important
role in the conversion of superoxide free radical to poisonous hydroxyl radical, so avoids the continua-
tion of destructive reactions and improves angiogenesis.®?

Taking into account instances mentioned above, seems that by providing and applying topical DFO
loaded in solid lipid nanoparticles [SLN], we can produce a high concentration of it on diabetic ulcers
in order to both eliminate injection problems and avoid systemic side effects of the drug. Considering
the role of skin lipids in the barrier system, lipid-based carriers such as solid lipid nanoparticles can
exchange the skin lipid resulting in improving dermal penetration.*?

Solid Lipid Nanoparticles, which were first mentioned in 1991, are colloidal lipid carriers, very much
like nanoemulsions, but differing in lipid nature. SLNs are obtained from physiological-like lipids and
surfactants which are GRAS (Generally Recognized As Safe), free of toxicity. SLNs have a number of ad-
vantages over traditional colloidal systems, such as physical stability, protection of the active substance
against chemical degradation, controlled release of the active substance, biocompatibility, selective
targeting, absence of organic solvents, and easy to scale up and sterilize."*** Solid lipid nanoparticles
are attractive not only in the pharmaceutical industries but also in cosmetics and food industries. 1%

SLNs combine the advantages and avoid the disadvantages of other colloidal carrier systems such as
liposomes and polymer nanoparticles. They could prolong the residence time of the dosage form at the
absorption site, consequently increasing bioavailability. Controlled drug delivery, enhanced bioavail-
ability of entrapped drugs and/or improved tissue distribution, good tolerability, and drug targeting
have been attributed to SLN formulations.*”

Ars Pharm. 2021;62(3):224-234 226
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Due to such capability of solid lipid nanoparticles in long-term keeping of drug on injured skin and
avoiding application of medicine in the form of injection or edible medicine and consequent preven-
tion of attributed side effects, it was aimed to formulate DFO in the form of solid lipid nanoparticles and
to study its physicochemical properties such as particle size and size distribution, entrapment efficien-
cy, profile release, thermal behavior. The main objective of this study was to entrap DFO in solid lipid
nanoparticles and investigate the characteristics of drug loading and release. Such particles, due to
their nature, will remain for a long time on the applied area and will provide a slow-released and long
action. Then, it is aimed to optimize the best formulation of the drug to provide conditions for studying
on diabetic ulcers in future studies.

Materials and methods

Deferoxamine mesylate powder was purchased from Tolid Daru company(IR Iran), tween 80, PG, oleic
acid, cholesterol, lecithin were obtained from Merck (Germany), span 20 were purchased from Pouyesh
Kimia Gostar (IR Iran), cellulose acetate membrane was purchased from Tooba company (IR Iran), and
compritol® 888 ATO (glyceryl behenate) was a gift from Gattefosse Pharmaceuticals Company (France).
All chemicals and solvents were of analytical grade. Fresh double-distilled water was used in the exper-
iments. Minitab16 software was used for experimental design and evaluation of the effect of variables
ON responses.

Assay of drug

For measurement, the drug loaded/released from formulations, a standard curve was plotted by pre-
paring 6 solutions in different concentrations of the drug in phosphate buffer, pH=7.4, using a UV-visi-
ble spectrophotometer (CE250, CECIL, England) at 220 nm wavelength.

Experimental Design

To evaluate the effect of type of surfactant and type/amount of lipid, full factorial experimental design
was applied. Based on this, 16 formulations in triplicate were prepared. The independent variables
included the percentage of total lipid phase (%L), Liquid lipid to Solid lipid ratio (LL/SL), type of surfac-
tant, and type of lipid.

Preparation of deferoxamine-loaded SLNs

SLNs were prepared using an emulsion-congealing technique by cold high-pressure homogenization.
The lipid phase consisted of a liquid oil (oleic acid), a solid lipid (cholesterol or comperitol 888 ATO),
and a surfactant (Tween 80 + Span 20,1:1, or lecithin); the aqueous phase composed of water and 50
mg DFO. The amounts of lipids and surfactants were varied according to factorial design presented in
Table 1. The oil phase was melted at 65°C, added to the aqueous phase at the same temperature and
mixed for 3 minutes at speed of 12000 rpm using a high-speed homogenizer (Heidolph, Germany) to
obtain a clear medium. Afterward, the mixture was further treated with sonication (90 W for 2 min); the
emulsion was then diluted and congealed by adding a mixture of 4:1 water-propylene glycol to reach a
final volume of 50 ml. The final concentration of DFO was 1mg/ml according to some studies. Finally,
the suspension was passed through a high-pressure homogenizer (Emulsiflex-C3, Avestin, Canada) for
3 cycles (20 seconds for each cycle) at 1000-2000 bars. 629

Table 1. Independent variables and their levels

Variable High level Low level
Lipid Cholesterol + oleic acid (90:10) Comperitol + oleic acid (90:10)
%L 90% 80%
Surfactant Tween 80 + Span 20 (1:1) Lecithin
LL/SL 20:80 10:90

%L: Percentage of total lipid phase, LL/SL: Liquid lipid to Solid lipid ratio

Ars Pharm. 2021;62(3):224-234 227
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Measurement of particle size

Particle size analyzer instrument (Malvern, Master SIZER 2000) was used to evaluate particle size and
size distribution. Samples were diluted with a determined double-distilled water.

Determination of drug entrapment efficiency [EE%]

To do this, 5 ml of each formulation was centrifuged at 12000 rpm for 10 minutes. After separation the
particles, they were precisely rinsed with water, and then the amount of unloaded drug was measured
in the watery part at 220 nm wavelength. To calculate the entrapment efficiency, the following equa-
tion was applied:

(Total drug used — Unloaded drug) = 100

ikt Total drug used

Study of release profile of drug

Static Franz Diffusion Cell System was used to determine the profile of release of entrapped drug in
nanoparticles. To do this, a predetermined weight of each formulation was put in the donor part of the
diffusion cell. Phosphate buffer, pH 7.4, was used as the recipient phase. The donor and the recipient
units were separated with cellulose acetate membrane having a cut-off of 10 kDa. The temperature and
speed of stirring the recipient phase were adjusted on 37+0.5 °C and 200 rpm, respectively. Sampling
was carried out by withdrawal of 2 ml from the recipient phase at time intervals 0of 0.5, 1, 2, 3, 5,6, 7, 8,
12,24, 36, 48, and 72 hours after starting the procedure. After each sampling, 2 ml of phosphate buffer
was immediately added into the recipient to remain the volume equable. The cumulative amount of
released drug was plotted versus time to obtain the release profile.

Thermal Behavior of Nanoparticles

To study the thermal behavior of nanoparticles, Differential Scanning Calorimetry (METTLER TOLIDO,
Switzerland) was used through two profiles including heating (from +10 to +120° C) and cooling (from
+30 to -60° C). Phase transitional temperature and enthalpy were determined and analyzed for each
formulation.

Statistical Methods

Each formulation was prepared in triplicate, so the total numbers of formulations were 48. To analyze
data, the Two-Way Analysis of Variance statistical test (ANOVA) was used to compare characteristics of
formulations. In addition, for the study of the relationship between variables and responses, concur-
rent multiple regression was carried out. P-value equal to or less than 0.05 was considered as signifi-
cant correlation in all experiments.

Results

Particle size
The particle size ranged from 2.88 to 174 nm for all formulations as shown in Figure 1.

Ars Pharm. 2021;62(3):224-234 228
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Figure 1. Particle size for all formulations

The results show that most particles are less than 100 nm, so the method used to prepare formula-
tions had been properly able to produce nanoparticles. However, it has been no significant correlation
between variables and particle size. Furthermore, it was found the average of 0.344 for polydispersity
index that indicates a narrow size distribution in all formulations regardless particle size.

Drug Entrapment Efficiency

Determination of drug loaded in nanoparticles was assessed for all formulations. Figure 2 shows the
drug loading percentage of SLN formulations.

60
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10 I
0
1 2 3 4 5 6

10 11 12 13 14 15 16

Formulation No.

Drug Loading (%)

Figure 2. Percentage of drug loading for all formulations

As shown, except formulation No. 2, all other formulations had more than 53% of entrapment efficien-
cy. This means that the contents of formulations were effective on the loading of drug. The average
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loading for all formulations was about 60% which is considerable for DFO as a hydrophilic drug. Anal-
ysis of regression between variables and %EE identifies a significant correlation between lipid content
and drug loaded in particles (p=0.014). Changing the solid lipid from cholesterol to Compritol’, resulted
in an increase in the loading percentage. Based on regression analysis, none of the other variables did
significantly affect %EE (P>0.05). Compritol, Glyceryl behenate, a high melting point glyceride with a
less-ordered crystal lattice, is appropriate for use in dosage forms as a lipid matrix to increase drug
entrapment and to modify (sustain or delay) the release of active ingredients.? It is safe and useful for
increasing consistency and thickness for topical formulations. On the other hand, the lowest loading
belongs to formulation No. 2 and the highest one belongs to No. 13. The latter includes Compritol and
the higher level of LL/SL ratio which agrees with many of reports. According to these reports, the incor-
poration of liquid oil into solid lipid nanoparticles leads to increase crystal disorder and consequently
results in great failure in the lattice and leaves more space to house the drug.?>*)

Drug release profile

The drug release profile from SLNs is dependent on the preparation temperature, composition of emul-
sifier, and percentage of oil, especially liquid one, incorporated in the lipid matrix.?

Since one of the objectives of this study was to provide a slow release formulation to prolong the effect,
the two factors %R2h and %R72h were considered as indices for slow-release and sustained-release.
The in vitro drug release profiles of SLN formulations consisted of an initial burst release followed by
a sustained and slow release. The averages release after 2 and 72 hours were 15.06% and 55.54%, re-
spectively.

Analysis of regression showed that both indices %R2h and %R72h had a significant direct correlation
with %L, lipid content, and surfactant type (P=0.001), but a significant indirect correlation with LL/
SL (P=0.001). Except for one, for all other formulations the average of %R2h was 20 percent and some
of the formulations had released more than 60 percent of loaded drug after 48 and consequently 72
hours. Such profile is appropriate for a formulation which had been purposed for prolonged drug deliv-
ery. Besides, considering the initial burst release and followed by sustained release from formulations,
it could be said that the drug is incorporated homogeneously, partially loaded in shell, interfacial and
lipid core.? This is in accordance with Ramteke K.H et al which reported the drug was homogeneously
loaded in particles using cold homogenization technique.®®

Figure 3 represents the cumulative percentage of drug released from all formulations after 2, 8, 48, and
72 hours, graphically.
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Figure 3. Profile of release drug from all formulations
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Differential Scanning Calorimetery

DSC gives data from thermal behaviorincluding melting and recrystallization of the solid lipids in SLNs.
Various lipids have different melting points and enthalpies. The crystallinity degree of nanoparticles
decreases with increasing liquid lipid ratio in the particles.®® The liquid oil existing in lipid matrix is the
main factor lowering the crystallinity and increasing the less-ordered structure of SLNs.

Table 2 presents the DSC results for SLN formulations through both heating and cooling manners.

Table 2. DSC results of SLN formulations

Formulation AH Phase Transitional Temp.
No. Cooling Heating Cooling Heating
1 115.4 -471 -25 114
2 80.9 -709.3 -29 101
3 216.3 -132.72 -23 90
4 46.1 -584.2 -31 117
5 30.148 -224.1 -35 114
6 442 -425.28 -15 123
7 85.18 -872.2 -24 118
8 65.8 -616.07 -22 115
9 90.6 -656.8 -23 110
10 32.8 -264.78 -29 119
11 44.5 -578.23 -26 70
12 58.83 -580 -25 83
13 56.89 -420.7 -29 68
14 87.7 -451.1 -24 90
15 72.23 -541.13 -29 72
16 64.23 -870.4 -32 110

As shown in heating program, the phase transitional temperature of 68 °C, the lowest one, belongs to
formulation No. 13 containing cholesterol and lower level of LL/SL ratio. The highest one, 123 °C, be-
longs to No. 6 which consisted of Compritol and the higher level of LL/SL ratio. This result is compati-
ble with loading results. According to Chia-Lang Fang and et al, the decline of enthalpy and reduction
of the melting point of the lipids occur in the SLNs with smaller size, higher surface area and a greater
number of emulsifiers.® Figure 4 represents 2 samples of DSC thermograms for formulation No. 8.
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Figure 4. DSC Thermograms of formulation No. 8: a. heating, b. cooling

Discussion

The present study was designed to prepare a topical formulation of deferoxamine based on solid lipid
nanoparticles. Such formulation can be used on diabetic foot ulcers to improve angiogenesis by re-
movingiron ions and hence avoid the side effects of oral or repeated injectable deferoxamine as well as
overcome the problem of short plasma half-life and poor bioavailability of the drug. Selection of SLNs
for drug delivery was based on their ability to protect the drug from destructive environmental factors
and provide sustained-release condition. Despite numerous benefits of SLNs, one of their disadvantag-
es may be the low loading capacity due to the crystalline structure of solid lipids. The use of oleic acid,
as results showed, overcame the drawback because of its less-ordered structure. Comperitol, com-
pared to conventional solid lipids, has a higher melting point so that formulations containing Comperi-
tol released the drug in a sustained manner. According to many reports, the minimized particle size and
narrow size distribution can be obtained by applying high pressure homogenization technique.4??
The particle size in the majority of formulations prepared at the present study was accordance with the
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reports. On the other hand, the application of cold homogenization technique was according to Rainer
et al study in which the cold method was suggested for hydrophilic drugs to avoid partitioning the
drug between the melted lipid and water phase during the hot homogenization. Relative high loading
of deferoxamine in all formulations confirmed the suggestion. During cold homogenization method
propylene glycol helps particles be spherical so provide the highest surface areas required for better
loading and release of drug. It also increases loading capacity by preventing the loss of hydrophilic
drug due to partitioning the drug into the water phase.®?

Conclusion

deferoxamine mesylate, as a strong chelating agent, is used to remove excess iron from the body in poi-
soning cases and thalassemia patients. Since it must be injected repeatedly, so its adverse effects are
unavoidable. There are some reports in which the beneficial effects of this drug on diabetic ulcers have
introduced when applied locally. On the other hand, administration the drug using conventional dos-
age forms cannot provide a slow-release condition to avoid repeated use. According to the purpose of
the study and considering all the results obtained for different formulations, formulation No. 13, which
has a high level of drug loading and the lowest drug release rate, can be introduced as the best formu-
lation. This formulation contained compritol and oleic acid in the amount of 8% of the total formula,
as well as tween 80 and lecithin as a mixture of surfactants. This study showed that deferoxamine may
be loaded in solid lipid nanoparticles to provide desired conditions. However, this requires evaluating
drug-loaded SLNs in ex-vivo and in-vivo conditions to achieve other properties such as permeation
capability through intact and ulcered skin.
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Resumen

Introduccion: El ser humano mantiene un balance de éxido-reduccién constante, preservando el equilibrio entre
la produccién intermediarios que se generan como resultado del metabolismo celular para su buena marcha abas-
teciendo de nutrientes necesarios en cantidades pertinentes, la pérdida del buen funcionamiento conlleva a un
desequilibrio por acumulo de compuestos que son producto de las reacciones que al formarse en exceso desbordan
las cantidades necesarias por factores o causales externos o internos dando lugar a un cambio que conlleva a un
estado de estrés oxidativo.

Objetivo: Determinar la probabilidad de experimentar estrés oxidativo en profesionales de la salud de la ciudad
de Lima.

Método: Estudio descriptivo de corte transversal de profesionales de la salud de 39 a 70 afios de ambos sexos de
la ciudad de Lima, luego de la firma del consentimiento informado, se aplicé un cuestionario de la probabilidad de
experimentar estrés oxidativo, para obtener informacién de edad, género, indice de masa corporal, presion arte-
rial, estilo de vida y situaciones complejas. Cada pregunta contenia alternativas a elegir con puntuacién. Posterior-
mente se realizé la cuantificacion respectiva sumando los valores y determinando la probabilidad de experimentar
estrés oxidativo, seglin la puntuacidn obtenida: entre 0 y 30 poca probabilidad, entre 31 y 50 probabilidad baja o
media, superior a 50 gran probabilidad.

Resultados: Luego de procesados los resultados, se determiné que el 16% tienen minimas probabilidades de sufrir
estrés oxidativo (10.71% de mujeres y 5.36% de hombres), el 79.46% bajas o medias (42.86% mujeres y 36.61%
hombres) y el 4.46% altas probabilidades (2.68% mujeres y 1.79% hombres). el 16% tiene minimas probabilidades
de sufrir estrés oxidativo, el 79,46% bajas o mediasy el 4,46% altas probabilidades. Se usé la prueba de Xi cuadrado
1- a=95%, a= 0.05 de no existir una relacién significativa entre las variables Se rechaza la hipétesis alternativa.

Conclusiones: La probabilidad de experimentar estrés oxidativo en los profesionales de salud es baja.

Palabras clave: Estrés oxidativo; profesionales de la salud; indice de masa corporal.

Abstract

Introduction: The human being maintains a constant oxide-reduction balance, preserving the balance between
the production of intermediates that are generated as a result of cellular metabolism for its proper functioning,
supplying necessary nutrients in relevant quantities, the loss of proper functioning leads to an imbalance due to
accumulation of compounds that are the product of reactions that, when formed in excess, exceed the necessary
quantities due to external or internal factors or causes, giving rise to a change that leads to a state of oxidative stress.

Objective: To determine the probability of experiencing oxidative stress in health professionals in the city of Lima.

Method: Descriptive cross-sectional study of health professionals aged 29 to 70 years of both sexes from the city
of Lima, after signing the informed consent, a questionnaire on the probability of experiencing oxidative stress was
applied, to obtain information on age, gender, body mass index, blood pressure, lifestyle and complex situations.
Each question contained alternatives to choose from with scoring. Subsequently applied, the respective quantifica-
tion was carried out adding the values and determining the probability of experiencing oxidative stress, according
to the score obtained: between 0 and 30 little probability, between 31 and 50 low or medium probability, greater
than 50 high probability.

Results: After processing the results, it was determined that 16% have minimal probabilities of suffering oxidative
stress (10.71% of women and 5.36% of men), 79.46% low or medium (42.86% women and 36.61% men) and 4.46%
high probabilities (2.68% women and 1.79% men). 16% have minimal probabilities of suffering oxidative stress,
79.46% low or medium and 4.46% high probabilities. The Xi square test was used 1- a =95%, a = 0.05 if there was no
significant relationship between the variables The alternative hypothesis was rejected.

Conclusions: The probability of experiencing oxidative stress in health professionals is low.

Keywords: Oxidative stress; healthcare professionals; body mass index.
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Puntos Claves

El estrés oxidativo se presenta por aumento de radicales libres, debido a situaciones diversas en la
que esta expuesto el organismo, afectando las funciones que se llevan a cabo diariamente, siendo con
el tiempo causa de variadas enfermedades. El tener en cuenta las situaciones de exposicion y poder
llegar a controlarlas o evitarlas permitiran un mejor desarrollo de actividades logrando mantener un
estado 6ptimo.

Introduccion

Los radicales libres, causales de estrés oxidativo, son sustancias capaces de una existencia indepen-
diente, que contiene uno o mas electrones no pareados, se producen en diferentes reacciones exer-
gonicas en que el oxigeno es aceptor de electrones y endergdnicas se incorpora grupo fosfato para
obtener energia. Son muy inestables, altamente reactivos y de vida media corta. Su presencia genera
una cadena de reacciones de transferencia de electrones con las moléculas vecinas*?.

El estrés oxidativo es un desequilibrio que afecta al organismo por aumento de radicales libres, siendo
factor de origen de enfermedades que alteran en bienestar de la persona al padecerlas y con el tiempo
van afectando en mayor proporcion®.

Este desequilibrio y predominio de los radicales libres se debe a mdltiples causas: las endbgenas (pro-
ducidas por el propio organismo en su funcionamiento) como la respiracion mitocondrial; la activacion
de polimorfonucleares; el metabolismo de acido araquiddnico; las acciones enzimaticas, entre otras.
Las exdgenas, se deben a factores externos: contaminacién ambiental; obesidad, sedentarismo, habi-
tos tdxicos; estrés prolongado; desconocimiento nutricional; exposicion indebida al sol o a diversas
enfermedades®11?,

El organismo esta naturalmente dotado de una funcidn antioxidante, posee compuestos que pueden
neutralizar a los radicales libres y limitar la reaccion en cadena, manteniendo la estabilidad, previenen,
retardan o minimizan la oxidacion y el dafio por el estrés oxidativo**.

Los mecanismos antioxidantes conforman un complejo primario de defensa, compuesto fundamental-
mente por la catalasa, la superdxido dismutasa, y las enzimas del ciclo redox del glutation y un comple-
jo secundario, en el que se integran sustancias de diversas caracteristicas morfoquimicas®”. Antioxi-
dantes enzimaticos menos estudiados (pero probablemente muy importantes) son la peroxirredoxina
y la sulfirredoxina. Otros enzimas que tienen propiedades antioxidantes (aunque esta no es su funcion
primordial) incluyen la paraoxonasa, el glutation-S-transferasa, y el aldehido deshidrogenasa®.

Los diferentes tejidos y 6rganos de los seres vivos presentan una sensibilidad también diferente a la
accion de los radicales libres, lo que ocasiona cambios en el funcionamiento metabdlico del organismo
y que a su vez debido a la gran variedad de elementos con capacidad antioxidante van a contrarrestar
los efectos de los sistemas de proteccidn los antioxidantes que se encuentran en las distintas estruc-
turas®1,

Los profesionales de la salud por la labor que realizan cotidianamente en la atencién de pacientesy en
su entorno familiar, estan expuestos a trabajo bajo presién lo que puede ser causa de desequilibrio del
buen funcionamiento del organismo dando lugar a la presencia de estrés oxidativo que con el tiempo
origina patologias silenciosas.

Diversas investigaciones realizadas a la actualidad el estrés oxidativo esta asociado a patologias silen-
ciosas que se logran determinar cuando se encuentran en estado avanzado causando graves dafios.
Por lo que es de suma importancia el lograr determinar la probabilidad de experimentar estrés oxi-
dativo considerando las caracteristicas sociodemograficas, estilos de vida y situaciones complejas y
fomentar el cuidado de las personas, propiciando una buena calidad de vida y prevencion de miltiples
enfermedades que se pueden producir, evidenciando que al estar expuesto a diferentes caracteristicas
y situaciones complejas originan estrés oxidativo.
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Método

Estudio descriptivo de corte transversal, muestreo aleatorio simple, 112 profesionales de la salud de
ambos sexos, de la ciudad de Lima del distrito de Jesus Maria en Diciembre 2017, luego de la firma del
consentimiento informado, se aplicd un cuestionario de la probabilidad de experimentar estrés oxida-
tivo"?, para obtener informacidn de edad considerada 39 - 70 afios, género, indice de masa corporal,
presion arterial, estilo de vida y situaciones complejas. Cada pregunta contenia alternativas a elegir
con puntuacién. Posteriormente se realizé la cuantificacién respectiva sumando los valores y deter-
minando la probabilidad de experimentar estrés oxidativo, segin la puntuacién obtenida: entre 0y 30
poca probabilidad, entre 31y 50 probabilidad baja o media, superior a 50 gran probabilidad.

Se llevo a consideracion criterio de inclusion profesionales de salud de ambos sexos de edad entre
30 a 70 afios y criterio de exclusion profesionales de salud en estado de gestacion, con tratamiento
farmacoldgico.

Los datos obtenidos de la encuesta fueron procesados estadisticamente’* mediante medidas para los
datos normales (porcentajes), también se aplicé la prueba de tipo Chi Cuadrado con nivel de signifi-
cancia del 95% (a=5%).

Para la muestra se aplicé la siguiente férmula:

NxZ2xpxq
n= =91 Participaron 112 voluntarios
E>x(N -1)+Z*pxq

n: Tamafio de la muestra

Z:valor de la distribucion normal estandarizado (1.96)

P: proporcién de la poblacion que tiene las caracteristicas que es de interés
para medir (0.50)

Q: (1-P) Proporcién de la poblacidn que no tiene las caracteristicas que
interesa medir (0.50)

N: Tamafio de la poblacién (1800)

E: Maximo error permisible (0.1)

Resultados

Tabla 1. Distribucién numérica y porcentual de parametros segun sexo, edad, indice de masa corporal y presién
arterial en los profesionales de la salud de la ciudad de Lima

Parametros N° %
Sexo Masculino 49 43,75
Femenino 63 56,25
30-39 31 27,68
Edad
40-49 28 25,00
50-59 42 37,50
60-70 11 9,82
indice de masa Normal 54 48,21
corporal Sobrepeso 58 51,79
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Parametros N° %
Presidn arterial Normal 47 41,96
Hipertension 65 58,00

Tabla 2. Distribucién numérica y porcentual del consumo de alcohol, cigarros y agua en los profesionales de la
salud de la ciudad de Lima

Consumo N° %
Alcohol No bebo 62 55,36
Un vaso de vino tinto (o una cerveza de 25ml) 49 43,75
2 vasos/dia 1 0,89
Cigarros No fumador 103 91,96
Menos de 10 cigarrillos al dia 9 8,04
Agua Mineral en botella 37 33,04
Tanto agua del grifo como agua mineral 46 41,07
Solamente agua de grifo 29 25,89

Tabla 3. Distribucién numérica y porcentual de condiciones de exposicién: al sol, coloracion de cabello y uso de

prendas limpias en seco en los profesionales de la salud de la ciudad de Lima

Condiciones de exposicion N° %
Al sol Nunca 5 4,46
Unos diez dias al afio 3,57
Un mes al afio 15 13,39
Dos o tres meses al afio 65 58,04
Tres o cuatro meses al afio 17 15,18
Més de cuatro meses al afio 6 5,36
Coloracién en el cabello Nunca 70 62,50
Un mes al afio 4 3,57
Tres o cuatro meses al afio 2 1,79
Mas de cuatro meses al afio 36 32,14
Uso prendas limpias en seco Nunca 42 37,50
En escasas ocasiones durante el afio 42 37,50
Varias veces durante el mes 25 22,32
Varias veces durante la semana 3 2,68

Tabla 4. Distribucién numérica y porcentual de parametros de tipo de vivienda, entorno en el que vive, modo de
coccion de los alimentos y uso de horno en profesionales de la salud de la ciudad de Lima

Parametro N° %
Vivienda Construccién > 5 afios 96 85,71
Construccidn reciente (<5 afios) 9 8,04
Construccién nueva o reformada (- un afio) 7 6,25
Entorno en el que En una gran ciudad (mas de 200 000 habitantes) 112 100
vive
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Parametro N° %
Modo de coccién Siempre con agua 22 19,64
Mas bien con agua 68 60,71
Con frecuencia frito 16 14,29
Més bien frito 6 5,36
Horno Electricidad 2 1,79
Lefa 2 1,79
Gas 108 96,43

Tabla 5. Distribucién numérica y porcentual de utiliza una campana extractora, detergente, disolventes, pesticidas
y enfriadores de aire en profesionales de la salud de la ciudad de Lima

Utiliza | Campana extrac- Detergente Disolventes Pesticidas Enfriadores de
tora aire
N° % N° % N° % N° % N° %
Si 37 33,04 33 29,46 88 79,28 90 80,36 36 32,14
No 75 66,96 79 70,54 23 20,72 22 19,64 76 67,86
TOTAL 112 100,00 112 100,00 111 100,00 112 100,00 112 100,00

Tabla 6. Consumo de alimentos de origen bioldgico (frutas o verduras), complementos vitaminicos (A,C y E) y oli-
goelementos naturales (Se, Zn, Ca) en profesionales de la salud de la ciudad de Lima

FRECUENCIA Alimentos de Frutas y verduras | Complementos vita- oligo
origen bioldgico minicos elementos natu-
rales
N° % N° % N° % N° %
Muy a menudo (todos los 79 70,54 56 50,00 3 2,68 12 10,71
dias)
A menudo (dos o tres 17 15,18 48 42,86 19 16,96 74 66,07
veces por semana)
Escasas veces (una vez 16 14,29 6 5,36 10 8,93 23 20,54
por semana)
Casinunca 0 0 2 1,79 80 71,43 3 2,68
TOTAL 112 100,00 | 112 100,00 112 100,00 | 112 | 100,00

Tabla 7. Distribucién numérica y porcentual de entorno y forma de vida de los profesionales de la salud de la ciudad

de Lima
FRECUENCIA Sonoro Contaminacion fisica Estrés psicologico
N° % N° % N° %
Tranquilo y silencioso 3 2,68 0 0 0 0
Muy ligeramente 0 0 93 83,04 0 0
Ligeramente 6 5,36 12 10,71 8 7,14
Medianamente 6 5,36 2 1,79 76 67,86
Fuertemente 89 79,46 3,57 26 23,21
Muy fuertemente 8 7,14 0,89 2 1,79
TOTAL 112 100,00 112 100,00 112 100,00
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Tabla 8. Problemas de salud que presenten los profesionales de la salud de la ciudad de Lima

PROBLEMAS DE SALUD N° %
Ninguno 99 88,39
Cansancio excesivo, estado depresivo 3 2,68
Alergias frecuentes 2 1,79
Infecciones, inflamaciones 3 2,68

crénicas (reumatismo, enfermedad de Crohn)

Céancer, SIDA, enfermedades cardiovasculares, Parkinson, Alzheimer) 5 4,46

TOTAL 112 100,00

Tabla 9. Probabilidad de sufrir estrés oxidativo los profesionales de la salud de la ciudad de Lima

Sexo Minima Baja o media Alta Total X2 Significancia
N° % N % N % N %

Femenino 12 19,05 48 76,19 3 4,76 63 100 1,016 | 1-a=95% a=0.05, k=
2gl, No existe una
relacion significativa
entre las variables.
Masculino 6 12,24 41 83,67 2 4,08 49 100 Se rechaza la hipéte-

sis alternativa.

Total 18 16,07 89 79,46 5 4.06 | 112 100

. o #
Discusion
Los resultados corresponden a 112 profesionales de la salud de ambos sexos que participaron volun-
tariamente en responder el cuestionario. En la tabla 1 se evidencia que, en los parametros de mayor
participacidn en género al femenino, el rango de edad fue 50 a 59 afios, ademas de sobrepeso e hiper-
tensidn
Con el transcurso de los afos, el individuo comienza a envejecer es un proceso natural inherente a la
vida, ocasionando la aparicion de cambios irreversibles que afectan a células, tejidos y érganos o a la
totalidad del individuo™. En comparacidn con otras especies, la oxidacién es una reaccién natural,
en realidad, no es mala de por si, es esencial para la vida, el proceso descontrolado es el problema
ya que a la larga se puede convertir en enfermedad® y los niveles tisulares de antioxidantes se ven
disminuidos"®.

La obesidad es una enfermedad crénica tratable que se caracteriza por una excesiva acumulacion de
tejido adiposo o grasa en el cuerpo, que produce inflamacién y estrés oxidativo, va asociada actuan-
do como un agravante de otras enfermedades como la diabetes, la hipertension, apnea del suefio,
arterioesclerosis, complicaciones cardiovasculares, etc. Entre las principales causas que determinan
la aparicion de esta enfermedad se puede situar una alimentacién incorrecta, muy rica en grasas sa-
turadas, baja en fibra, pobre en vitaminas, etc. unida a la falta de ejercicio fisico, ademas de factores
genéticos, factores socioecondmicos o factores psicoldgico™°. El sobrepeso coincide con los altos
porcentajes a nivel nacional"*%,

Segun la tabla 2 los profesionales de salud no consumen alcohol, cigarros y si agua, lo que permite
un control y funcionamiento adecuado del organismo; el consumo de alcohol en el pais es bastante
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precoz, es mayor entre los hombres que entre las mujeres en todos los ambitos estudiados, genera
enfermedad hepatica, favorece el estrés oxidativo y la promocidn del dafio inflamatorio y fibrético,
los mecanismos responsables del estrés oxidativo inducido incluyen la formacidn intra hepatocito de
las especies reactivas de oxigeno por la cadena respiratoria mitocondrial y la biotransformacion®29,

Diferentes estudios han demostrado que la exposicion al consumo de cigarro induce un aumento del
estrés oxidativo se deben a la gran cantidad de oxidantes presentes en el humo del cigarrillo, asi como
de especies reactivas liberadas por los leucocitos, tanto en las vias aéreas como en la sangre, pero
también el estrés oxidativo desempefia un papel importante en el aumento de la inflamacidn de las
vias aéreas por la activacién de factores de transcripcidn rédox-sensibles. También la nicotina provoca
un aumento en los niveles de especies de reactivas de oxigeno que causa estrés oxidativo, dafia las
membranas celulares y tisulares??+??.

El agua potable puede contener distintos minerales, iones como cloruros, nitratos, nitritos, amoniaco,
calcio, magnesio, fosfato, arsénico, etc. Sin embargo, fuentes revelan que el agua embotellada, es-
pecificamente el agua alcalinizada, disminuye el estrés oxidativo por que provoca disminucién en la
catalasa del pancreas. En el 2012 se hizo un estudio del agua en Lima, donde se demostré que tanto el
agua potable como embotellada tenian caracteristicas similares por lo que su consumo se consideraba
saludable®2429),

En la tabla 3 sobre condicion de exposicidn se tiene que no se exponen al sol, a colorantes de cabello
ni a prendas limpias en seco, considerando la labor que realizan, no tienen tiempo de utilizar dichas
condiciones de exposicion ademas de los riesgos que producen la presencia de la radiacion solar que
en una atmosfera rica en oxigeno produce efectos indeseados y perjudiciales sobre la piel. La conse-
cuencia mas severa del dafio producido por la radiacion solar es el cancer de piel. Se tiene estudios que
produce dafios severos en la piel siendo causal de deterioro de la salud de la persona®®®.

Sobre la coloracion de cabello nunca lo han expuesto, un reporte de editorial, publicado en ‘The British
Medical Journal’ (‘BMJ’), analiza el potencial alergénico de uno de los principales componentes de los
tintes de pelo, la p-fenilenediamina y otras sustancias de la familia de las aminas aromaticas llevan
mas de un siglo presentes en los tintes de pelo y, actualmente, dos de cada tres cuentan con ellos en
su composicion. El estrés oxidativo se da porque entre los componentes de los tintes de cabello estan
también el persulfato de amonio, amoniaco, acetona, etanol, butano, etano, propano, y peréxido de hi-
drégeno. En cuanto al mecanismo la p-fenilendiamina se comporta como un pro hapteno, la oxidacion
intra epidérmica produce benzoquinona que es la sustancia capaz de producir un ataque nucleofilico
y formaciéon de enlaces covalentes. Recientemente se ha demostrado que existe un segundo meta-
bolito capaz de producir una respuesta inmunoldgica y actuar como hapteno. Se ha demostrado que

esta sustancia, denominada base de Bandrowsy (BB), es capaz de inducir activacion de los Linfocitos
T(27.28,29)

Ademas, la mayoria nunca ha usado prendas de vestir limpiadas en seco. El percloroetileno, es mas
utilizado, altamente oxidante y se cree que es el mas estable de todos los clorados de limpieza en seco,
como resultado aumenta la produccidn de radicales libres. Hay cuatro grados de percloroetileno que
dependeran de los grados de vapor desengrasante para algunos metales, las calificaciones técnicas
para la fabricacidn de productos quimicos y los grados de alta pureza dependen de cada producto y de
su funcidno31:32),

En la tabla 4 sobre el parametro con mayor de vivienda de mas de cinco afios en una gran ciudad y su
modo de coccidn de alimentos es con agua y el uso de horno a gas fueron las respuestas elegidas. Las
viviendas nuevas tienen mas particulas en suspension o contaminantes estas pueden ser de metales
pesados, hidrocarburos aromaticos y radicales libres, porque son capaces de causar estrés oxidativo,
de especial importancia para los asmaticos . Al encontrarse en grandes ciudades estan expuestos a
estrés que combina una serie de trastornos fisicos, quimicos, biolégicos, de seguridad y psico-socia-
les®, afectando todos los aspectos de la vida cotidiana, desde las relaciones interpersonales hasta la
alteracion de las funciones digestivas, respiratorias, urinarias, musculares y sexuales®>9.

Acerca de la coccién mas bien con agua, mayormente en la coccion de los alimentos se debe de tener
sumo cuidado por los nutrientes que contienen y minimizar su pérdida para que el organismo pueda
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recibir, procesar en forma adecuada los nutrientes y lleven a cabo su funcidn respectiva en el orga-
nismo. El consumo de aceites y grasa sometidos a sucesivos calentamientos térmicos influye sobre la
peroxidacion lipidica plasmatica y es mayor cuanto mayor sea el nimero de calentamientos aplicados,
por lo que seria recomendable no abusar del recalentamiento de los aceites utilizados en las frituras®”.

Elempleo de horno a gas es mejor y recomendable debido a que la exposicidn crénica de mondxido de
carbono proveniente de la combustidn de la lefia puede provocar altos niveles de estrés oxidativo pro-
ceso que ha determinado la presencia de diferentes alteraciones en la funcion respiratoria y cardiaca,
lesiones que lamentablemente son irreversibles®®,

En la tabla 5 se tiene que no usa campana extractora, pero es recomendable ya que sirve para eliminar
la grasa suspendida en el aire, absorber humos, vapores y olores, filtra todo y lo expulsa evacuando el
aire de la estancia donde se encuentre®?,

Por otro lado también, se observa que no usan detergente, siendo un producto que contiene sustan-
cias quimicas muy potentes como: acidos, fosfatos fuertes, acidos base que le otorgan el pH, forman-
dolos en acidos, neutros o alcalinos, enzimas, estabilizantes, quelantes, blanqueadores, colorantes,
solventes, desinfectantes que, tienen la propiedad de disolver la suciedad y las impurezas de un ma-
terial sin corroerlo.,

Y también se tiene que si usan disolventes, los que son compuestos quimicos organicos volatiles o
mezcla liquida, se utilizan solos o en combinacidn con otros agentes para disolver materias primas,
productos o materiales residuales, para la limpieza, modificar la viscosidad, agente tensioactivo, plas-
tificante, conservante o portador de otras sustancias que una vez depositadas, quedan fijadas eva-
porandose el disolvente, es el responsable de la cuarta parte de los compuestos organicos volatiles
liberados a la atmésfera, lo que ocasiona importantes problemas de contaminacién ambiental“?.

Los que declararon hacer uso de pesticidas en su gran mayoria fueron mujeres quienes estan mas
al pendiente del cuidado del hogar en general. Quienes aseguraron usar medidas preventivas como
mascarillay guantes.

Seglin estudios indican que el uso de pesticidas, es desde las épocas tempranas del surgimiento y
desarrollo del hombre, ya que tuvo la necesidad de combatir las plagas que afectaban sus cultivos y
productos, con el uso de sustancias capaces de eliminarlos?. Se ponen en contacto a través de todas
las vias de exposicion posibles: respiratoria, digestiva y dérmica, pues estos pueden encontrarse en
funcidn de sus caracteristicas, en el aire inhalado, en el agua y en los alimentos, entre otros medios
ambientales®, produciendo un efecto agudo y crénico en la salud, cuando el grado de exposicion
supere los niveles considerados seguros. Puede darse una exposicion directa a plaguicidas en el caso
de los trabajadores de la industria que fabrican plaguicidas, los operarios y una exposicién indirecta en
el caso de consumidores, residentes y transelntes, en particular durante o después de la aplicacion de
plaguicidas en agricultura, jardineria o terrenos deportivos?.

Ademas, no usan enfriadores de aire debido a que tienen nifios pequefios y ancianos en su hogar que
les podria afectar. El aire su forma natural, es tan puro, que le da al cuerpo la limpieza necesaria al
organismo. Sin embargo, en los Ultimos afios, los cambios tecnoldgicos, la urbanizacion de las zonas
rurales, la introduccion de nuevos productos, el incremento en las poblacionesy en las vias de transito;
ha fomentado el empleo de sustancias toxicas al medio ambiente, conocidas como contaminantes®).

A pesar de los grandes incrementos de contaminantes en el ambiente externo, los seres humanos po-
demos controlar en casa lo que nuestro cuerpo esta recibiendo, mediante el uso de purificadores de
aire, dispositivos que eliminan toxicos y particulas suspendidas en el aire, mediante un sistema de lim-
pieza automatica; previniendo enfermedades respiratorias, ataques asmaticos o alérgicos, problemas
cardiovasculares y dermatitis atdpica, entre otras®.

En la tabla 6 manifiestan consumir alimentos de origen bioldgico: frutas, verduras dos o tres veces por
semana, hay dietas ricas como la dieta mediterranea o enriquecidas con antioxidantes parecen preve-
nir o al menos disminuir el deterioro funcional organico originado por un exceso de estrés oxidativo®?.
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Los alimentos bioldgicos tienen un nivel de antioxidantes sustancialmente mayor y presentan me-
nores niveles de metales toxicos y de pesticidas que los cultivados métodos convencionales, usando
fertilizantes quimicos. Muchos de los compuestos se han relacionado con un riesgo reducido de enfer-
medades crénicas, que incluyen enfermedades cardiovasculares y enfermedades neurodegenerativas
y ciertos tipos de cancer?,

En los Gltimos afios el consumo de frutas y vegetales ha sido asociado con una menor incidencia y
mortalidad por diferentes enfermedades, las bondades de estos alimentos se han atribuido a sus altos
contenidos de antioxidantes. Recientemente, se ha podido atribuir el efecto de una dieta rica en fru-
tas y hortalizas, el alto poder de accién contra los radicales libres o capacidad antioxidante que estas
exhiben. Los antioxidantes naturales como las vitaminas C y E, compuestos fenélicos (que incluyen los
flavonoides), carotenoides y antocianinas poseen la capacidad de atenuar el efecto en el organismo
de los radicales libres, resultantes de las reacciones oxidativas que acompaifian el organismo y que
pueden inducir a enfermedades como las anteriormente mencionadas®“.

Los suplementos multivitaminicos son preparados con al menos tres vitaminas y minerales en can-
tidades requeridas por el cuerpo para un 6ptimo desarrollo de actividades evitando la carencia de
nutrientes“#7,

En la tabla 7 manifiestan tener un entorno sonoro muy ruidoso, la contaminacién sonora es la presen-
cia en el ambiente de niveles de ruido alto como la actividad humana; el transporte, la construccion de
edificios y obras publicas, la industria, entre otras, que implica molestia, riesgos, perjudique o afecte
la salud puede producir estrés, presion alta, vértigo, insomnio, dificultades del habla y pérdida de au-
dicion®“s#), Impidiendo la concentracidn y el aprendizaje, y lo que es mas grave, creando estados de
cansancio y tension que pueden degenerar en enfermedades de tipo nervioso y cardiovascular®?,

La contaminacion ambiental es otro de los grandes problemas que afecta la salud de los limefios. Mu-
chas enfermedades han aumentado de manera importante en las Gltimas décadas en los paises en
vias de desarrollo, particularmente las enfermedades cronicas, las cuales estarian asociadas a conta-
minantes ambientales que pueden estar en el agua y en el aire®.

En el Perd, un tercio de viviendas utilizan combustible de biomasa para cocinar o para calefaccién. Los
contaminantes producidos por la combustion de esta biomasa tienen efectos negativos en la salud. El
aire exterior en Pert también esta contaminado, a un alto nivel comparado con otros paises latinoame-
ricanos, seglin un reporte reciente de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Se sabe que la mate-
ria particulada en el aire exterior estad asociada con varias enfermedades crénicas. El Per(i es también
un pais netamente minero, por lo cual estd expuesto a la contaminacion ambiental producida por la
explotaciéon minera; esto implica un importante efecto negativo tanto de la contaminacion de aire de
exteriores y de interiores®.

En América Latina, la ciudad con peores indicadores de calidad de aire es Lima. La OMS, ha elegido a la
ciudad de lima como una de las mas contaminadas de Latinoamérica. Lima también ha tenido algunos
avances en la calidad de su aire, pero a partir del 2014 estamos perdiendo terreno con respecto a las
otras ciudades en la region®?.

Sobre la exposicion a estrés psicoldgico en el trabajo o en la vida diaria es cada vez mas frecuente. El
ritmo diario de toda la sociedad se ha acelerado considerablemente, de modo que son muy distintas
las presiones y tensiones, siendo las consecuencias del estrés oxidativo para la salud bien conocidas y
puede provocar algunos tipos de enfermedades afectando la calidad de vida de las personas®Y.

En el &mbito de las profesiones de la salud, el efecto del estrés es grave porque no solo afecta al pro-
fesional que lo padece, sino también al enfermo que depende de sus cuidados. En cuanto al gremio,
presenta notables diferencias en funcidn del género, ocupacién y cargo desempefiado. La prevencion
es la via ideal de solucién de este problema. Se basa fundamentalmente en una organizacién del tra-
bajo mas racional, el establecimiento de turnos mas equilibrados, la conciliacion de la vida laboral y fa-
miliar, el desarrollo de un ambiente agradable en el puesto de trabajo, la intervencién con los propios
trabajadores y el desarrollo de politicas socio laborales promotoras de la salud®?%),
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Respecto a los problemas de salud en la tabla 8 la mayoria no presenta problemas de salud, debido a
que por ser profesionales de la salud toman un cierto compromiso sobre ellos mismos y familias el de
realizar acciones que favorezca, controlen, situaciones que con el tiempo pueden afectar a la salud de
cada uno de ellos. Es posible que las enfermedades neurodegenerativas sean de las mas estudiadas en
el contexto del estrés oxidativo. Se ha advertido el aumento del deterioro de proteinas especificas por
la presencia elevada de las especies reactivas del oxigeno™”.

Por tanto es importante que la poblacion tenga conocimiento de su estado en relacidn del estrés oxi-
dativo para que realicen actividades que favorezcan su buen estado de salud, disminuyendo el riesgo
del estrés oxidativo y sus complicaciones, asimismo saber qué factores pueden causar el mismo, para
posteriormente adoptar acciones para el beneficio de su salud®**.

Conclusion

La poblacién en estudio presenta riesgo bajo o medio de sufrir estrés oxidativo segin la puntuacion
obtenida del cuestionario.
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Resumen

Introduccién: A nivel latinoamericano, existen estudios sobre el desarrollo e implementacién de programas de
atencidn farmacéutica en pacientes pediatricos con resultados positivos en los pacientes y sus cuidadores. Sin em-
bargo, en el caso de Costa Rica, solamente hay reportados estudios en hospitales que atienden poblacién adulta.

Objetivo: Desarrollar una guia de seguimiento farmacoterapéutico (SFT) para pacientes pediatricos con enferme-
dad renal crénica (ERC), atendidos en el Hospital Nacional de Nifios Dr. Carlos Sdenz Herrera (HNN), para mejorar la
adherencia a la terapia y el uso adecuado de la medicacién.

Métodos: Se realizé una blsqueda bibliogréfica sobre la enfermedad y sobre diferentes programas de atencién
farmacéutica para elaborar la guia de atencidn farmacéutica y SFT. Por Gltimo, se elaboraron y validaron materiales
educativos dirigidos a los cuidadores y nifios atendidos en el servicio de nefrologia.

Resultados: Se desarroll6 y validé una guia de SFT. Esta incluyd las siguientes secciones: recopilacién de datos
demograficos, desarrollo de la consulta, fase de estudio y registro. Se adapté un instrumento de medicién de adhe-
rencia para ser usado en la poblacién pediatrica. Se desarrollaron y validaron cuatro materiales educativos.

Conclusiones: El protocolo y recursos informativos planteados fueron considerados, por los farmacéuticos del Hos-
pital Nacional de Nifios, herramientas de utilidad y aplicabilidad para brindar una atencion integral a pacientes del
servicio de Nefrologia y promover la adherencia terapéutica de los pacientes.

Palabras clave: atencidn farmacéutica; seguimiento farmacoterapéutico; adherencia terapéutica; enfermedad re-
nal; pediatria; Caja Costarricense de Seguro Social.

Abstract

Introduction: In Latin America, there is a wide body of information on the development and implementation of
pharmaceutical care programes for children, with positive results for the patients and their parents. However, there
are no such reports for Costa Rica.

Aim: To develop a pharmaceutical follow-up protocolo for pediatric patients with chronic renal disease, who attend
the Hospital Nacional de Nifios Dr. Carlos Saenz Herrera, in order to enhance adherence to therapy.

Results: We developed and validated a pharmaceutical follow-up protocol. This protocol included three sections:
demographic data collection, pharmacotherapeutic, clinical and adherence history review, study phase and reg-
istry. We adapted an adherence instrument to be used on pediatric patients and developed four different types of
educational material.

Conclusions: The pharmacists considered the protocol and educational materials to be useful for the pharmaco-
therapeutic follow-up service, to promote adherence in pediatric patients.

Keywords: Pharmaceutical Care; Pharmacotherapeutic Follow-up; Treatment Adherence; Chronic Kidney Disease;
Pediatric; Caja Costarricense de Seguro Social.
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Puntos clave

En América Latina hay muy pocos reportes de programas de atencién farmacéutica en pacientes pedia-
tricos con resultados positivos en los pacientes y sus cuidadores. En Costa Rica solamente hay estudios
en hospitales para adultos.

Esta guia de educacidn sanitaria permite, mediante la intervencién farmacéutica, promover el empo-
deramiento de la poblacién pediatrica con ERC, sus familiares y cuidadores; para mejorar la adheren-
cia a sus tratamientos.

El protocolo y recursos informativos planteados fueron considerados, por los farmacéuticos del Hos-
pital Nacional de Nifios, herramientas de utilidad y aplicabilidad para brindar una atencién integral a
pacientes del servicio de Nefrologia y promover la adherencia terapéutica de los pacientes

Introduccion

La enfermedad renal crénica (ERC) se define como la disminucién de la funcién renal, expresada por
una filtracion glomerular menor de 60 ml/min/1,73 m2 o como la presencia de dafio renal de forma
persistente durante al menos tres meses'¥.

En el caso de la poblacidn pediatrica, a nivel global, existe poca informacidn acerca de la incidencia de
la enfermedad renal crénica; se sugiere que podria ocurrir en 1% de los nifios y adolescentes a nivel
mundial. Se considera que la prevalencia de este padecimiento en la infancia no es tan comdn, sin
embargo, los datos son variables segln factores regionales, culturales y de recoleccion de la informa-
cién®@,

Segun datos reportados por Asociacion Espafiola de Pediatria, las causas de enfermedad renal crénica
en nifios son distintas a las de los adultos. Las causas mas frecuentes son las malformaciones congé-
nitas como uropatias obstructivas, nefropatia por reflujo, displasia-hipoplasia renal, mas frecuentes
cuando mas joven es el paciente. Otras causas son las enfermedades glomerulares primarias o secun-
darias, mas frecuentes en los nifios mayores®.

En Costa Rica, la Caja Costarricense de Seguro Social (CCSS) es un modelo de seguridad social solida-
rio, que vela por brindar un abordaje integral a los pacientes, entre ellos personas con enfermedad
renal®. Desde la década de los 60 existe el Hospital Nacional de Nifios Dr. Carlos Sdenz Herrera (HNN),
el cual es parte del tercer nivel de atencidn y es un hospital nacional especializado en la atencidn sani-
taria de la poblacién pediatrica®. Como parte de sus actividades clinicas, el hospital atiende nifios con
ERC. Estos son pacientes polimedicados, que provienen, en gran proporcion, de familias con un nivel
educativo y socioeconémico bajo, que complica la comprensién y la importancia del cumplimiento de
la farmacoterapia.

Aunque se ha brindado apoyo a estos pacientes por parte del servicio de farmacia del HNN, no hay una
guia de actuacidn sistematizada que permita dar trazabilidad a las actividades de atencion farmacéu-
tica, entre ellas las estrategias para fomentar la adherencia a los tratamientos prescritos en el servicio
de Nefrologia.

En este sentido, esta investigacion surge del interés por profundizar en la atencidn integral que se le
puede brindar a pacientes con nefropatias de alta incidencia en el Hospital Nacional de Nifios, para
fomentar la adherencia al tratamiento, y proponer estrategias que permitan educar a los pacientes y
cuidadores acerca de las patologias y la importancia de la farmacoterapia que requieren para promo-
ver una mejor calidad de vida.
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Métodos

Elaboracion de la guia

Para elaborar la guia, se realizé una blsqueda bibliografica sobre programas de atencidn farmacéu-
tica, adherencia e informacién educativa para la poblacién pediatrica con ERC en las bases de datos
bibliograficas como Up-to-date, Access Pharmacy y otras bases de datos disponibles en el Sistema de
Bibliotecas, Documentacion y Informacion (SIBDI) de la Universidad de Costa Rica.

La guia fue elaborada por la farmacéutica interna del servicio de farmacia, en conjunto con una farma-
céutica especialista en Atencién Farmacéutica de la Universidad de Costa Rica y dos farmacéuticas del
servicio de Farmacia del HNN.

Para asegurar su utilidad y aplicabilidad, en todo momento se consideraron las poblaciones meta: el
personal farmacéutico que la utilizaria y los pacientes y cuidadores con ERC a los que se les aplicaria.

Disefio de materiales educativos

Se disefiaron cuatro materiales educativos sobre ERC bajo la tutela de una profesional en el area edu-
cativa, dirigidos a los padres o cuidadores y a los nifios y nifias del servicio. Este material fue validado
y evaluado por cinco farmacéuticos del servicio de farmacia del hospital. Evaluaron la comprension,
funcionalidad, aceptacidn, induccidn a la accidn de los mensajes a difundir, la claridad del mensaje 'y
la pertinencia de las ilustraciones y graficas, el uso de los colores, la conveniencia del tamario de letra
y otros aspectos de forma.

Debido a la pandemia por el SARS Cov2, la asistencia de los pacientes a la consulta regular fue poster-
gaday, por lo tanto, la validacidn de los materiales educativos por parte de los nifios y sus cuidadores
debid ser pospuesta hasta que se normalice la situacion.

Resultados

La guia para realizar seguimiento farmacoterapéutico para la poblacién pediatrica con enfermedad
crénica atendida plantea el servicio de atencidn farmacéutica en cuatro fases: la referencia de los pa-
cientes por el servicio de nefrologia del hospital o servicio de farmacia; el desarrollo de la consulta, una
fase de estudio y evaluacion de la informacidn obtenida durante la consulta farmacéutica y, por tltimo,
el registro de las intervenciones propuestas por el farmacéutico (Tabla 1).

Para el desarrollo de la consulta, se plante6 un formulario de entrevista para recopilar datos sobre el
historial de salud del paciente y su historia farmacoterapéutica y otros datos demogréficos.

La determinacién de la adherencia contemplé dos mediciones: la prueba Morinsky Green y el docu-
mento “Valoracion de Factores Predictivos de la Adherencia Terapéutica” de los Programas de Aten-
cién Farmacéutica de la CCSS® (Tabla 2). Este documento se adapté para ser usado en poblacién pe-
diatricay fue validado por cuatro farmacéuticos del servicio de Farmacia del HNN. Se evalud la claridad
de su redaccién, si era apropiada segln la poblacion meta; y la posibilidad de sesgo o induccién a la
respuesta. Ademas, entre las valoraciones positivas se reportaron: el instrumento identifica una rutina
diaria; es claro, preciso y concreto. Entre las valoraciones negativas se encontré que el instrumento es
largo; sin embargo, se rescaté que se aplica solamente una vez al paciente.
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Tabla 1. Proceso de seguimiento farmacoterapéutico para pacientes pediatricos con enfermedad renal crénica.

Fase

Contenidos: actividades a realizar Responsable

Referencia del paciente

El paciente viene referido por el servicio de nefrologia del
hospital

El paciente viene referido por el servicio de farmacia del
hospital

Servicio de Nefrologia
Servicio de Farmacia

Desarrollo de consulta

Recoleccién de historia clinica y farmacoterapéutica
Determinacion de adherencia segin la prueba de Morinsky
Green.

Identificacion de factores predictivos de adherencia
terapéutica segln instrumento “Valoracién de Factores
Predictivos de la Adherencia Terapéutica”.
Evaluacion de factores predictivos de la adherencia tera-
péutica de los pacientes.

Planteamiento de plan de intervenciones en conjunto con
el paciente y su cuidador.

Desarrollo de educacién sanitaria mediante recursos
informativos acerca de la enfermedad e importancia de la
farmacoterapia (uso de rotafolio, historieta y fichas farma-
coterapéuticas).

Evaluacién de la comprensidn del paciente con respecto a
la informacion transmitida (uso de tarjetas de comprension
de informacién).

Servicio de Atencion
Farmacéutica

Fase de estudio

Anélisis de la historia clinica y los datos obtenidos en el
desarrollo de la consulta.
Revisién de bibliografia
Planteamiento y desarrollo de la intervencidn farmacéu-
ticay plan de actuacién, en concordancia con el médico
tratante.
Registro de la intervencidn en la historia clinica del pacien-
te.
Deteccién y notificacién de RAM

Servicio de Atencién
Farmacéutica

Registro

Registro en el expediente y en las bases de datos, la inter- Servicio de Atencion

vencion farmacéutica y el plan de accidn Farmacéutica

Tabla 2. Secciones de instrumento de “Valoracion de Factores Predictivos de la Adherencia Terapéutica adaptado
para pacientes del Hospital Nacional de Nifios Dr. Carlos Sdenz Herrera”.,

Seccion

Descripcion breve

1

Se enfoca en registrar los datos personales del paciente, como su edad, domicilio, fami-
liares con los que habita, nombre y edad de su cuidador(a) principal, asi como motivo
de referencia y diagndstico, entre otros.

Registra la rutina diaria del paciente, tomando en cuenta su horario para dormir,
entrada y salida de su centro educativo y su horario de alimentacién. Ademas, existe un
apartado para una descripcidn resumida de los tiempos de comida y los alimentos que

consume normalmente el paciente.

Analiza factores relacionados con el paciente acerca de su capacidad de deglucion,
alimentacién acorde a su condicidn, actividad fisica e hidratacién diaria.

Se evallan factores relacionados al cuidador(a) principal en relacidn con su escolari-
dad, capacidades visuales, auditivas y cognitivas.

Se plantean preguntas sobre factores socioecondémicos importantes de conocer por el
profesional sanitario. Entre ellas, se busca conocer si el paciente cuenta con servicios
basicos, como vivienda, agua potable, electricidad, entre otros. Ademas, se evalla si el
paciente cuenta con una red de apoyo para la administracién correcta de sus medica-
mentos, si el cuidador(a) cuenta con apoyo y facilidad para retirar los medicamentos o
asistir a las citas médicas.
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Seccion Descripcion breve

6 Se relaciona con factores concernientes al equipo o sistema sanitario para conocer los
centros a los que asiste el paciente y cuidador(a) a retirar los medicamentos. Asimismo,
se evalla si el cuidador principal conoce horarios de entrega y retiro de recetas.

7 Se estudia la comprensién del paciente y cuidador(a) acerca de la enfermedad que
padece, complicaciones, sintomas, exdmenes relevantes para su control, entre otros

aspectos.
8 Trata sobre factores relacionados con el tratamiento farmacoldgico del paciente; se

plantean preguntas acerca de los nombres y funciones de la terapia que esta utilizando,
las dosis, frecuencia, horario de medicamentos, almacenamiento de medicamentos,
efectos adversos, si se ha interrumpido el tratamiento por alglin motivo, entre otros.

Se diseflaron 4 materiales educativos, dirigidos a los padres o cuidadores y a los nifios y nifias con ERC,
para promover el uso adecuado de los medicamentos y adoptar estilos de vida saludables.

Se elaboré un rotafolio informativo para ser usado por los farmacéuticos durante la consulta (Figura 1).
Cuenta con una seccidn introductoria, en la cual se explica el concepto de atencidn farmacéuticay las
funciones de los farmacéuticos para el mejoramiento de la salud. En la segunda seccidn se tienen en
cuenta las definiciones y caracteristicas de la enfermedad renal crénica, signos y sintomas y la impor-
tancia de cumplir correctamente el régimen farmacoterapéutico. La tltima seccidn incorpora consejos
para mejorar la salud del paciente, tomando en cuenta aspectos como: practica de actividad fisica,
buenos habitos alimenticios y correcta hidratacidn, control comorbilidades, importancia de evitar la
automedicacién; y control y reporte de efectos adversos de sus medicamentos.
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Figura 1. Imagenes del rotafolio elaborado.

Se elaboré una historieta sobre la enfermedad renal crénica para pacientes menores de 14 afios. La
historieta se desarrollé con ilustraciones sencillas y vocabulario para la comprension de nifios y nifias
pequefios. Explica las generalidades sobre ERC, importancia de la farmacoterapia, promocién de bue-
nos habitos alimenticios y ejercicio fisico y promocién de una hidratacién adecuada (Figura 2).
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Figura 2. Imagenes de la historieta elaborada.

Las fichas de farmacoterapia contienen informacién importante de los medicamentos que estos pa-
cientes toman regularmente. Estos medicamentos se encuentran en la Lista Oficial de Medicamentos
(LOM) de la Caja Costarricense de Seguro Social, aprobados para ERC en poblacidn pediatrica. Entre la
informacion descrita en estos materiales, se encuentran: via de administracion, presentacion disponi-
ble en el hospital, uso del medicamento, indicaciones para su preparacion en casa para suplementos
electroliticos, recomendaciones para una administracion correcta, almacenamiento adecuado, posi-

bles efectos adversos (Figura 3).
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Figura 3. Imagenes de algunas fichas de farmacoterapia

Se disefiaron tarjetas para evaluar comprension de los temas por parte de los pacientes pediatricos 'y
sus cuidadores acerca del uso adecuado de los medicamentos (Figura 4).
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Figura 4. Tarjetas para evaluar la comprension de la farmacoterapia.
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. o #
Discusion
La enfermedad renal crénica es una de las principales complicaciones de padecimientos crénicos,

como la diabetes mellitus o hipertensidn arterial. En la poblacidn pediatrica, a nivel global, la inciden-
ciay prevalencia de la ERC es variable®*.

En Costa Rica, seglin datos del Servicio de Nefrologia, el HNN trata entre 40 y 50 pacientes con enferme-
dad renal crénica al afio. Alrededor de 25 pacientes se encuentran con terapia después de trasplante
renal.

En la atencidn de estos pacientes, el Servicio de Nefrologia ha detectado que, al alta médica, estos
pacientes reciben 5 medicamentos en promedio; y que muchos provienen de familias con un nivel
educativo y socioeconémico bajo, lo que se ha relacionado con problemas en la comprension de la
enfermedad y problemas en el cumplimiento de la farmacoterapia”, siendo necesaria la evaluacion
de la adherencia y la educacién sanitaria para que conozcan y usen adecuadamente sus terapias far-
macoldgicas®®.

A partir de ello, la participacidn del farmacéutico en el abordaje de estos pacientes debe centrarse en
la prestacion de servicios que permitan la atencidn personalizada dirigida al paciente y a su red de
apoyo. Las guias de seguimiento farmacoterapéutico son recursos importantes para lograr que esta in-
tervencion farmacéutica sea exitosa®'?. La intervencidn farmacéutica ha demostrado la resolucion de
problemas negativos asociados a la medicacién, disminuyen los errores a la alta médica, y hay mayor
control de las enfermedades®1©13),

En la actualidad, una mayor cantidad de nifios y adolescentes deben enfrentar el desafio de convivir
con una enfermedad. Lamentablemente, diversos estudios reportan que el 50% de los pacientes con
enfermedades crdnicas no se adhieren adecuadamente al tratamiento™V.

Segun diversos autores, la adherencia se trata de un proceso complejo que afecta a todos los agentes
del sistema sanitario y cuyo resultado final depende de la interrelacidén de diversos factores. Existen
factores sociales, demograficos y econdmicos que pueden llegar a afectar la adherencia terapéuti-
ca"?®) por lo que se contemplaron en el instrumento utilizado en este trabajo.

Es fundamental poder trabajar sobre la adherencia familiar y las barreras que ésta pueda imponer,
ya que, en algunas ocasiones, los nifios conviven en entornos que plantean grandes dificultades para
adquirir conocimientos y lograr cambios conductuales eficaces y perdurables en el tiempo. Por tanto,
la familia tiene un rol fundamental para lograr el éxito terapéutico”. Por esta razdn, en este trabajo se
planteé la medicion de la adherencia en la consulta farmacéutica, con el fin de contar con elementos
que permitan plantear las estrategias educativas segun la realidad de cada nifio.

En la presente investigacidn, el instrumento de valoracidn de adherencia terapéutica debi6 ser adap-
tado, ya que hasta la fecha solo se habia utilizado en poblacién adulta atendida en los programas de
Atencidn Farmacéutica de la Caja Costarricense de Seguro Social. Esa adaptacion para la poblacién
pediatrica fue necesaria para conocer los aspectos relevantes del entorno social, familiar de cada nifio,
las caracteristicas propias de esta poblacidn en cuanto a su capacidad de autogestion, entre otros fac-
tores. Queda pendiente la validacidn de este instrumento con los nifios y sus cuidadores, ya que por la
pandemia esto no pudo llevarse a cabo.

Es imprescindible priorizar estrategias interdisciplinarias para lograr una atencion integral del nifio y
su familia. Estas estrategias deben adecuarse segun las diferentes etapas del desarrollo, disefiandolas
e implementandolas de manera que el paciente se familiarice con ellas y le sea mas sencillo su aplica-
ciény,

Alentrar al periodo de 6 a 12 afios, los nifios formulan preguntas acerca del funcionamiento del cuerpo
humano y su enfermedad siempre y cuando se los estimule a hacerlo. Necesitan conocer aspectos
concretos de la enfermedad y del tratamiento médico que deben seguir, y la informacion debera estar
orientada a conseguir su colaboracidn. En nifios mayores y adolescentes hay una etapa caracterizada
por cambios corporales visibles y por ser un momento de gran vulnerabilidad psicoldgica. Los ado-
lescentes son capaces de comprender y asimilar los conocimientos con relacién a su enfermedad y
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las consecuencias de una deficiente adherencia; sin embargo, les cuesta entender la cronicidad del
cuadroy mantener un adecuado cumplimiento de las pautas de tratamiento*.

Teniendo en cuenta estas diferencias, en este trabajo se realizé una distincion en la elaboracién de los
recursos informativos de modo que cada grupo etario tuviera la informacién adecuada segun edad.

El rotafolio informativo se enfocd en pacientes mayores a 14 afios debido a que los conceptos y lengua-
je utilizados son méas complejos. El rotafolio pretende dar una ayuda visual al farmacéutico para cubrir
todos los temas relevantes durante la consulta. Se elaboré con figuras y colores llamativos para atraer
la atencién de la poblacién meta, y para hacer mas entretenida la exposicién de los temas, factores
determinantes en la aceptacion de este tipo de materiales eductivos®>'9,

Por el contrario, la historieta, se disefié con un lenguaje simple y personajes en los que se pueden
identificar los pacientes mas pequefios, dirigida a pacientes menores a 14 afios. Lo anterior es de suma
importancia, ya que al elaborar materiales es fundamental comprender las particularidades entre los
pacientes"®. El uso de imagenes y personajes permite la transmisién de un mensaje final de forma
grafica. Es una estrategia altamente didactica que ayuda a comprender temas especificos y que logra
representar en sus personajes a la poblacion meta®’*%, en nuestro caso nifios con ERC.

Segun se ha reportado por parte de los profesionales sanitarios, la utilizacion de este tipo de estrate-
gias les ayuda a comunicarse de manera eficaz y mas empatica con diferentes poblaciones, lo que, sin
duda, repercute en una mayor confianza en la relacion con el paciente, en la adherencia terapéutica y
en mejores resultados clinicos en el curso de las enfermedades*®.

Las fichas de medicamentos y tarjetas se elaboraron para evaluar la comprensidn sobre la farmacote-
rapia y para prevenir problemas potenciales relacionados con los medicamentos. Este tipo de recur-
sos le permiten al profesional farmacéutico seleccionar el material de apoyo para el caso en concreto
y brindar al paciente informacién escrita clara, que incluye consejos para una correcta utilizacién y
consideraciones principales de cada medicamento pautado®’; propician la participacién de los pa-
cientes y cuidadores en la autogestion de su tratamiento. Dos estudios realizados en pacientes con
enfermedad renal crénica determinaron que involucrar al paciente en la toma de decisiones comparti-
da, educar sobre la enfermedad, y el acompafiamiento y disponibilidad del farmacéutico para resolver
dudas y brindar informacién necesaria, contribuye al empoderamiento de los pacientes para usar los
medicamentos con mayor seguridad y fomentar la adherencia, demostrando que cuando el pacientey
su cuidador estan bien informados de la medicacidn que se le ha prescrito y de su uso, se consigue mas
seguridad, efectividad y adherencia al tratamiento22,

Entre las mayor limitacion que se tuvo en este trabajo fue la suspension de las citas médicas, por mo-
tivo de la emergencia sanitaria debido a la pandemia por SARS-CoV-2. Por esta razén, no se logré la
poner a prueba la guia de Seguimiento Farmacoterapéutico en el Servicio de Nefrologia del Hospital
Nacional de Nifios Carlos Sdenz Herrera (HNN), ya que las citas fueron reagendadas. Por esta misma
razon, la validacion de los materiales informativos no pudo ser realizada por parte de los pacientes y
cuidadores, lo cual es de suma importancia ya que se considera que la utilidad de estos materiales va
a depender de la valoracién de la poblacion a la que se dirige.

Conclusion

Para que un paciente mejore su adherencia debe tener un papel activo en el proceso de gestion de su
enfermedad, aumentar su autonomia e incrementar su capacidad de autocuidado. Es necesario que
conozca la enfermedad y la entienda, asi como el tratamiento prescrito y la importancia de cumplirlo.

La educacién sanitaria, mediante la intervencidn farmacéutica, es clave para lograr el empoderamien-
to de la poblacién pediatrica con ERC, sus familiares y cuidadores.
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Abstract

Introduccion: Desarrollo y validacién de un nuevo método cinético-fotométrico enzimatico para la determinacién
cuantitativa de cloruro de decualinio en tabletas vaginales “Fluomizin”, basado en la inhibicién de la reaccidn de
hidrélisis enzimatica de acetilcolina.

Método: E| contenido de cloruro de dequalinio en las tabletas “Fluomizin” N2 6 se determiné por el grado de in-
hibicién de la reaccién enzimética, que se evalué por la cantidad residual de acetilcolina en la reaccién bioquimica.
Como indicador, se usé la reaccién de oxidacion de p-fenetidina con dcido peracético, que se forma durante la
reaccién auxiliar de perhidrélisis con exceso de perdxido de hidrégeno durante un cierto periodo de tiempo en la
mezcla de reaccidn.

Resultados: Se determinaron las condiciones dptimas para la determinacién: pH seleccionado 8,35, concentracién
de acetilcolina (0,05 mg / ml), colinesterasa (0,4 mg / ml), perdxido de hidrégeno (10%) y p-fenetidina (1%)tiempo
de reaccion (20 min).

Conclusiones: Un método enzimatico cinético-fotométrico para determinar el contenido de cloruro de dequalin-
jum en pildoras vaginales “Fluomizin” Ne 6. La validacidén del método desarrollado para pardmetros tales como
linealidad, precisién, precisién y limite de cuantificacién. Se determinaron los pardmetros cinéticos Km (constante
de Michaelis-Menten) y Vmax (velocidad maxima).

Palabras clave: cloruro de dequalinio; fluomizina; método cinético-fotométrico enzimatico.

Abstract

Introduction: Development of a new enzymatic kinetic-photometric method for analysis of Dequalinium chloride,
based on the use of enzymatic hydrolysis of acetylcholine, for determine the amount of Dequalinium chloride in the
vaginal tablets “Fluomizin” No 6.

Method: The amount of Dequalinium chloride (DCh) was determined by the degree of inhibition of the enzymatic
reaction, which was evaluated by the residual unreacted substrate - acetylcholine. Determination of the residual
amount of acetylcholine in the reaction mixture was performed by a kinetic-photometric method using an indicator
oxidation reaction of p-phenetidine with peracetic acid, which is formed during the auxiliary reaction of perhydroly-
sis with addition of excess hydrogen peroxide in the reaction mixture over a period of time.

Results: Optimal conditions were determined: pH 8.35 was selected, influence of nature of buffer solution, concen-
tration of acetylcholine (0.05 mg / ml), cholinesterase (0.4 mg/ ml), hydrogen peroxide (10,0%) and p-phenethedine
(1 %), the incubation time (10 min).

Conclusions: The procedure for determination of Dequalinium chloride content in the vaginal tablets “Fluomizin”
No 6 was developed. The kinetic parameters Km (Michaelis-Menten constant) and Vmax (maximal velocity) were
determined.

Keywords: Dequalinium chloride; Fluomizin; enzymatic-photometric method.
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Introduction

Dequalinium chloride (DCh) is a chemically 1-[10-(4-amino-2-methylquinolin-1-ium-1-yl)de-
cyl]-2-methylquinolin-1-ium-4-amine;dichloride. The molecular formula is C, H, CLN, and molecular
weight is 527.6 g / mol. Dequalinium chloride (DCh) is a quaternary ammonium cation that contains
two quaternary quinolinium units linked by an N-decylene chain. It is an antiseptic and disinfectant
agent with a broad bactericidal and fungicidal activity. It is most commonly available as a dichloride
salt but is available as other various salts as well. It is used in wound dressings and mouth infections
and may also have antifungal action, but may associate with skin ulceration. Dequalinium chloride is
used as an active ingredient in tablets as Fluomizin for vaginal bacterial infections and in topical bacte-

riostatic formulation as Dequadin®®.

It is a white crystalline power, soluble in water, free soluble in methanol and acetonitrile. Thera are
several methods for the determination Dequalinium chloride. Literature review reveals that there are
few methods described for the estimation of DCh in biological fluid and even impurity of DCh and its
tablet formulation are reported with respect to HPLC method which includes normal-phase HPLC and
Reverse phase-HPLC, gas-liquid chromatograph. The literature search for spectrophotometric meth-
ods of dequalinium reports the need of chromophoric reagent and indication agent for its determina-
tion'™2, Thus, the development of simple, less time consuming and photometric method for the assay
of Dequalinium chloride in tablets of “Fluomisin” is a very actual problem.

So, the attempt was made to develop a simple, accurate, precise specific enzyme photometric method
for the quantitative estimation of Dequalinium chloride in vaginal tablets “Fluomizin”®3,

The content of DCh in the dosage form in vaginal tablets “Fluomizine” 10 mg (X, mg) was calculated by
the formula:

50.00xWx Uy, X7
URrs*100%xm

50.00 is the weight of the sample DCh reference, mg to one table, mg;

w - the content of the basic substance in reference sample of DCh, %; degree of ChE inhibition in work-
ing experience, %; U, - is degree of ChE inhibition in the reference sample experiment, %; - average
weight of the tablet, g; m - weight of a sample of powdered tablets, g.

U, the degree of inhibition of the enzymatic hydrolysis of Acetylcholine U, %, in the presence of DCh
was calculated using the formula: U = (tg ac - tg amin ) / ( tg amax - tg amin)* 100%, where,

« tga_- slope of the kinetic curve A vs time for a procedure [(ChE + Inh) + Ach] +H,0, + p-Ph, (min™);

« tga,_, - slope of the kinetic curve A vs time for a procedure [(ChE + ACh) + H,O, + p-Ph], (min?);

in

« tga__ - slope of the kinetic curve A vs time for a procedure [(ACh + H,0.) + p-Ph], (min?).

The calibration curve was linear in the concentration range of 0.2 ug / mL - 0.8 pg/mL of DCh with a cor-
relation coefficient of 0.999. The limit of determination was calculated as 20% degree of ChE inhibition
and was 0.35 pug / mL.

The kinetic methods of analysis are increasingly used in various fields of analytical practice, especially
in the analysis of clinical trials by enzymatic reactions. These methods are based on the principle - if
the detected particles can react with any other substance - the initial velocity is approximately propor-
tional to the initial concentration of the determined particles. Therefore, measuring the initial reaction
rate allows to determine the initial concentrations of the reactants. There is no need to wait until the
reactants reach equilibrium, so this method of analysis can be performed very quickly. This is especial-
ly important for slow reactions.
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There are two ways for determine the initial enzyme concentration [E ]. One is the “saturation” of the
enzyme with the substrate, the initial concentration of the substrate [S] is very high compared to Km
(Mechaelis constant, see equation d [S] / dt =k, [S] [E ] / [S] + Km). In this case, the equation takes a
simplified form: d[S]/dt =k, [E ].

Therefore, the reaction rate haves been remains constant for a significant period of time, until [S] de-
creases to the level of Km. In practice, it is necessary to prepare two reaction mixtures for the determi-
nation: the first contains an unknown concentration of enzyme, the second - a known concentration of
enzyme. Comparing the reaction rates of the two systems, have calculate the unknown concentration
of the enzyme (comparison method). However, there is no need for [S] to be greater than Km.

Therefore, according to another method, the initial reaction rate is measured when the substrate con-
centration does not have time to change significantly. Therefore, it is only necessary to determine that
both reaction mixtures have the same substrate concentration (regardless of its value), because the
initial reaction rate will be directly proportional to the enzyme concentration. When determining the
reagent concentration, it is most convenient to measure the initial velocity to interpret the results of
slow reactions. This reduces the effects of temperature changes, side effects and other uncontrolled
factors. When spectrophotometric control of the reaction course is used by changing the light absorp-
tion of the product, it is possible to determine the initial reaction rate by the initial slope of the graph-
ical dependence of absorption on time. For convenience, facilitation of automation and reliability of
results, many kinetic techniques use advanced devices that allow you to directly record the initial re-
action rate, and if they are properly calibrated, consequently, the concentration of the substance being
determined.

An example of the application of kinetic methods is the determination of the enzyme cholinesterase
by measuring the rate of selective hydrolytic cleavage of acetylcholine at the presence of the enzyme
cholinesterase. New kinetic photometric method for DCh determination based on an inhibition of the
enzymatic (cholinesterase) reaction was proposed. The reaction rate was detected at unhydrolised
acetylcholine residue, which is determined by the amount of peracetic acid, wich producted during the
impact of H,0, on it. Indicator reaction is a reaction of peracetic acid with 4-ethoxyaniline interaction
that leads to the formation of azoxyphenetole with A =350 nm (lge =4.18). The measurement velocity
of changing of light absorption vs. time (AA/At, min) give a chance to quantitatively determination of
DCh.

The initial reaction rate is determined by measuring the change in light absorption over a period of
time (AA / At, min). Since the limiting stage of the whole process is the formation of peracetic acid in
the perhydrolysis reaction, the reaction mixture (acetylcholine + hydrogen peroxide) is pre-incubated
for 10 min before adding p-phenetidine (p-Ph). This time was established experimentally in separate
experiments. Under the selected conditions, the observed change in light absorption of the reaction
product as a function of time is linear over the investigated period of time (for the next 15 min) and
does not reveal the curvature characteristic of the pseudo-first-order process.

Méthodes

Measurements were performed at 37 °C, the temperature of the reaction mixture was provided by water
thermostating, the pH of the solutions was monitored by a glass electrode ESL-43-07 on a laboratory
ionometer “I-130” NPO “Analitpribor”. The utensils were used from the set of the AL-4M military radio-
metric and chemical laboratory.

Pharmaceutical preparation vaginal tablets No 6 “Fluomizin”. It contains: Dequalinium chloride 10 mg.
Rottendorf Pharma GmbH, Medinova AG.

Acetylcholine Chloride (Pharm Grade) - 0.02 g per amp/5 mL, produced by “VECTOR” - State Science
Centre of virology and biotechnology in Russian Federation” (Russia).

Pharmaceutical preparation “Fluomizin” No 6.
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Sodium Phosphate dibasic, Na,HPO,-12H,0 (puriss.), CAS -7558-79-4, produced by «ReaChem,
Kharkiv, Ukraine.

Dry protein drug of cholinesterase from horse serum - 80 mg / fL (VI class), 27 AU/mg, produced by SMU
“Biomed”, Russia.

Remark: The catalytic activity of 1 unit (U) has such amount of the given enzyme preparation which
coverts 1 pmole of the given substrate in 1 min at the given reaction conditions.

“Stabilized Hydrogen Peroxide 30-40%", (puriss.), (LLC “Inter - Synthes”, Boryslav, Ukraine); The con-
tent of hydrogen peroxide was determined by SPU according to the monograph “High-test hydrogen
peroxide solution 27.5-31.0%

High purity double distilled water was used throughout.

Preparation of 0.2 M Phosphate buffer solution (pH 8.35) 35.75 g Disodium Hydrogen Phosphate dodeca-
hydrate (grade «p.a.»), crystallized (Na,HPO,-12H,0) was dissolved in 500 mL flask using double-dis-
tilled water. 19 mL of 0.1 M solution of Hydrochloric acid solution was added. pH of the final solution
was controlled potentiometrically.

Preparation of 10% (wt) Hydrogen peroxide solution. The solution was prepared by the appropriate
high-test hydrogen peroxide dilution with double-distilled water. The content of hydrogen peroxide in
the working 10% solution was determined by permanganatometric method.

Preparation of 1% (wt) p-Phenetidine hydrochloride solution. p-Phenetidine hydrochloride (p-Ph or Ph),
was extracted from the base by Hydrogen Chloride precipitation in the chloroform solution. 1.00 g of
p-phenetidine hydrochloride was dissolved in 80 mL of double-distilled water in 100 mL volumetric
flask and after the dissolution brought to the mark.

Preparation of Acetylcholine chloride solution (ACh). The ampoule’s content 0,02 g of pharmacopoeia
drug Acetylcholine Chloride was dissolved in 20 mL of double-distilled water. For that end, an am-
poule was opened, 4.0 mL of water was pipetted, and shake until Acetylcholine was completely dis-
solved. Then the Acetylcholine solution was transferred into 20 mL volumetric flask and the volume
was brought to the mark with double-distilled water.

General recommended procedure

The first part: 10.0 mL portion of 0.2 M phosphate buffer solution (pH = 8.3) was transferred into 20 mL
graduated test tube with ground plug, 1.0 mL of 1 mg/mL acetylcholine solution was added and then
2.0 mL of 10% hydrogen peroxide solution was added and the stopwatch was switched on. After that
the solution was shake thoroughly and was thermostated for 10 min. Then 1.0 mL of 1% p-phenetidine
solution was added and brought to the mark with double distilled water in a 20 mL volumetric flask.
The stopwatch was switched on and every minute each solution was scanned photometrically for 15
min on photoelectric colorimeter, optical filter No 2 and 1.0 cm cuvette were used. The rate of reaction
was determined as a slope of the kinetic curve A vs time [(ACh + H,0.) + p-Ph] (tg a, min™).

The second part: 10.0 mL portion of 0.2 M phosphate buffer solution (pH = 8.3) was transferred into
20 mL graduated test tube with ground plug. After that accurate 2.0 ml portion of Cholinesterase was
added, then 2.0 mL of 10% hydrogen peroxide solution was added while stirring, shaked up thoroughly
and kept for 10 min in a thermostat. Then 1.0 mL of 1% p-phenetidine solution was added and brought
to the mark with double distilled water. The stopwatch was switched on and every minute the solution
was scanned photometrically for 15 min on photoelectric colorimeter CPC-2, using optical filter No 2
and 1.0 cm cuvette were used. Buffered solution with double distilled water as reference solution was
used. The rate of reaction was determined as a slope of the kinetic curve A vs time, (ChE) + ACh)t +
H,0, + p-Ph, (min) switched on a stopwatch, and thermostated for 10 min, [(ChE) + ACh)+ H,0, + p-Ph]

l‘gﬂ,_“_:-_,! (min?).
The third part: 10.0 mL portion of 0.2 M of phosphate buffer solution (pH = 8.3) was transferred into

20 mL graduated test tube with ground plug. The accurate volumes (from 0.40 to 3.20 ml) of test solu-
tion of DCh (WSS or model solution or a reference solution) were added into a standard flask. 2.0 mL of
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Cholinesterase was added while stirring, the stopwatch was switched on, every solution was shaked
up thoroughly and thermostated for 10 min, then quickly 1.0 mL of 1 mg/mL Acetylcholine solution
was added and the stopwatch was switched on, shaked thoroughly and thermostated for 10 min again,
then 2.0 mL of 10% Hydrogen peroxide solution was added, kept for 10 min in thermostat and after 1.0
mL of 1% p-phenetidine solution was added and brought to the mark with double distilled water. The
stopwatch was switched on and every minute the solution was scanned photometrically for 15 min on
photoelectric colorimeter CPC-2, optical filter No. 2 and 1.0 cm cuvette were used. Every time before
the experiment the test tube content was shaked and plugged thoroughly. Buffered solution with dou-
ble distilled water as reference solution was used. The rate of the reaction was determined as a slope of

the kinetic curve A vs time) [(ChE + Inh) + Ach] +H,0, + p-Ph], tgac;‘(min'l).
Preparation of DCh solutions:

« working standard solution (WSS): 0.05000 g (accurately weighed) of the working standard sample
(WSS) of DCh is dissolved in double distilled water in a volumetric flask with a capacity of 100.0 ml and
the volume of the solution is there by reduced to the mark (concentration of 500 pg/ml). Pipette 4.00
ml of the resulting solution, transfer to a volumetric flask of 100.0 ml capacity and bring the volume of
the solution with double distilled water to the mark at a temperature of 20 °C, mix thoroughly (concen-
tration 20 pg / ml);

« model solution: 1.0058 g (accurately weighed) of the test substance powder dissolved in 40 ml of dou-
ble distilled water in a 100.0 ml volumetric flask and dilute with water to the mark. Withdraw with a
pipette 4.00 ml of the obtained solution and transfer into a 100.0 ml volumetric flask. Then adjust the
volume with double distilled water to the mark at 20°C, plug the flask and mix thoroughly.

« a reference solution (RS): 0.05000 g (accurately weighed) of the reference standard sample of DCh is
dissolved in double distilled water in a volumetric flask with a capacity of 100.0 ml and the volume of
the solution is there by reduced to the mark (concentration of 500 pg/ml). Pipette 4.00 ml of the result-
ing solution, transfer to a volumetric flask of 100.0 ml capacity and bring the volume of the solution
with double distilled water to the mark at a temperature of 20 °C, mix thoroughly (concentration 20 ug
/ ml);

In order to estimate the accuracy and precision of the proposed method, standard solutions of 0.2 pg /
ml, 0.3 ug /ml, 0.4 ug /ml, 0.5 pg /ml, 0.6 pg /ml, 0.7 ug /ml, 0.8 pg /ml were analysed according to the
recommended procedure. For this purpose, five replicate determinations of each concentration were
prepared.

According to the obtained data, the dependence of the degree of inhibition on the concentration of DCh
was constructed by the calibration dependence in absolute and normalized coordinates (normaliza-
tion was performed by comparison solution) of the species and respectively. The least squares method
calculated the parameters of the obtained calibration dependences (angular coefficient and its stan-
dard deviation, free term and its standard deviation, correlation coefficient and residual standard de-
viation), which are given in Table. 1.

Table data shows that the parameters constructed in the normalized coordinates of the calibration lin-
ear dependence of the DCh determination are characterized by satisfactory linearity for a given range
and satisfy the requirements of the maximum permissible uncertainty.

Correctness and precision. To verify the accuracy and precision of the method, an experiment was
conducted with a series of model solutions DCh 1 - 7, for which the content of DCh was calculated by
the calibration graph and the parameter “found / entered”, which was used to calculate the systematic
and random errors of the technique (Tab 2).

Ars Pharm. 2021;62(3):260-269 265



Husain G M, Nadeem M, Javed G, et al.

Table 1: Linearity parameters of the developed method for DCh determination

Parameter Creteria Conclusion
U=bxx+a, |Y=b,xX+a,
b 97.1 1.45 - -
0.9 0.01 - -
Sb
a 14.1 -42.00 - -
0.5 1.50 - -
Sa
R 0.9997 0.9997 >0.9994 responds
Cc
0.49 1.47 <1.51% responds
RSD, g P
LOD 0.05 pg/mL 10% <32% responds

DataRSD,, =1,43%,A,.=RSD, 't (95%, n-1)=2,76 (A, % <max A =3,05%) testify to the satisfactory correctness and
precision of the developed method for determining DCh.

General recommended procedure

For determine the quantitative content of DCh in the vaginal tablets “Fluomizin” enzymatic kinet-
ic-photometric method was developed. It is based on the ability of DCh to suppress the catalytic activi-
ty of cholinesterase to decompose acetylcholine in biochemical reaction™®. As a result of the inhibition
of activity, acetylcholine is created in the tube, unreacted with cholinesterase. The content of DCh is
determined by the degree of inhibition of the enzyme reaction. The latter is evaluated for the residual
acetylcholine that has not reacted with cholinesterase. Determination of excess acetylcholine in the
reaction mixture is performed by kinetic-photometric method. Indicative reaction is the oxidation of
p-phenetidine by acetic acid, which is formed during the auxiliary reaction of perhydrolysis. An auxilia-
ry reaction takes place when excess hydrogen peroxide is added to the reaction mixture. The resultis a
colored product - azoxyphenetol (A =358 nm) over a period of time.

max

The papert® describes the process of selecting the optimal experimental conditions.

The pH of 7.5 - 8.5 and the temperature of 37 - 39 °C are found to be optimal for the reaction of enzymat-
ic hydrolysis of ACh in the presence of ChE. The use of phosphate buffer with a pH of 8.2 - 8.5 provides
the highest speed of three analytical reactions: enzymatic, auxiliary reaction of perhydrolysis and indi-
cator reaction of oxidation of p-Ph.

Calibration graph procedure

Kinetic curves (Fig.1) of analytic indication reaction of p-phenetidine oxidation by hydrogen peroxide in
the presence of the system: [(ChE + Inh) + Ach] +H,0, + p-Ph, [(ChE + ACh) + H,O, + p-Ph], ACh+(ChE+DC),
[(ACh +H,0,) + p-Ph] were linear, for the first 15 minutes. This enables the use for assessing of the reac-
tion rate the slope angle tangent (angular coefficient of slope) of the derived kinetic lines, built in the
coordinates optical density (A) - time (t, min) min* as the value of the analytical signal, corresponding
to a certain content of an inhibitor in a sample.

The calibration graph was constructed using the values obtained from seven replicate samples of the
same DCh content (Fig. 2). The linear regression equation was as follows: U (%) =97.5 ¢ - 14.1 (where
«c» is the DCh concentration, pg/mL;
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Figure 1. Kinetic curves of the coupled oxidation reaction of p-phenetidine with excess hydrogen peroxide: 1 - ChE
+ACh, 2-7 - ACh + (ChE + DCh); c(ACh) = 0.05 mg/mL; [ChE] = 0.25 U; c(DCh), pg/ml: 2 -0.1,3-0.2,4 - 0.3,
5-0.4,6-0.5,7-0.6,8-0.7,9 - Ach.

The degree of inhibition of the enzymatic hydrolysis of Acetylcholine U, %, in the presence of DCh was
calculated using the formula: U =((tga - tga,_ )/ ( tga tga . 100% where,

max min) ) -

+ tga_- slope of the kinetic curve A vs time for a procedure [(ChE + Inh) + Ach] +H,0, + p-Ph, (min™);
« tga,_, - slope of the kinetic curve A vs time for a procedure [(ChE + ACh) + H,0, + p-Ph], (min);
« tga - slope of the kinetic curve A vs time for a procedure [(ACh+ H,0.) + p-Ph], (min?).

The calibration curve was linear in the concentration range of 0.2 ug / mL - 0.8 pg/mL of DCh with a cor-
relation coefficient of 0.999. The limit of determination was calculated as 20% degree of ChE inhibition
and was 0.35 pg / mL.

Results

The results of the experiments allowed to develop a new method for the quantitative determination of
ChE inhibitors in aqueous solutions on the principle: “Inhibitor concentration - the rate of formation of
a colored product”. The optimal conditions for the course of the enzyme reaction were studied: the or-
der of mixing, concentration, time of incubation, the influence of the pH of the medium and the nature
of the buffer solution.

In the course of work have been showed the dependence of the rate of the enzymatic reaction on the
concentration of the substrate of acetylcholine.

According to the obtained data in the range of concentrations ACh 0 - 3.3 - 10*M there is a linear rela-
tionship between the rate of the enzymatic reaction and the concentration of the substrate, within the
concentration ACh 3.3 - 10*M - 8 - 10“M there is a decrease in the reaction rate, probably due to the
saturation of the substrate of the active centers of the enzyme, which agrees well with the literature®®.
In subsequent studies, the optimal concentration of ACh was taken 3.3 - 10*M.

Have showed dependence of the rate of the enzymatic reaction vs the concentration of ChE to.

The linear dependence of the reaction rate on the enzyme concentration is observed in the concentra-
tion range of 0.12-0.36 mg / ml (This is 0.25-0.75 ml 4 mg / ml ChE). Therefore, the experiments were
performed at a concentration of ChE 0.24 mg / ml.
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The results of the study of the effect of hydrogen peroxide concentration are shown, that at concen-
tration of hydrogen peroxide = 1%, the rate of the indicator reaction becomes maximum and does not
change in the future. The optimal concentration of hydrogen peroxide is 1%.

Excess p-Ph (1 %) was used to ensure the conditions of the pseudo-first order course of the p-Ph oxi-
dation reaction.

Although for cholinesterase, in contrast to acetylcholinesterase, inhibition by excess substrate is not
the main interfering factor in the reaction, we set out to find out at what maximum substrate concen-

tration it is still possible to apply the linearization of the Michaelis-Menten equation 1/v=1/V__ +K /
(V... - 1/[S]), which describes a rectilinear dependence, y=a+b*x, where y = 1/v,a=1/V__ (a segment

intersecting a line on the y-axis); b=K /V__ (the slope of the line), x = 1/[S].

i (
The need for a biochemical reaction with the maximum possible concentration of the substrate follows
from our proposed principle of determining the activity of the enzyme - the concentration of undigest-
ed substrate: the smaller the substrate will be subjected to enzymatic hydrolytic cleavage, the greater
itsamount will remain unhydrolyzed - will lead to the formation of a more intense color of the oxidation
product of the indicator reaction for a certain predetermined period of time. Dependence of the inverse
rate of the enzyme hydrolysis reaction on the inverse concentration of the acetylcholine substrate were
1/v =39.556-[S]*+0.6091-10° (R = 0.0995). According to dependence, the values of the maximum en-
zyme hydrolysis rate were Vmax 1.64 - 10° mol - L ! - min™ and Michaelis constant Km were 6.49 - 10*.

Quantitative determination of DCh in vaginal tablets “Fluomizine” 10mg No 6.

5 tablets of “Fluomizine” 10 mg were crashed and 1.00580 g (exect weight) tablets powered dissolve in
double distilled water in 100.0 ml (Solution 1). Then, 5 ml of the filtered solution was taken into a 500
ml flask and adjusted to 500 ml with double distilled water. The analysis was carried out according to
the general procedure.

2.00 ml of the resulting solution was introduced into a 20 ml tube and determined according to the
procedure described. Similarly perform the determination with the reference solution (RS).

A continuacién ponemos otros parrafos mas con texto de relleno, donec hendrerit nisi nec libero so-
dales, hendrerit congue dui tempor. Pellentesque tempus felis nulla, sodales pretium massa mollis
quis. Aliquam tortor urna, finibus interdum lectus eu, tempor consectetur lorem. Vivamus dictum
ornare orci, eget condimentum velit scelerisque sit amet. Aenean faucibus risus eu quam malesuada
mollis. Praesent faucibus accumsan cursus. Integer dictum pulvinar leo a accumsan.

Vivamus dictum ornare orci, eget condimentum velit scelerisque sit amet. Aenean faucibus risus eu
quam malesuada mollis. Praesent faucibus accumsan cursus. Integer dictum pulvinar leo a accumsan.
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Figure 2. Curve of the graduated dependence inhibition degree (ChE U, %) vs DCh concentration.
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Discussion

According to dependence 1/u = 39,556 - [S]*+ 0,6091-10°, the values of the maximum enzyme hydroly-
sis rate Vmax and Michaelis constant Km were calculated, equal to 1.64 - 10° mol - L - min* and 6.49
<104,

An enzymatic kinetic-photometric method for the determination content of Dequalinium chloride in
vaginal tablets “Fluomizin” No 6 was developed.
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Resumen

Introduccion: La polimixina B se ha aplicado como uno de los antibidticos de Gltimo recurso para el tratamiento de
la multirresistencia entre las infecciones bacterianas Gram negativas. Debido a efectos secundarios como toxicidad
renal, el uso de polimixina se asocia con limitaciones. El presente estudio evalda la actividad antibacteriana in vitro
de varios productos comerciales de polimixina B contra Pseudomonas aeruginosa.

Métodos: Este estudio incluyé 63 aislados de P. aeruginosa no duplicados que se examinaron para la prueba de sus-
ceptibilidad in vitro a la polimixina B utilizando los siguientes discos de polvo: sulfato de polimixina B, otosporina,
Poly-Mxb y Myxacort. También se han identificado las MIC50 y MIC90 para los antibiéticos de polimixina B.
Resultados: Myxacort tuvo una actividad funcional contra la mayoria de los aislados de P. aeruginosa, y sélo siete
aislados tuvieron una CIM relativamente alta. Las actividades de Poly-MXb y Myxacort fueron las mismas que las de
otosporina.

Conclusiones: Nuestros resultados revelaron que el producto genérico nacional de polimixina B (Myxacort), y dos
productos externos (Otosporin, Poly-MXb) son similares en términos de actividad microbioldgica.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa; productos con polimixina B; método de microdilucién en caldo.

Abstract

Introduction: Polymyxin B has been applied as one of the last-resort antibiotics for the treatment of multidrug
resistance among Gram-negative bacterial infections. Due to side effects such as renal toxicity, the use of polymyxin
is associated with limitations. The present study evaluates in vitro antibacterial activity of a number of polymyxin B
commercial products against Pseudomonas aeruginosa.

Methods: This study included 63 non-duplicated P. aeruginosa isolates examined for in vitro polymyxin B suscepti-
bility testing using the following powder disks: polymyxin B sulfate, otosporin, Poly-Mxb, and Myxacort. MIC_ and
MIC,, have also been identified for polymyxin B antibiotics.

Results: Myxacort had functional activity against most P. aeruginosa isolates, and only seven isolates had a relative-
ly high MIC. The activities of Poly-MXb and Myxacort were the same as otosporin.

Conclusions: Our findings revealed that the national generic polymyxin B product (Myxacort), and two external
products (Otosporin, Poly-MXb) are similar in terms of microbiological activity.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, Polymyxin B products, Broth microdilution method.
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Introduction

Pseudomonas aeruginosa has been recognized as an important opportunistic pathogen in clinical set-
tings and a major source of multidrug resistance”. This bacterium causes high mortality in immuno-
compromised patients and has currently been known as a “superbug” owing to the limited effective-
ness of antimicrobial drugs®. Infections due to multidrug-resistant (MDR) P. aeruginosa, in particular
carbapenem-resistant isolates, are escalating in healthcare facilities and are responsible for nosocomi-
alinfections, which may give a rise to fatal outcomes because of limited therapeutic options. The World
Health Organization and the Center for Disease Control in Atlanta in the United States unanimous-
ly identified carbapenem-resistant P. aeruginosa as one of the most significant multidrug resistance
pathogenic bacteria. Old antibiotics such as polymyxin (colistin) are growingly used as a last resort
treatment for MDR P, aeruginosa®*°.

Multidrug resistance has lead to a renewed interest in polymyxins, colistin and polymyxin B, as ther-
apeutic options for clinically important Gram-negative bacilli®. The toxicity of such agents was the
main reason for the low clinical use in early years. Previously, there has been no need for the detailed
investigation of the microbiological and pharmacological properties of polymyxins since more active
and efficient alternatives were readily available. These membrane-active drugs have accordingly been
replaced by newer and more potent antimicrobials'>"¢.. However, enhancing resistance to various anti-
biotics has rendered new drugs unsuccessful against nosocomial pathogens. Thus, exhaustive studies
on the efficacy, toxicity, and pharmacokinetics of these agents are necessary. In medical and veterinary
medicine, the broad use of antibiotics has contributed to the development of drug resistance. As a
result, combination therapy and more successful treatments are being sought for serious infections.

Pharmaceutical products, especially antibiotics, must comply with the quality, efficacy, and reliability
standards set by competent authorities. In recent decades, the quality and efficacy of generic antibiot-
ics are topics extensively discussed in research communities. Hence, investigation of these antibiotics
using biological assays is of paramount importance, and commercial products necessarily have to be
similar to the global composite reference standard®?. Although polymyxin B has been available for de-
cades, the pharmacological knowledge of this drug remains considerably limited and constitutes a ma-
jor barrier to its effective use™. To understand the susceptibility of commonly isolated P. aeruginosa
to polymyxin in Iran, we investigated the evaluation of in vitro antibacterial activity of polymyxin prod-
ucts, including those frequently cause various infections in Iranian hospitals, against P. aeruginosa.

Materials and methods

Materials

Generic polymyxin products were acquired from local pharmacies approved by Iran Food and Drug
Administration for the industrial use. The generic drugs applied in this study include Otosporin
(GlaxoSmithKline, UK), Poly-Mxb (Bharat Serums & Vaccines Ltd., India), and Myxacort (Sina, Iran),
which their detailed information is available in Table 1. A reference standard, polymyxin B sulfate (CAS
number 1405-20-5; Sigma-Aldrich, USA), was also used for biological tests.

Table 1. Polymyxin products, pharmaceutical dosage form, and manufacturer

Polymyxin product (code) Presentation Manufacturer
Analytical standard Polymyxin B sulfate, powder Sigma-Aldrich
Generic A Polymyxin B sulphate 10,000 U/mL + Neo- GlaxoSmithKline

mycin sulphate 3,400 U/ mL + Hydrocorti-
sone 1.0% w/v

Generic B Polymyxin B 500000 IU Bharat Serums & Vaccines Ltd, India
Generic C Polymyxin B sulfate:10°000 U/mL+ Neo- Sina, Iran
mycin sulfate: 5 mg/mL + Hydrocortisone:
10 mg/ML
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Bacterial strains

Atotal of 63 isolates of P aeruginosa were collected from inpatients in Besat Hospital in Hamadan, Iran
from June 2019 to September 2019. Conventional biochemical tests, such as oxidase, growth in oxi-
dation fermentation (OF) medium, and pigment production, identified the isolates obtained. The API
20NE system (bioMérieux, Marcy ’Etoile, France) was then used for the final identification of isolates.

Antimicrobial susceptibility testing

Antimicrobial susceptibility testing was conducted with the following antibiotics: amoxicillin/clavulan-
ic acid, cefotaxime, ceftriaxone, aztreonam, tetracycline, ceftazidime, and cefepime (30 pg of each),
colistin, gentamicin, imipenem, and Polymyxin B (10 pg of each), and ciprofloxacin (5 pg). The test was
accomplished as per the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2018 guidelines*?.

Potency determination using the disk diffusion (DD) method

All the isolates were tested for in vitro polymyxin B susceptibility using the powder disks made from
polymyxin B sulfate, Otosporin, Poly-Mxb, and Myxacort products. Sterile blank disks were saturated
with 20 pl of each stock polymyxin B product. After being dried, the disks were ready for DD test. The
standard product was utilized to compare commercially available antibiotic disks (polymyxin B; MAST,
UK) 3.

Determination of minimum inhibitory concentration (MIC)

The susceptibility testing was conducted using the broth microdilution (BMD) method as recommend-
ed by the CLSI guideline®. Mueller Hinton Broth (MHB; 100 ul) was added to the rows 2-12 of a 96-well
microtitre plate. Thereafter, 200 ul of the various polymyxin B products was added to row 1 and then
serially diluted through row 10. No polymyxin B products were added to row 11, which served as a
growth control. After culturing on the Mueller Hinton Agar plates, P aeruginosa was incubated at 37
°C for 18 h. Subsequently, colonies were separately transferred to a test tube. The separated colonies
were inoculated into the MHB (5 mL), which was then incubated at 35 °C for 4 h. By applying the 0.5
McFarland standard, the adjustment of the turbidity of an active growing broth culture with a sterile
broth was accomplished. Then the bacterial suspension was diluted 1:100 using the appropriate broth
to achieve a final concentration about 5x10° CFU/ml. The bacterial cells (100 ul) was added to each well
on the panel, resulting in a final volume of 200 pl. The purity of each isolate was checked by adding a
sample of each isolate to the microtitre panel and inoculating a fresh agar plate. Both the purity plates
and the microtitre panels were incubated at 35 °C for 16-20 h. In the end, broth microdilution method
was conducted, and assays were performed by the aid of MHB. The concentrations of polymyxin B (i.e.
polymyxin B sulfate, Otosporin, Poly-Mxb, and Myxacort products) were in the range of 0.25-1024 ug/ul.
The microtitre panels were removed from the incubator after 16-20 h and read. Control strains included
Escherichia coli ATCC 25922 and P. aeruginosa ATCC 27853.

Statistical analysis

Chi-square was used to compare the in vitro activity of various polymyxin B products in P. aeruginosa
isolates and was performed triplicate. SPSS version 16 was applied for statistical analysis. Probabilities
(p values) less than 0.05 were considered as statistically significant.

Results

The isolates were collected from different infection sites of patients hospitalized in several wards. P
aeruginosa isolates were most often recovered from burn wounds (41.26%), blood (20.64%), catheter
(15.88%), urine (14.29%), and discharges (7.94%). The frequency of antibiotic resistance in the isolates
of P. aeruginosa is shown in Figure 1. The highest and lowest resistance was observed for ceftriaxone
(65.07%) and amikacin (33.33%), respectively. Polymyxin B demonstrated significant in vitro antimi-
crobial activity against all the P. aeruginosa isolates, which were susceptible to colistin. In addition,
99.1% of the isolates were susceptible to polymyxin B. Among the 63 P. aeruginosa isolates, 42 isolates
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indicated simultaneous resistance to six antibiotics (aztreonam, cefotaxime, amoxicillin-clavulanic
acid, gentamicin, ceftriaxone, and ceftazidime). Disks made of three types of polymyxin B products
(Otosporin, Poly-Mxb, and Myxacort) showed similar antibacterial activity compared to the standard
polymyxin B disk (MAST, UK; Table 2). Wound infection was the main source of polymyxin-resistant P
aeruginosa (Figure 2). MICs of polymyxin B products for all P aeruginosa isolates are shown in Figure 3.
Otosporin had functional activity against most P. aeruginosa isolates, and seven isolates had a relative-
ly high MIC (=2 ug/mL). Poly-Mxb and Myxacort had similar activity with otosporin. Polymyxin B sulfate

compared to other generic drugs, e.g. Poly-Mxb and Myxacort (and otosporin, demonstrated a higher
MIC,, level (Figure 3).

Table 2. Comparison of the concentration of polymyxin B products in the disks prepared manually with standard
polymyxin B disk.

StPolymyxin B Polymyxin B Otosporin Poly-Mxb Myxacort
sulfate
300U 30 pg/20ul 300 U/20 pl 50 U/20 pl 310 U/20 pl
100
90 -
80
70

60 - I I

50 -
" 1

40 - J
ol b B I

Antimicrobial resistances (%)
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@('\\*\{\ ’bé*b@ &\@“ é\e@ ‘%ﬁé}(‘\ < @0{\ 01_@00 é‘@ Aé\(& ‘®+°<\“'
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Antimicrobials

Figure 1. Antibiotic resistances pattern of Pseudomonas aeruginosa. No significant difference was seen in antibiotic
resistances pattern in P, aeruginosa isolates from different sources.
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p=0.036 p=0.041 = MIC50
o MIC90
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p>0.05 p> 0.05
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=
Different clinical sources

Figure 2. MIC_ and MIC, of polymyxin B sulfate for Pseudomonas aeruginosa isolated from different clinical sourc-

es.
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Figure 3. Comparative in vitro activity of polymyxin B products against Pseudomonas aeruginosa isolates.
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Discussion

Polymyxins are known to target the outer membrane of Gram-negative bacteria by displacing divalent
calcium and magnesium ions from the negatively charged phosphate groups of membrane lipids. This
process causes the destabilization of the lipopolysaccharide (LPS) and the membrane, leading to the
leakage of cytoplasmic contents and bacterial cell death. Although a clear mechanism of action is not
known, polymyxins have been suggested to be capable of binding to to endotoxin, which is the lipid
A portion of the LPS and neutralizes LPS during cell lysis. Polymyxins have bactericidal effect against
several Gram-negative pathogens such as E. coli, A. baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae, Entero-
bacter spp., Salmonella spp., and Shigella spp. Until recently, the mechanisms of reported polymyxin
resistance have been chromosomally mediated that result in LPS modifications, formation of capsules,
and overexpression of outer membrane protein OprH, thereby conferring resistance in Gram-negative
bacteria®', In 2015, a plasmid-mediated polymyxin resistance mechanism (MCR-1) was reported in
Enterobacteriaceae, which is further compromising and threatening the treatment using polymyxin
antibiotics™.

Antibiotic resistance is a growing public health problem worldwide, and the resistance pattern of mi-
croorganisms mainly differs in varied communities. Therefore, it is crucial to specifically plan for dimin-
ishing the resistance of antibiotics, particularly those most widely used for treatment*’*%, Studies have
suggested that polymyxin B is an effective agent for treating P. aeruginosa infections. Polymyxin B has
long been utilized as a topical agent for the treatment of conjunctivitis, otitis, and infectious surgical
complications, especially osteomyelitis®>??. The emergence of polymyxin resistance among P. aerugi-
nosa clinical isolates has recently raised the concern that effective antimicrobial treatment options for
these isolates can severely be limited in the future.

A comparison of our study results those from similar studies in other countries displays that in vitro
polymyxin B is highly active against all clinical isolates of P. aeruginosa'®2®. Only for P. aeruginosa iso-
lates, an excellent level of concordance has been found between the two generic polymyxin B products
(Myxacort and Poly-Mxb) and otosporin. The level of essential agreement achieved for all P. aeruginosa
isolates from otosporin was more than 90%. For all P aeruginosa isolates, similar results were obtained
from the antimicrobial susceptibility test, which was performed by Mast Company.

Our studies uncovered that Myxacort and Poly-Mxb have the same antibacterial potential. Disks made
from different polymyxin B products seem to have problems interpreting the results due to the combi-
nation of additional compounds with polymyxin. MIC testing was performed using commercially avail-
able polymyxin B sulfate powders. The discrepancy in the relative proportions of the mixture constit-
uents between the powder disks and the producers seems to be due to the additional components in
the generic polymyxin B compared to polymyxin B sulfate.

The DD test, a simple and an inexpensive method for screening a large number of isolates, is used to
determine the antimicrobial susceptibility in many clinical laboratories?. However, the weak and slow
diffusion of polymyxins through agar is associated with small zones of growth inhibition and significant
assay variation, negating the use of this method for susceptibility testing. In fact, the predictive accura-
cy of the DD test is unacceptable, and consequently, no reliable correlation of zone diameters with MICs
has been found in many previous studies. The difficulty in differentiating the inhibition zone diameters
has beenillustrated by Jerke et al.?® who compared a P. aeruginosa-resistant isolate of 10 mm diameter
with a susceptible isolate of 11 mm diameter; both isolates were categorized as susceptible with BMD
MICs of <0.25 pg/ml.

At the same time, MICs achieved by the broth microdilution with refined forms of the main constituents
of polymyxin B were found to be within a log, dilution of the MICs achieved from the US Pharmacopoeia
polymyxin B sulfate powder mixture®’. These data implies that the composition of the powder possibly
does not affect polymyxin susceptibility testing. Broth dilution is a method in which a predetermined
concentration of the bacterial suspension is tested against different levels of the antimicrobial agent in
a predetermined liquid medium. For testing polymyxin antimicrobial susceptibility, it is currently the
only procedure approved by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) and the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)®. The broth microdilution method is per-
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formed by a cation-adjusted MHB, twofold dilutions of polymyxin B (ranging from 0.12 to 512 pg/mL),
and a final bacterial inoculum of 5 ~10° CFU/mL in each well, according to the CLSI guidelines. Broth
microdilution is recognized as an optimal method and is presently recommended for susceptibility
testing in the recent document proposed by the joint CLSI-EUCAST Polymyxin Breakpoints Working
Group'®?7. However, this approach is time-consuming, and antibiotic solutions can cause significant
errors in manual preparation (if the technique used is unautomated). It is, therefore, unadaptable to
most clinical microbiology laboratories. Non-reproductive and non-interpretable MIC findings for En-
terobacter species, P. aeruginosa and A. baumannii, have also been reported owing to the presence of
skip wells, i.e. those that do not show growth, but growth is observed in wells with higher antibiotic
concentrations'®%2%_ Moreover, some technical issues for testing have been reported using Broth mi-
crodilution method. Polymyxins readily adhere to the plastic trays, leading to decreased antibiotic con-
centrations actually being present in the MHB dispensed in the wells. The addition of a surfactant, such
as polysorbate 80 (P-80), limits polymyxin adhesion to the BMD panels. It has also been demonstrated
that it possesses a synergistic effect on polymyxins and has antibacterial activity of its own.Nonethe-
less, CLSI or EUCAST guidelines do not currently recommend using P-80 for polymyxin B susceptibility
testing by BMD®,

Antibiotic activities should be tested in vitro and in vivo to confirm their suitability for clinical applica-
tion. Pharmaceutical equivalence or MIC value systems of any generic product is/are invalid require-
ments for equal treatment. In view the fact that MIC breakpoints for Gram-negative and Gram-positive
bacteria in polymyxin B products (Myxacort, Poly-Mxb, and Otosporin) have not yet been acquired, it
remains unclear whether the in vitro efficacy of antibacterial drugs predicts the clinical outcome. To
achieve this goal, all the generic polymyxin B products are required to be checked in vivo. It would be
better to perform further tests for in vivo use of Myxacort and Poly-Mxb, an activity against different
species, stability, etc.

Considering the similarity of the national generic polymyxin B product (Myxacort) and the external
products (Poly-MXb and otosporin), it is rationale to conclude that these products have the same mi-
crobiological actions, as evaluated by DD and MIC tests. We suggest the preparation of antibiotic pow-
der disks in developing countries that can be used in the absence of standard disks in microbiological
activity. These findings need to be further investigated and confirmed in vivo.
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Resumen

Introduccién: La pandemia por COVID-19 ha obligado la educacién universitaria bajo una modalidad de aprendi-
zaje a distancia en linea. La Atencion Farmacéutica en la pandemia COVID-19, implica la intervencién del Quimico
Farmacéutico para el apoyo al usuario en la entrega del medicamento y acompafiamiento de la terapéutica desde
la Oficina Farmacéutica; por ello el juego de roles es parte de una serie de estrategias de tipo participativa a eventos
concretos y es positivo para fomentar competencias de trabajo cooperativo en estudiantes.

Método: El disefio es experimental al azar controlado, dos equipos como control y un equipo experimental. Los
datos cuantitativos (calificacion) y cualitativos (sondeo de satisfaccién) estuvieron agrupados para determinar el
efecto del role-play en los estudiantes.

Resultados: La calificacién fue mayor en el equipo experimental comparado con los controles. El estudio cualitati-
vo del equipo experimental sefiala a los estudiantes como satisfechos en el proceso realizado, el rol del docente, el
desempefio en equipo y el periodo fijado.

Conclusiones: El uso de role-play demostrd ser una herramienta importante para la ensefianza de atencién farma-
céutica en plataformas virtuales durante la pandemia de COVID-19 favoreciendo el feed-back de los conocimientos
y facilita la valoracidn de la respuesta de los estudiantes y sus reacciones en el entorno de eventos de acuerdo con
la realidad social.

Palabras clave: Atencion Farmacéutica; COVID-19; Juego de Roles; Técnica de Aprendizaje; Oficina Farmacéutica.

Abstract

Introduction: The COVID-19 pandemic has forced university education into an online distance learning mode. The
Pharmaceutical Care in the COVID-19 pandemic, involves the intervention of the Pharmaceutical Chemist for user
support in the delivery of the drug and accompaniment of the therapeutic from the Pharmaceutical Office, so the
role-playing is part of a series of participatory strategies to specific events and is positive to encourage cooperative
working skills in students.

Method: The design is experimental randomized controlled, with two teams as controls and one experimental
team. Quantitative (scoring) and qualitative (satisfaction survey) data were pooled to determine the effect of role-
play on students.

Results: The score was higher in the experimental team compared to the controls. The qualitative study of the
experimental team shows students as satisfied with the process carried out, the teacher’s role, team performance,
and the period set.

Conclusions: The use of role-play proved to be an important tool for teaching pharmaceutical care in virtual plat-
forms during the COVID-19 pandemic, favouring the feed-back of knowledge and facilitating the assessment of stu-
dents’ response and their reactions in the event environment according to social reality.

Keywords: Pharmaceutical Care; COVID-19; Role Play; Learning Technique; Pharmaceutical Office.
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Puntos clave
;Qué se sabe sobre el tema?

El role-play como método de ensefianza y aprendizaje de la atencidn farmacéutica ha sido utilizado
en diversas universidades, con la finalidad de establecer la relacion estrecha entre el farmacéutico y
el paciente o usuario; lo cual genera competencias en la atencién farmacéutica comunitaria, clinica,
hospitalaria y en la Oficina Farmacéutica.

;Qué afiade el estudio realizado a la literatura?

La estrategia educativa didactica mediante el role-play usando plataformas virtuales asemeja a la
atencién farmacéutica de forma presencial, considerando una interaccién cercana entre el profesional
farmacéutico y el usuario.

;Cuales son las implicaciones practicas de los resultados obtenidos?

La ensefianzay aprendizaje para la practica de la atencion farmacéutica, mediante la aplicacion del ro-
le-play a través de plataformas virtuales ha evidenciado cualitativa y cuantitativamente la innovacion
didactica, el feed-back del conocimiento y las competencias requeridas en los estudiantes de Farmacia
y Bioquimica en tiempos de COVID-19.

Introduccion

El farmacéutico se desempefia en las Oficinas Farmacéuticas, lugares donde se dispensa al usuario de
productos farmacéuticos para mantener, prevenir y mejorar su estado de salud®. La atencién farma-
céutica se expresa como «el acompafiamiento de la terapéutica medicamentosa de los usuarios?».
Al ser las oficinas farmacéuticas uno de los establecimientos primarios a los que visitan los usuarios
para solicitar referencias del COVID-19, el farmacéutico debe brindar informacion efectiva y precisa®?.
En tal sentido, la Atencion Farmacéutica va mas alla del conjunto de las disposiciones, los roles y las
capacidades del farmacéutico.

En la Atencion Farmacéutica, el farmacéutico debe tener la capacidad de relacionarse y dominar las
habilidades de comunicacién de la manera mas efectiva®®. Esta labor en el estudiante universitario de
Farmacia y Bioquimica genera una serie de inquietudes, impactando en su habilidad para iniciar una
interaccidn con el usuario®”. Esto hace que el estudiante no pueda brindar su maxima capacidad para
obtener un desempefio adecuado y preciso®.

A nivel universitario, los modelos educativos tradicionales han generado rigidez en los procesos de
transferencia de informacion de los docentes a sus estudiantes"™?. Asimismo, ante un universo que
rapidamente se va transformando, el modelo educativo constructivista y socioformativo se presenta
como la solucién idénea para brindar a los estudiantes una serie de instrumentos de autoaprendizaje
relacionado con los problemas sociales de su comunidad®¥.

El progreso de las habilidades por competencias en estudiantes, no solo deben fomentarse desde las
sesiones tedricas, sino estructurar modelos educativos basados en el estudiante, donde la ensefianza
se entienda como producto del lazo entre las relaciones emocionales, intelectuales, de comunicacidn
y sociales™**. Por ello, las programaciones educativas para la ensefianza activa se amoldan a un pa-
tron de aprendizaje donde el rol principal le compete al estudiante, quien crea sus aprendizajes a partir
de modelos basados en el aprendizaje activo®®*,

En la educacién, la pandemia por COVID-19 ha originado la clausura de los eventos presenciales con
la meta de prevenir la diseminacion del virus???, Sucedi6 también en el Perd, lo que ha conllevado al
aprendizaje a distancia en linea, a través de plataformas virtuales, siendo fundamental brindar a los
estudiantes nuevas estrategias didacticas para estimular su desarrollo profesional que se acoplen a las
plataformas virtuales involucrandolos en eventos rigurosamente elaborados para facilitar la interac-
cién estudiante-usuario®,
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El juego de roles (role-play) es un procedimiento util para administrar situaciones donde se debe uti-
lizar variadas posturas para una mejor comprension2?#2% y se puede acoplar con las plataformas vir-
tuales, trasladando sucesos sociales en la clase®?*,

Elrole-play presenta reglas en las cuales los estudiantes deben adaptarse, con libertad para desenvol-
verse en uno o mas roles que escenifiquen®*?°), Por un momento, los estudiantes dejan su identidad
y adaptan otra con el propdsito de solucionar un problema propuesto**?”)., Por ello, se considera una
metodologia apropiada para gestar empatia y para entender las necesidades de la poblacion®>'9. En
la practica el role-play estimula que los estudiantes entiendan su propio comportamiento y de otros
individuos en eventos elaborados y apoya al desarrollo de habilidades académicas y laborales en la
especializacion(t7:18:28=30),

El objetivo es evaluar el desempefio académico de los estudiantes de Farmacia y Bioquimica involucra-
dosy no involucrados a role-play, y calificar su grado de satisfaccion cuando aplican esta metodologia
en la pandemia COVID-19.

Métodos

Se realizd un disefio experimental al azar y controlado, donde la dimensién fue la técnica de role-play.
La poblacién de estudio fueron 105 estudiantes matriculados en el semestre académico 2020-1 de la
asignatura de Atencion Farmacéutica de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la Uni-
versidad Inca Garcilaso de la Vega, de Lima, Per(, que considera cuatro horas de practicas en 17 sema-
nas totales.

Se dividieron en tres secciones con intervenciones simultaneas: un equipo experimental y dos equipos
control. Los equipos controles son similares (Ec,=35, Ec,=35), siendo la Unica variable el docente que
lidera la actividad. Los equipos controles fueron sometidos a los modelos educativos tradicionales
donde el docente desarrolld sus clases explicativas con diapositivas y el equipo experimental (Ee,=35)
fue sometido a role-play.

Los estudiantes fueron muestreados segun categoria alfabética, considerando uniformidad de género
en cada equipo (tabla 1). Los equipos estuvieron sometidos a un solo silabo (cuatro unidades) y a las
programaciones académicas dispuestas en la asignatura.

La ejecucion del role-play se efectud entre las semanas 14 y 15 correspondiente a la cuarta unidad del
silabo para involucrar todo el contenido de las unidades 1, 11 y l1l. Los casos fueron entregados al equipo
experimental en la semana 12 con el fin de facilitar el tiempo para conseguir sus implementos de per-
sonificacidn. Cada equipo recibié cuatro casos clinicos, con 10 preguntas por caso.

Tabla 1. Distribucién de estudiantes por género y por equipos, matriculados en la asignatura de Atencién Farma-
céutica en el semestre académico 2020-I

Equipos de estudiantes Género Cantidad
Equipo control (E_, = 35) Femenino 25
Masculino 10
Equipo control (E_, = 35) Femenino 22
Masculino 13
Equipo experimental (E_, = 35) Femenino 27
Masculino 08

En la elaboracién de cada caso clinico se consideraron los problemas de salud con mayor prevalencia
que son atendidos en las oficinas farmacéuticas, como la hipertensién arterial, diabetes mellitus, au-
tomedicacion y enfermedades respiratorias®®. Los casos clinicos fueron elaborados con la finalidad de
involucrar la enfermedad, el fairmaco, los analisis clinicos y la sospecha de COVID-19; también abordan
procedimientos, dispensacién y seguimiento farmacoterapéutico. Los casos clinicos fueron soluciona-
dos en equipos conformados por cinco estudiantes.
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En los equipos controles, los estudiantes debian dar solucidn al cuestionario de los casos clinicos pro-
puestos, para después ser expuestos y revisados por el docente. En el caso del equipo experimental,
los estudiantes tenian que escenificar los casos propuestos asumiendo roles como usuario o como
farmacéutico.

Para la escenificacion se considerd un tiempo maximo de 15 minutos (tiempo promedio de atencién
a un usuario en una oficina farmacéutica), donde el estudiante debia brindar un trato empatico con el
usuario, considerando los conocimientos aprendidos sobre atencién farmacéutica, dispensacion y se-
guimiento farmacoterapéutico; incluyendo la sintomatologia y transmisién del COVID-19, los cuidados
segun la edad, problemas relacionados con los medicamentos, interacciones medicamento-alimento
y dimensiones afectivo-sociales de la interrelacién usuario-Quimico Farmacéutico.

Luego de cada escenificacion, se realizd la calificacion a cargo de los jurados pares acerca de las bases
farmacoldgicas empleadas, las dimensiones deontoldgicas y la funcién del farmacéutico. Culminada
las escenificaciones del equipo experimental y calificados los casos clinicos en los equipos controles,
se efectud la calificacion total sobre el aprendizaje, para lo cual se realizaron dos pruebas grupales a
todos los equipos, cada uno al término de cada sesion de clase y una prueba final por estudiante al
término del semestre académico.

Las pruebas grupales se basaron en preguntas abiertas sobre los casos clinicos (un cuestionario cada
dos casos); estos fueron completados en equipo conformados por cinco estudiantes. Las pruebas se
formularon con cuatro casos clinicos parecidos a los realizados en role-play. En la prueba, el equipo
debia completar uno de los cuatro casos clinicos.

La evaluacion final se confecciond teniendo en cuenta los conocimientos aprendidos en la evaluacion
de casos, parecidos a los realizados en role-play (equipo experimental) o como analisis de caso (equipo
control). Esta valoracion permitié comparar las calificaciones entre los equipos, para evaluar la activi-
dad del role-play en la formacién de los estudiantes.

Analisis cualitativo

Con lafinalidad de evaluar la apreciacion de los estudiantes involucrados en la estrategia de role-play;
al equipo experimental se le someti6 a un sondeo de satisfaccién, el cual fue elaborado mediante el
método Delphi®. El grupo de especialistas estuvo conformado por ocho docentes de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega y se tuvo en cuenta:

1. Nivel de satisfaccidn de los estudiantes en relacion a la tematica que fueron calificados. Con la fina-
lidad de establecer el porcentaje de satisfaccion, se utilizé un rango tipo Likert de 5 puntos®?: 1 como
totalmente insatisfecho hasta 5 como totalmente satisfecho.

2. Nivel de acuerdo en funcidn a la temética como fueron calificados. Con la finalidad de establecer
el porcentaje de acuerdo, se utilizd un rango tipo Likert de 5 puntos: 1 como totalmente insatisfecho
hasta 5 como totalmente satisfecho.

3. La perspectiva individual del estudiante en relacidn con la estrategia desarrollada, se evalu6 de
forma binaria con respuesta de si y no.

Analisis cuantitativo

La informacion recolectada fue analizada cuantitativamente mediante un analisis multivariante de la
varianza de una via (one-way MANOVA), manejando el software estadistico IBM SPSS Statistic for Win-
dows version 21. Los supuestos para ejecutar el analisis fueron constatados antes de iniciar el estudio.
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Consideraciones éticas

Los estudiantes participaron en el estudio previa autorizaciéon con consentimiento informado. Los
cuestionarios fueron respondidos de manera anénima y facultativa por los 35 estudiantes del equipo
experimental.

Resultados

Resultados cuantitativos

En la tabla 2 se presenta la distribucién de la media de las calificaciones por cada equipo y su error
estandar, mostrados en pares ordenados, por equipos y por tipo de prueba. La media de las califica-
ciones por cada equipo fue desarrollada como una magnitud de la productividad de los estudiantes.

Tabla 2. Distribucion de la media de las notas por cada equipo con error estandar por equipos, por tipo de califica-
cién y con contraste multivariado

Contraste multivariado por equipos (lambda de wilks)
K F df Error p n?
Prueba 13.57+/- | 14.29+/- 17.00 +/- 0,243 52,00 4,00 202,00 0,000 0.507

grupal 0.18 0.15 0.13
Prueba 13.91+/- 13.71+/- 16.51 +/-
final 0.35 0.33 0.30
Ec,: equipo control 1; Ec,: equipo control 2; Ee: equipo experimental.
" Se reporta que la Traza de Pillai, Hotelling y Raiz mayor de Roy también fueron significativos. (p <0.05)

Enlatabla 2, el equipo experimental demostrd una mayor productividad académica tanto en la prueba
grupal y en la prueba final. Asimismo, con la finalidad de cotejar estadisticamente diferencias en rela-
cion a la productividad académica entre los equipos involucrados y no involucrados en la estrategia de
role-play, se efectud un estudio multivariante de la varianza de una via.

Las pruebas estadisticas de contrastes multivariados demuestran para cada equipo una diferencia es-
tadisticamente significativa en la productividad académica de los estudiantes, centrada en el tipo de
prueba, F=52,000, p<0.0001, A Wilks=0,243, parcial n,=0,507. Para evaluar como las calificaciones de la
prueba grupal y prueba final discrepan en los equipos, el test de efectos intersujetos del estudio MANO-
VA one-way informé que la prueba grupal y prueba final presentaron un efecto significativo en ambos
equipos control y experimental; para la prueba grupal F=136,283, p<0.0001, parcial n,=0,728 y para la
prueba final F=22,414, p<0.0001, parcial n,=0,305.

Por ultimo, un analisis post hoc (DHS de Tukey) evidencid para la prueba grupal diferencia significativa
entre las calificaciones de los tres equipos Ec, y Ee, (p=0,000), Ec, y Ee, (p=0,000), Ec, y Ec, (p=0,004);
para la prueba final se denoté diferencia significativa entre Ec, y Ee, (p=0,000), y Ec, y Ee, (p=0,000).
Asimismo, se denot6 que no hay diferencia significativa entre Ec, y Ec, (p=0.904), siendo estos los con-
troles.

Resultados cualitativos

Para conseguir los datos de la satisfaccion de los estudiantes respecto a la aplicacién del role-play, se
evalué mediante un cuestionario.
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Tabla 3. Dimensiones evaluadas en la magnitud del nivel de satisfaccion

Satisfaccion en relacion a: Escala®

1 2 3 4 5
La metodologia empleada - - - 9% 91%
La funcién del docente - - - 3% 97%
La funcidn del estudiante en la actividad - - - 26% 74%
La dindmica en equipo - - 3% 6% 91%
La evaluacion - - - 20% 80%
Eltiempo asignado a la actividad - - - 9% 91%

Criterios de valoracidn: 1=Totalmente insatisfecho; 2=Insatisfecho; 3=Ni satisfecho ni insatisfecho; 4=Satisfecho;
5=Totalmente satisfecho

2 Porcentaje de estudiantes que eligieron cada criterio de valoracion

Los datos obtenidos de la tabla 3 indica que los estudiantes se declaran completamente satisfechos
por la metodologia empleada, el rol del docente, la dinamica en equipo y el tiempo asignado a la ac-
tividad.

Tabla 4. Dimensiones evaluadas en la magnitud nivel de acuerdo

Aspectos que fueron evaluados: Escala®
1 2 3 4 5
La técnica de ensefianza tuvo relacién con el problema planteado - - - 6% 94%
Las pautas de trabajo desarrolladas facilitan abordar las dificulta- - - - 14% 86%
des planteadas de una mejor forma
Las dificultades a solucionar se relacionan con el desarrollo de mi - - - 9% 91%
profesion
Elinstrumento de calificacion esta vinculado con la técnica de - - - 17% 83%

ensefianza desarrollada

El trabajo en equipo facilit6 el aprendizaje y el progreso de la - - 3% 6% 91%
dificultad planteada

Criterios de valoracidn: 1 = Totalmente desacuerdo; 2 = En desacuerdo; 3 = Ni de acuerdo ni en desacuerdo; 4 =
De acuerdo; 5= Totalmente de acuerdo

2 Porcentaje de estudiantes que eligieron cada criterio de valoracion

Los datos en la tabla 4 indica un alto indice de totalmente de acuerdo en relacién con la técnica de
ensefianza que fue acorde con el problema planteado, las dificultades a solucionar se relacionan con
el desarrollo de su profesion y el trabajo en equipo facilité su aprendizaje.

Se aprecia en la tabla 5 un alto indice en la respuesta afirmativa del estudiante que considera que el
role-play lo incentivé a estudiar, lo apoyd a trabajar en equipo, facilité su capacidad de analisis e incen-
tivé su competencia para solucionar problemas. Asimismo, un alto porcentaje indica que la estrategia
no afecta el aprendizaje en otras asignaturas.

Tabla 5. Aspectos evaluados segln la perspectiva del estudiante

La estrategia de ensefianza: role-play Si® No?

ite incentivé a estudiar? 97% 3%

;te apoyd a trabajar en equipo? 97% 3%
(facilitd tu capacidad de andlisis critico? 100% -
incentivé tu competencia para solucionar problemas? 100% -

¢incentivé tu instruccion? 94% 6%

¢afectd tu instruccién con otras asignaturas? 3% 97%

;te tomd mas tiempo que otras actividades de otros cursos? 6% 94%
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La estrategia de ensefianza: role-play Si® No?
ite apoy6 a tener mayor rendimiento académico? 94% 6%
;te gustaria manejar esta actividad en toda la asignatura? 97% 3%

Criterios de valoracién: contesta de forma afirmativa (si) o de forma negativa (no) en relacién a los enunciados
2 Porcentaje de estudiantes que eligieron cada criterio de valoracion

. . #
Discusion
La pandemia por COVID-19 ha originado una clausura de los eventos presenciales en las instituciones
académicas con la finalidad de prevenir la diseminacién del virus??. En tal sentido, las universidades

han realizado una serie de estrategias para migrar a una forma de educacion a distancia en linea, a
través del uso de plataformas virtuales?,

En los resultados cuantitativos se puede apreciar una mayor productividad académica del equipo ex-
perimental tanto en la prueba grupal como en la prueba final, encontrandose diferencias estadisticas
significativas en los equipos control y experimental. Esta informacion se podria correlacionar con el
alto nivel de apreciacidn de los estudiantes por la estrategia desarrollada y su motivacion para solucio-
nar problemas. En este aspecto, el role-play desarrollado en plataformas virtuales podria considerarse
como una importante estrategia que facilitaria al estudiante afrontar eventos similares en su vida pro-
fesional.

En la presente investigacion, la ejecucion de role-play tuvo un gran indice de aceptacion y satisfaccion
por parte de los estudiantes en su proceso de enseflanza-aprendizaje. Los estudiantes en sus diferen-
tes roles que representaron fueron precisos y criticos.

Los resultados corroboran los estudios reportados por diversos autores®?!, donde el manejo de ro-
le-play es una opcion de ensefianza que promueve el feed-back de los saberes previos con los conoci-
mientos adquiridos, mejora la comunicacion de los estudiantes y sus reacciones positivas en el entorno
de casos de la vida real. Asimismo, en un sondeo de opinion a los estudiantes manifestaron la virtud de
la metodologia desarrollada en relacién a magnitudes cognitivas, actitudinales y procedimentales®.

En tal sentido los resultados cualitativos expresan que los estudiantes aprovecharon de mejor forma
los conocimientos adquiridos y optimizaron la actividad comunicativa (véanse las tablas 3-5). Una
magnitud valiosa a marcar fue la responsabilidad de los estudiantes en relacién a los casos clinicos del
role-play, no solo por la dramatizacidn, sino también por su esfuerzo del producto final presentado.
Resultados similares fueron presentados por Lavanya et. al.”, Nair'? y Sudrez et. al.*®, quienes indica-
ron que la técnica de role-play consolida el progreso de habilidades genéricas como la comunicacion,
cooperacién y aumento de la motivacion; asimismo, las habilidades de comunicacién mostraron una
mejora estadisticamente significativa®'>%9,

Ormazabal et. al.?, considera utilizar el role-play por un periodo mayor debido a que no detectaron
diferencias estadisticamente significativas en la prueba global. En la presente investigacidn y trabajan-
do con criterios similares, se encontrd diferencias estadisticamente significativas en la prueba grupaly
prueba final. Por otro lado, estos resultados se podrian atribuir al uso de la plataforma en linea debido
a la pandemia de COVID-19.

Los estudiantes de Farmacia no solo deben estar preparados en conocimientos, sino también entrena-
dos con capacidades para afrontar situaciones reales donde las relaciones interpersonales y la comu-
nicacién son imprescindibles.

Conclusiones

El uso de role-play demostré ser una herramienta importante para la ensefianza de atencién farma-
céutica en plataformas virtuales durante la pandemia de COVID-19 favoreciendo el feed-back de los
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conocimientos y facilita la valoracidn de la respuesta de los estudiantes y sus reacciones en el entorno
de eventos de acuerdo con la realidad social.
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Resumen

Introduccién: Etodolac se usa en el tratamiento del dolor agudo y la inflamacién. Tiene baja solubilidad debido a
la alta hidrofobiay se informa que tras la administracion oral muestra alteraciones gastricas. Esto fomenta el desar-
rollo de formulacidn tépica en lugar de oral.

Método: En este trabajo utilizamos el método de separacién de fase de coacervacién para el desarrollo del sistema
vesicular cargado con etodolaco mediante el uso de tensioactivos no idnicos, colesterol y lecitina de soja. El disefio
central compuesto (rotativo) se utilizé para optimizar las concentraciones de lecitina de soja, surfactante y colester-
ol. Las formulaciones preparadas se caracterizaron por andlisis de tamafio de vesiculas, potencial zeta, eficiencia de
atrapamiento, permeacion in vitro, permeacién ex vivo y estudio antiinflamatorio.

Resultados: Etodolac quedd atrapado con éxito en todas las formulaciones que tenian una eficiencia en el intervalo
de 74,36% a 90,85%, siendo mayor a 4 ° C que a temperatura ambiente. Cuando se hidrata con agua, los niosomas
se producen espontaneamente el rango de 54 a 141 (por mm ctbico). Los resultados del estudio de difusion in vitro
revelaron que el etodolaco se liberd en un rango de 71,86 a 97,16% durante un periodo de 24 horas. El tamafio me-
dio de vesicula de la formulacién optimizada se encontré en 211,9 nm con un PDI de 0,5. Las respuestas observadas,
es decir,% de eficacia de encapsulacion y liberacién de farmaco, fueron 74,12 y 95,08 respectivamente. El potencial
zetafue de-19,4 mVyreveld la estabilidad de la formulacién, que fue confirmada adicionalmente por la ausencia de
cambios en el contenido del firmaco y la liberacién del farmaco después de los estudios de estabilidad. El% de in-
hibicién en el volumen de la pata fue del 40,52% y del 43,61% para la prueba y el gel proniosémico comercializado.

Conclusion: la formulacién de gel proniosomal fue estable y podria mejorar el suministro de etodolaco a la piel
debido a la excelente capacidad de permeacion del sistema vesicular.

Palabras clave:administracion de farmacos vesiculares; gel proniosémico; etodolaco; tensioactivos no idnicos; es-
tudio antiinflamatorio.

Abstract

Introduction: Etodolac is used in the treatment of acute pain and inflammation. It has low solubility because of
high hydrophobicity and it is reported that upon oral administration shows gastric disturbances. This encourages
the development of topical vesicular formulation.

Method: In this work we used coacervation-phase separation method for the development of etodolac loaded ve-
sicular system by using non-ionic surfactants, cholesterol and soya lecithin. Central composite design (rotatble) was
used to optimize the concentrations of soy lecithin, surfactant and cholesterol. The prepared formulations were
characterized by number of vesicles formed, vesicle size, zeta potential, entrapment efficiency, in-vitro permeation,
ex-vivo permeation and anti-inflammatory study.

Results: Etodolac was successfully entrapped in all formulations having efficiency in the range of 74.36% to 90.85%,
which was more at 4 °C than room temperature. When hydrated with water; niosome in the range of 54 to 141 (per
cubic mm) were spontaneously produced. The results of in-vitro diffusion study revealed that etodolac was released
in the range of 71.86 to 97.16% over a period of 24 hrs. The average vesicle size of optimized formulation was found
211.9 nm with PDI of 0.5. The observed responses i.e. % encapsulation efficiency and drug release were 74.12 and
95.08 respectively. The zeta potential was -19.4mV revealed the stability of formulation which was further confirmed
by no changes in drug content and drug release after stability studies. The % inhibition in paw volume was 40.52%
and 43.61% for test and marketed proniosomal gel.

Conclusion: Proniosomal gel formulation was stable and could enhance skin delivery of etodolac because of excel-
lent permeation capability of vesicular system.

Keywords:Vesicular drug delivery; proniosomal gel; etodolac; non-ionic surfactants; anti- inflammatory study.
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Highlights

» Topically applied drugs can be delivered as proniosomal vesicular system.

« Vesicular system can be used to increase the penetrability of the drug.

« Span, soy lecithin and cholesterol can be used to develop stable formulation.

« Statistical technique like central composite design would be helpful in formulation optimization.

Introduction

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are frequently prescribed for arthritis, low back pain
and some joint diseases” The well reported mechanism of action is reversible inhibition of cycloo-
xygenase enzyme (COX) and decrease the synthesis of prostaglandins. However, due to inhibition of
prostaglandins (PGs) which protects the gastric mucosa, they show side effects including dyspepsia to
peptic ulcer and gastrointestinal haemorrhage. NSAIDs are acidic in nature they may produce local irri-
tation and lesions on the gastrointestinal mucosa. Hence, some of the NSAIDs are administered percu-
taneously and transdermally to achieve local or systemic effect as an alternative to oral and parenteral
administration?. However, the barrier layer i.e. stratum corneum prevents the penetration of the drugs
to lower layers of the skin and/or to enter systemic circulation. In this context, the formulation plays a
key role in the penetration and absorption of the active ingredient.

Etodolac is BCS Class Il drug. It is a selective COX-2 inhibitor with 10-fold COX-2 selectivity over COX-1;
therefore, it can be prescribed safely for the treatment of acute pain and inflammation. It has poor
water solubility (75 pug/ml) because of high hydrophobicity®. It causes gastric irritation, constipation,
diarrhoea, vomiting, headache dizziness, sore throat and blurred vision” and may create limitation in
formulation of oral dosage forms. By considering the drawbacks of oral delivery of etodolac; it would
beneficial to give it through topical route using novel vesicular drug delivery system. It was reflected
from the literature that niosomes; a vesicular system could be beneficial for topical and transdermal
delivery because they act as a reservoir of drug for a prolonged period of time and enhance skin pene-
tration®® and thus increases bioavailability. However the niosomes are also has instability issues like
fusion, aggregation, sedimentation and leakage of entrapped drug. These mentioned problems can be
avoided by using non ionic surfactant formulation which is anhydrous, free flowing i.e. proniosomes
and can form vesicles after hydration (niosomes). Proniosomes can entrap both hydrophilic and lipo-
philic drugs. Proniosomal gel is beneficial to reduce drugs associated side effects, increase effective-
ness and make the formulation physically stable. In this context we had considered development of
vesicular topical formulation with optimal quality in short period of time with less number of exper-
imental trials using varying proportion of soy lecithin, cholesterol and non-ionic surfactant™. Hence,
two level three factor rotatable central composite design (CCD) was used study the effect of amount of
soy lecithin, non ionic surfactant and cholesterol on entrapment efficiency (%EE) and % drug release.

Materials and Methods

Materials

Etodolac was received as a gift sample from Swiss Garnier Life Sciences, Una, Himachal Pradesh, India.
Lipoid S 100 and Phospholipon 80H were obtained from Ludwings Shafen, Germany. Span (20, 40 and
60) was purchased from S. D. Fine Chem. Ltd., Mumbai, India. Cholesterol was obtained from Thomas
Baker Ltd., Mumbai, India. All other chemicals used in this study were of analytical grade.
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Methods

Preformulation study

To eliminate the possibility of interaction between etodolac and cholesterol, lecithin and Span, com-
patibility study was carried out by storing the physical mixture (1:1) in the stability chamber at 40
°C/75% RH for 1 month. At the end of the study, FT-IR spectrums of etodolac alone and binary mixture
were recorded and studied.

Prior incorporation of etodolac, trial formulation batches containing varying proportions of Span (20,
40 and 60): lecithin (Lipoid S 75, Phospholipon 80 H, Lipoid S 100) in ratio of 0.5:1, 1:1, 1:0.5 and 1:0.75
were developed. These preparations were observed for homogeneity, consistency, clogging and sud-
den change in viscosity.

Development of proniosomal gel

Etodolac proniosomes were prepared by modified coacervation phase separation method reported
by Thakur et. al®. Briefly, etodolac (5% w/w) and varying concentrations of Span 60, Lipoid S 100 and
cholesterol were mixed with 2.5 ml of absolute ethanol in a wide mouth glass tube. The ingredients
were mixed together; open end of the glass tube was covered and warmed on a water bath at 60-70 °C
for about 5 min. Phosphate buffer saline (pH 7.4) was added and warmed on a water bath for 2 min-
utes to form dispersion. The mixture was allowed to cool to room temperature until the dispersion was
converted to proniosomes having semisolid consistency and stored in dark until further use.

Optimization by design of experiment

Afull central composite design (rotatable) was used in this study. Design matrix is given in Table 1. The
amount of Span 60 (A), Lipoid S 100 (B) and cholesterol (C) were taken as independent variables, while
% entrapment efficiency (Y1) and % drug release (Y2) were taken as dependent variables. The factors
were studied at 2 levels (-1, +1) indicating low and high respectively. The design consisted of three
groups of design points, including two level three factor factorial design points, axial or star points
and center points. Total 20 experiments consisting of 8 factorial points, 6 axial points, and 6 replicated
central points were performed according to the central composite design matrix generated by Design
Expert V. 11 Software (Table 2) (Stat-Ease, Minneapolis, USA).

Table 1: Two level three factor central composite design

Factor Low level High level -a +a

Experimental domain (Coded values)

Span 60 (mg) -1 +1 -1.682 +1.682
Lipoid S 100 (mg) -1 +1 -1.682 +1.682
Cholesterol (mg) -1 +1 -1.682 +1.682

Experimental domain (Actual values)

Span 60 (mg) 1200 1800 995.46 2004.5
Lipoid S 100 (mg) 500 1000 329.55 1170
Cholesterol (mg) 50 100 32.96 117.04
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Table 2: Experimental design batches of proniosomes

Experiment Span 60(mg) | Lipoid S100 | Cholesterol (mg) Ethanol(ml) Saline sol.
(mg) (ml)

Factorial designs

Ch1 1200 500 50 2.5 1.8
Cb2 1800 500 50 2.5 1.8
CDh3 1200 1000 50 2.5 1.8
CDh4 1800 1000 50 2.5 1.8
CD5 1200 500 100 2.5 1.8
CDhe 1800 500 100 2.5 1.8
cb7 1200 1000 100 2.5 1.8
Ch8 1800 1000 100 2.5 1.8
Star design
cbo9 995.46 750 75 2.5 1.8
CD 10 2004.5 750 75 2.5 1.8
CDh11 1500 329.55 75 2.5 1.8
CD 12 1500 1170.45 75 2.5 1.8
CD13 1500 750 32.96 2.5 1.8
CDh 14 1500 750 117.04 2.5 1.8

Center points

CD 15 1500 750 75 2.5 1.8
CD16 1500 750 75 2.5 1.8
CD 17 1500 750 75 2.5 1.8
CD 18 1500 750 75 2.5 1.8
CD19 1500 750 75 2.5 1.8
CD 20 1500 750 75 2.5 1.8

Evaluation of proniosomal gel

Determination of pH and viscosity

The pH of all formulations was determined by using pH meter at ambient temperature. The pH meter
was calibrated before each use. About 1g of gel was dissolved in 25ml of distilled water and pH was
measured by immersing the electrode. The viscosities of different proniosomal gel formulation were
determined at 25°C using a Brookfield viscometer. The formulation (more than 5g) was placed in a
beaker and was allowed to equilibrate for 5 min before measuring the dial reading using a spindle no
S-64 at 20 rpm©?),

% Encapsulation efficiency (%EE)

Approximately 0.2 g of proniosomal gel was dispersed in 10 ml of phosphate buffer (pH 7.4). The dis-
persion was sonicated, centrifuged at 18,000 rpm at -20°C for 30 min. (C-24 BL, Remi lab) to separate

Ars Pharm. 2021:62(3):290-304 294



Patil M, Pandit P, Udavant P, et al.

unentrapped drug. The supernatant was removed and quantified by an UV spectrophotometer at 278
nm®. The % encapsulation was calculated by the following equation:

(ct—cf)

0p EE =——— X 100
Cct

Where,

C, is the concentration of total etodolac; C, is the concentration of free etodolac.

Vesicle size and zeta potential

Vesicle size, size distribution and zeta potential were determined by Malvern Zetasizer in order to as-
certain the stability as well as the reproducibility of the method. About 1g of gel was dissolved in 20 ml
double distilled water and agitated to get homogeneous dispersion. Mean globule diameter and zeta
potential was recorded™”.

Rate of Spontaneity

This test helps to determine the numbers of niosomes formed spontaneously after hydration in 15-20
min. Approximately 100 or 200 mg of proniosomal gel was transferred to glass bottle and spread uni-
formly around walls. About 20ml of saline solution was added along the walls and was left aside for 20
min. then a drop was withdrawn and place on Neubauers chamber to count the number of vesicles"?.

In-vitro and Ex-vivo drug release

In-vitro release study was performed by using diffusion cell apparatus and egg membrane. Egg mem-
brane was separated by putting the egg shell in mixture of water and hydrochloric acid in which the
shell is dissolved to calcium chloride with effervescence of carbon dioxide. Before initiation of study;
the egg membrane was soaked in phosphate buffer for 24 hours. About 1g of proniosomal gel was
placed in the donor compartment tube and spread over the egg membrane which was clamped at the
end of the tube. The acceptor compartment consists of phosphate buffer (pH 7.4). The entire surface of
the cell was in contact with the medium present in the receptor compartment which was agitated by
magnetic stirrer at rpm 600 and temperature 32+1°C. A sample was removed at specific time interval
for up to 24 h with same amount replaced to maintain sink condition. The sample was analysed at 278
nm against blank using UV spectrophotometer. For ex-vivo study; the egg membrane was replaced by
excised skin of abdominal region of rat. The stratum corneum of the skin faced the drug donor com-
partment whereas dermis faced the receiver compartment®*1¢),

Scanning electron microscopy

The surface morphology of the formulation was determined by placing the drop of niosome dispersion
on carbon coated grid, vacuum dried and observed microscopically at an accelerating voltage of 10 Kv
using scanning electron microscope (JEOL/JEM 2100, Japan).

Anti-inflammatory study

The study protocol was approved by the Animal Ethical Committee of MET’S Institute of Pharmacy
(CPCSEA Reg. no-1344/ac/10/CPCSEA/IAEC) and it was conducted as per the guidelines. Fifteen albino
mice were selected. They were divided into 3 groups (control, standard and test) each containing 5
animals and kept fasted overnight. About 0.1ml of 1 % (w/v) carrageenan was injected on the left hind
paw to induce edema. Control group received carrageenan (1% w/v) only while standard and test were
treated with marketed and developed proniosomal gel in addition to carrageenan. The paw thickness
was measured using vernier calliper at the time interval of 0, 30, 60, 120 and 180 minute. The % inhi-
bition of diameter paw edema by proniosomal gel and marketed gel treated group compared with
carrageenan control group™”. From the mean edema volume, the percentage inhibition of the edema
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was calculated between the treated and control groups. Before anti-inflamatory activity skin irritation
study was conducted to find out the allergic potential of formulation.

Ve—Vt

U inhibition by test =
Vi

X 100

—Vs

Ve

Ve
9% inhibitivn by standard — = 100

Where,
V_=Paw volume of control
V.= Paw volume of test

V= Paw volume of standard

Results and Discussion

Preformulation study

The FT-IR spectrums of etodolac, etodolac with Span 60, Lipoid S-100 and cholesterol are shown in Fig-
ure 1. The principle peaks of the etodolac i.e. -NH stretching at 3342.64 cm™, -CH stretching in alkane
at2970.38 cm™ and -CO stretching in ketone at 1745 cm™, —-CO stretching in aromatic at 1261 cm™ were
present in all physical mixtures. There was neither deletion of existing peak nor addition of new peak
in the spectrum revealed the compatible nature of the excipients with etodolac. Hence; by using these
materials stable formulations were developed.

Etodolac

W Etodolac + Span 60

Etodolac + Lipoid S 100

Etodolac + Cholesterol

mboasooaooozsoozoooﬂsomousombo?sos%o
cm

Figure 1. FTIR spectrums for prediction of incompatibility: etodolac and its binary mixture with Span 60, Lipoid S
100 and cholesterol.
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Preliminary studies have demonstrated that formulations of Span 20 and 40 with Lipoid S 100 and
Phospholipon 80 H were transparent; yellow and semisolid. Gels of Span 40 had shown clogging with
change in viscosity after 1 week of storage. In case of Span 20, formulations were stable but less amount
of etodolac was incorporated. Hence; it would be beneficial to use Span 60 as it had shown high entrap-
ment efficiency in addition to consistency. Similarly niosome vesicles prepared with Lipoid S 100 were
observed good and denser than prepared with Phospholipon 80 H.

Data analysis by central composite design

Effect of composition variable on %EE

Proniosomes are made of lipidic materials and considered as it has ability to entrap drug. The response
(Y1) i.e. %EE was ranged from 74.36+0.22 t0 90.85+0.26 (Table 3). ANOVA test revealed that the response
surface quadratic model was significant. The polynomial equation for encapsulation efficiency is

%EE=+81.42-1.58*A-2.35"B+1.75*C-2.19*A*B-2.30*A*C+0.96*B*C-0.88A-0.13B2+0.90C>

It was observed from the equation and perturbation plot (Figure 2) that the amount of Span 60 and
Lipoid S 100 had negative effect on encapsulation while amount of cholesterol had positive effect in-
dicating that increase in concentration of cholesterol encapsulate more amount of drug. It may be
due to the fact that cholesterol forms hydrogen bond with non ionic surfactant and impart stability to
niosomes and hence, more amount of drug is encapsulated?.. It is reported that Span 60 has HLB value
of 4.7 and decreased HLB value is also responsible for decreases encapsulation efficiency than that of
surfactant with high HLB®9.

Table 3: Results of responses measured for 20 CCD batches

Experiment Y1 (% EE) Y2 (% CDR)
(Mean#SD) (Mean#SD)
CD1 80.8540.19 74.8+0.94
Ch2 89.31+0.32 84.17+0.65
Ch3 80.18+0.31 71.86+0.43
Ch4 76.8940.12 95.4+0.64
CD5 84.75+0.24 90.53+0.84
CD6 81.034+0.34 90.9+0.89
ch7 84.94+0.16 85.47+0.51
Cch8 75.46%0.18 96.06+0.14
CD9 82.4240.24 85.01+0.72
CD 10 74.36%0.22 97.16+0.69
Cch11 84.59+0.15 90.9+0.5
Ch12 76.4840.28 95.63+0.94
Ch13 76.01+0.37 82.1+0.63
CD14 90.8540.26 8040.66
CD 15 81.2+0.23 87.3+0.35
CD 16 81.37+0.27 86.76+0.83
CD 17 81.7640.33 85.3+0.45
CDh18 81.23+0.28 84.15+0.81
CDh19 81.66+0.35 86.13+0.34
CD 20 81.4640.16 87.46+0.81
Optimized 83.74+0.72 86.62+0.85
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Figure 2. Perturbation plot for % encapsulation efficiency (EE).

Effect of composition variable on % drug release

The percentage cumulative drug release was observed in the range of 71.86+0.43 to 97.16+0.69 (Table

3). Following is the polynomial equation for %CDR:
% CDR=+86.26+4.71*A+1.20*B+2.43*C+3.05*A*B-2.74*A*C-1.02*B*C+1.21*A*+1.99*B2-2.33*C?

The component of formulation; Span 60, Lipoid S 100 and cholesterol had positive coefficients. The
perturbation plot (Figure 3) reveled that curvature of factor A i.e. Span 60 demonstrated significant
proportional effect on drug release as compare to Lipoid S 100 and cholesterol. It was observed from
the release profile that the vesicular system prolonged the release of etodolac for 24 hrs. The release
studies have demonstrated presence of some amount of drug may bind to surface because of that ini-
tial burst release of etodolac followed by slow release was observed. The prolonged release for longer

period of time could improve patient compliance as it reduces application frequency®.
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Figure 3. Perturbation plot for % cumulative drug release (CDR).

Statistical evaluation suggested that quadratic model was significant. The release mechanism was
studied for all formulation and it was observed that it followed zero order release kinetic. The compar-
ative release profiling of optimized formulation and marketed formulation is given in Figure 4.

% Cumulative drug release

A
e
/.///
/.//.
-
~ — |
—
/,f’ -
z//
)/
// —u— Optimized Formulation
~#— Markeled formulation
10 15 20 25
Time in Hours

Figure 4. Comparative release profile of optimized (A) and marketed (B) formulation
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In order to optimize the formulation desirability approach test was used where the goal for the entrap-
ment efficiency was set to 75% to 80% and maximum for %CDR. From the 20 solutions obtained, the
one solution which has desirability equal to 1 was selected and experiment was conducted in triplicate
and evaluated for %EE and %CDR. The predicted and observed responses of optimized formulation are
shown in Table 4.

Table 4: Predicted and observed responses for optimized formulation

Span 60 (mg) 1800 Response Predicted Observed
Lipoid S 100 (mg) 971 EE (%) 75.06 74.12
Cholesterol (mg) 58 CDR (%) 97.22 95.08

Regression analysis of the data is presented in Table 5.

Table 5: Regression analysis of two-level-three-factor central composite design of etodolac loaded proniosomes

Response Model R? Adjusted R? Predicted R? Adequate p-value
precision

EE (%) Quadratic 0.7629 0.5495 -0.8165 6.390 0.0299

CDR (%) Quadratic 0.8453 0.7061 -0.1186 8.596 0.0047

Evaluation of proniosomal gel

pH and viscosity

This finding is expected since, topical systems are directly applied on the skin; they should not causes
skin irritation or disruption of the skin structure. The pH of all formulation batches was in between
4.2+0.20t0 5.9+0.1 and optimized formulation had 5.6+0.05. Therefore, it was reasonable to expect that
formulations were found to be compatible with skin pH. The viscosity was related to amount of Span
60. Batches containing lower batches of Span 60 had low viscosity. The viscosity of optimized formula-
tion was 6686+147.14 cPs which is what one could expect from the gel. All the formulations had shown
shear thinning properties.

Zeta potential and vesicle size

The zeta potential demonstrates the potential of the parameter for the stability of the colloidal disper-
sions like vesicular formulation. Higher is the value of zeta potential; greater is the repulsion because
of reduced aggregation between the particles"®'. The zeta potential of optimized formulation was
-19.4mV; the negative value was due to negatively charged phospholipids present in soy lecithin. Be-
cause of negative charge; the droplets were repelled away from each other; avoid aggregation and
impart stability. Another important parameter is size of the vesicle. The average vesicle size of the opti-
mized formulation was found to be 211.9 nm with PDI of 0.58. This revealed that the vesicles had larger
size and were relatively homogenous. The larger size of the vesicles containing soy lecithin is due to the
difference in the composition of soy and egg derived lecithin®??.

The rate of spontaneity i.e. formation of vesicles per 1 cubic mm was ranged from 51.25+0.66 to
141.75+0.62. The optimized formulation had the rate of 94.75+0.54.

Ex-vivo drug release

The formulations were studied using rat’s excised skin and it was observed that the release of drug
was more than that of marketed gel. Release behaviour justified the significance of vesicular systems.
It seems that proniosomal formulation can serve as a penetration enhancer by modifying the lipids
and increasing the fluidity which leads to weakening of skin’s barrier properties®. The release profile
is shown in Figure 5.
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—Ex-vivo release

% Cumulative drug release

Time in Hrs.

Figure 5. Ex-vivo release profile of optimized formulation

SEM study

The SEM analysis enables the determination of surface morphologies like shape and size of pronio-
somes than its hydrated form i.e. niosomes. As illustrated in Figure 6; the photomicrographs indicated
that the vesicles had size around 200 nm and spherical in shape. The increased size of the vesicle was
not related to instability issues but may be due to removal of moisture during SEM analysis from the
preparation causing them to aggregate.

B

Figure 6. SEM photomicrographs of optimized formulation.
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Anti-inflammatory activity

The paw volume of control, standard and test formulation treated animals was measured. The % in-
hibition of paw volume was compared amongst standard and test groups. It was observed that the %
inhibition by marketed gel and proniosomal gel was 43.61 and 40.52 % respectively which indicates
that formulated proniosomal gel was as effective as standard gel in its anti-inflammatory activity. The
results are presented in Figure 7. The P value is<0.0294 is considered as extremely significant by apply-
ing ANOVA test followed by Dunnett test.

m Control

Optimized formulation

Paw vilume in mm

B Marketed gel

0 30 60 120 180

Time in minutes

Figure 7. Comparative study of anti-inflammatory activity of optimized and marketed formulation.

Conclusion

The work has demonstrated the use of Span 60, Lipoid S 100 (soy lecithin) and cholesterol appropriate
for the development of etodolac proniosomal gel. The proniosomal gel formulation was stable for the
period of 3 months. It had proper features for transdermal delivery. The ex vivo study indicated more
release than marketed formulation; it could be due to increased penetration ability of the vesicular sys-
tem. The anti-inflammatory studies showed that the formulation was comparable with marketed one.
Thus, the developed topical proniosomal formulation may prove to be a promising carrier for other
anti-inflammatory drugs too in the context of simple production and scale up.
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Resumen

Introduccion: Voriconazol presenta una alta variabilidad interindividual en sus concentraciones plasmaticas (Cp).
Los objetivos son: (i) describir sus Cp en una cohorte adulta, (ii) estudiar sus potenciales causas de variabilidad y (iii)
relacionarlas con las recomendaciones de monitorizacion farmacocinética actuales.

Método: Estudio observacional retrospectivo, incluyendo pacientes con =1 determinacién de Cp minima (C_,

) de
voriconazol durante 2017.

Resultados: Se analizaron 165 C__correspondientes a 51 pacientes. La mediana de C_ fue de 2,4ug/mL (IQR:1,4-
3,6), siendo <lug/mL en 26 casos y >4ug/mL en 34. Se observaron C__significativamente superiores en >65 afios
(p=0,006) y en pacientes con albimina <27g/L (p<0,001). Siguiendo las recomendaciones de monitorizacién de las
Cp de voriconazol segun la guia ESCMID-ECMM-ERS, se detectarian el 91,1% de C . que resultaron fuera de inter-
valo.

min

Conclusiones: Observamos un 36,4% de las C_, de voriconazol fuera del intervalo éptimo. Identificamos la edad y
la concentracién de albimina como factores que influencian las Cp.

Palabras clave: antiflngico; aspergilosis; concentraciones plasmaticas; guias de practica clinica; monitorizacion
farmacocinética; voriconazol

Abstract

Introduction: Voriconazole presents a high interindividual variability in plasma concentrations. We aimed to: (i)
describe plasma voriconazole concentrations (PVC) of an adult cohort, (ii) identify potential causes of variability and
(iii) relate them with current pharmacokinetic monitoring recommendations.

Method: Observational retrospective study. All patients with at least one determination of PVC during 2017 were
included.

Results: A total of 165 trough concentrations (C(mugh) were analyzed from 51 patients. The median Ctrough was 2.4ug/
mL (IQR:1.4-3.6). Ctrough were <lug/mL in 26 cases and >4 pg/mL in 34. Significantly higher concentrations were ob-
served in patients older than 65 years (p=0.006) and in patients with albumin levels <27g/L (p<0.001). Following
PVC’s monitoring recommendation from ESCMID-ECMM-ERS’s guideline, we would detect the 91.1% of C__ out of

. trough
the interval.

Conclusions: We observed 36.4% of PVC outside of its optimal range. We identified age and albumin concentration
as factors that influence PVC.

Keywords: antifungal; aspergillosis; clinical practice guideline; plasma concentration; therapeutic drug monitor-
ing; voriconazole
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Puntos clave

Voriconazol es un antifingico de amplio espectro de uso frecuente en nuestro entorno. Presenta una
gran variabilidad interindividual de sus concentraciones plasmaticas, por lo que es habitual la aplica-
ci6én de la monitorizacidén farmacocinética para aumentar el éxito terapéutico y minimizar su toxicidad.
Este estudio aporta datos de practica clinica real, incluyendo pacientes con perfiles heterogéneos y
tanto ingresados como en régimen ambulatorio. También evalla si las recomendaciones de distintas
guias sobre qué pacientes serian susceptibles de monitorizacién farmacocinética son apropiadas en
la practica clinica real. Los resultados expuestos podrian ser de utilidad para optimizar el cuidado de
todos aquellos pacientes que necesiten tratarse con voriconazol.

Introduccion

Voriconazol es un antifingico triazélico de amplio espectro indicado principalmente para el tratamien-
to de aspergilosis invasiva®. Es conocida la alta variabilidad en las concentraciones plasmaticas (Cp)
de voriconazol?y la influencia que tienen diferentes factores en ellas. La edad superior a 65 afios, la
via de administracion intravenosa y la cirrosis se han asociado a Cp de voriconazol supraterapéuticas,
mientras que una edad menor de 47 afios, el género femenino y el enolismo, con infraterapéuticas®?.
Otro factor que ha demostrado explicar parte de la variabilidad farmacocinética es el polimorfismo
genético asociado a la expresion y actividad de su principal enzima metabolizador (CYP2C19)™. Hay
que afiadir un alto riesgo de interacciones farmacoldgicas debido a su extenso metabolismo hepatico
y su fuerte efecto inhibidor de varios citocromos hepaticos, que junto con la farmacocinética no lineal
dificulta su ajuste de dosis?.

La monitorizacién farmacocinética (MFC) de las Cp de voriconazol ha demostrado aumentar la proba-
bilidad de éxito terapéutico, minimizando las reacciones adversas relacionadas®. Para ello se emplean
las concentraciones minimas (C__ ) del formaco en estado estacionario®. El intervalo éptimo de C___
presenta discrepancias entre guias clinicas, siendo los valores mas consensuados: C_ <0,5-2ug/mL
asociados con fracaso terapéuticoy C__>4-6ug/mL con mayor toxicidad. Estos valores también se ven
modificados segUn la indicacion o gravedad de la infeccion®?.

Actualmente, tampoco existe consenso entre las diferentes guias clinicas sobre si la MFC de Cp de vo-
riconazol deberia ser un procedimiento de rutina en todo paciente bajo tratamiento*® o si deberia
indicarse en pacientes seleccionados™.

Por ello, el objetivo de este estudio es describir las C_,_de voriconazol determinadas de forma rutinaria
en un hospital universitario de adultos de tercer nivel. Como objetivos secundarios, evaluar la asocia-
cién de diferentes variables con los valores de C__ y relacionarlas con las recomendaciones de MFC
actuales segln guias clinicas.

Métodos

Disefio y pacientes

Se realizd un estudio descriptivo observacional y retrospectivo, incluyendo aquellos pacientes que en
2017 se les realizase como minimo una determinacion plasmatica de voriconazol. La recogida de datos
tuvo lugar entre septiembre de 2018 y julio de 2019. Los datos se obtuvieron de forma anonimizada
del programa informatico del Hospital. Este estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién
Clinica del Hospital y se adhiere a los principios basicos de la Declaracion de Helsinki.

Datos demogréficos, clinicos y de laboratorio

Se recogieron datos demogréficos (sexo, edad, altura y peso), clinicos (consumo de enol, insuficien-
cia renal, pancredtica o hepatica, concentracion de albimina sérica) y perfil del paciente (paciente
post-trasplantado, con enfermedad oncoldgica o hematoldgica, con enfermedad autoinmune, etc.).
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Datos sobre voriconazol

Los datos recogidos fueron: indicacion farmacoterapéutica, posologia, via de administracion, duracion
del tratamiento y motivo de suspensidn; la/s fecha/s de extraccién y valores de C_, , determinacién am-
bulatoria u hospitalaria y posologia del antiftingico después del resultado de C_, . Se consideré dentro
de margen terapéutico las C_, entre 1-4pug/mL.

Adicionalmente, se revisaron aquellas interacciones farmacoldgicas potenciales que pudieran afectar
a las concentraciones resultantes de voriconazol, recogiendo datos de medicacion concomitante en el
dia de la extraccidn. Fueron fuentes de consulta, la ficha técnica de voriconazol y las bases de datos IBM
Micromedex®y Medscape®®10)

Determinacion de la concentracién plasmatica de voriconazol

Las C_, de voriconazol en plasma fueron analizadas mediante un método de cromatografia liquida de
alta eficacia adaptado a un detector ultravioleta visible (UPLC/UV) desarrollado y validado siguiendo
la guia de la European Medicines Agency (EMA)“?., Este método tiene un limite inferior de cuantificacidn
de 0,05 pg/mL de voriconazoly es lineal entre 0,05 pg/mLy 10 ug/mL. La precision del método presen-
ta un coeficiente de variacién (CV) <6,7% interserie y un CV < 3,5% intraserie.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante estadistica descriptiva expresandolos como promedio y desvia-
cion estandar (DE) o medianay rango intercuartilico (IQR). Se realizé el test ANOVA para el andlisis de
variables continuas. Para las variables categéricas se aplicaron las pruebas no paramétricas de Kruskal
Wallis y U de Mann-Whitney para el analisis de 2 y mas de 2 variables, respectivamente. Se utilizé SPSS
Statistics® version 25.0 (IBM Corp., Armonk, NY) para el analisis estadistico y se acepté como significa-
tivo un valor de p<0,05.

Resultados

Pacientes

Seincluyd un total de 51 pacientes. La Tabla 1 muestra en detalle los datos demograficos, epidemiold-
gicos y clinicos de la poblacion de estudio, ademas de las indicaciones de prescripcion de voriconazol
y datos de seguimiento del farmaco.

Tabla 1: Datos de los pacientes (demograficos, analiticos y clinicos) y de voriconazol (prescripcion y monitoriza-
cién).

Parametro Valor

Datos demogréficos y analiticos

Sexo masculino, n (%) 31(60,8)
Edad (afios), mediana (IQR) 65,2 (54,5-71,3)
Peso (kg), mediana (IQR) 70,0 (62,0-81,0)
IMC, mediana (IQR) 25,6 (22,3-29,6)

Antecedentes patolégicos
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Insuficiencia renal, n (%) 10 (19,6)
Enolismo crénico, n (%) 6(11,8)
Insuficiencia hepatica, n (%) 1(2,0)
Pancreatitis, n (%) 2(3,9)

Enfermedad hematoldgica, n (%) 19(37,2)

Post trasplantado, n (%) 13(25,5)
Post cirugia, n (%) 9(17,6)
Enfermedad oncolégica, n (%) 6(11,8)
Enfermedad autoinmune, n (%) 3(5,9)
Sin antecedentes, n (%) 1(2,0)

n (%)

Oral, n (%)

Aspergilosis invasiva (tratamiento empirico), n (%) 24 (47,1)
Aspergilosis invasiva (tratamiento dirigido), n (%) 17(33,3)
Candidemia en pacientes no neutropénicos, n (%) 4(7,8)
Fuera indicacién, n (%) 4(7,8)
Infecciones no invasivas graves por Candida sp. resistente a fluconazol, n (%) 1(2,0)
Profilaxis de los receptores de trasplante de células madres hematopoyéticas, 1(2,0)

151 (91,5)

Intravenosa, n (%)

Comprimidos, n (%)

14 (8,5)

40 (78,4)

Suspensidn oral, n (%)

11(21,6)
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Paciente hospitalizado / ambulatorio, n (%)

95 (57,6) / 70 (42,4)

Todos los pacientes (dias), mediana (IQR)

1,n (%) 21(41,2)
2,n (%) 10 (19,6)
3,n (%) 3(5,9)
4,1 (%) 8(15,7)
5-9, n (%) 5(9,8)
210, n (%) 4(7,8)

62,0 (20,5-141,5)

Pacientes con 1 det. (dias), mediana (IQR)

11 (7-23,5)

Pacientes con 2 det. (dias), mediana (IQR)

85 (67-141,5)

Pacientes con >2 det. (dias), mediana (IQR)

145 (67-179)

mg/kg/dia voriconazol, mediana (IQR)

5,8 (5,0-6,6)

Curacién, n (%) 17 (30,9)
Efectos adversos, n (%) 9(16,4)
Exitus o limitacién del esfuerzo terapéutico, n (%) 8(14,5)
Cultivo negativo en tratamiento empirico, n (%) 7(12,7)
Cambio por otro antiflingico por fallo terapéutico o baja adherencia, n (%) 5(9,1)
Otras razones, n (%) 9(16,4)

Nota: aunque la muestra total es de 51 pacientes, en el periodo del mismo afio, cuatro pacientes con aspergilosis

invasiva iniciaron y finalizaron tratamiento con voriconazol en dos ocasiones distintas.
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Concentraciones plasmaticas de voriconazol

Se analizaron 165 C_, de voriconazol. La mediana de C__(IQR) fue de 2,4 ug/mL (1,4-3,6). El 63,6%
(n=105) de C__ estaban dentro del margen terapéutico mientras que el 15,8% (n=26) mostraron valores
<lpg/mLy el 20,6% restante (n=34) >4 ug/mL.

EL 94,1% (n=48) de los pacientes iniciaron tratamiento con voriconazol segiin las recomendaciones po-
soldgicas por ficha técnica'®. E141,2% (n=21) de las C_, iniciales estaban fuera del margen terapéutico.
Del 58,8% (n=30) de los casos restantes en que la primera C__ estuvo dentro del intervalo terapéutico,
el 30% (n=9) mostré como minimo una C_, posterior fuera del intervalo éptimo.

Delas C_, consideradas fuera de margen terapéutico, la dosis se ajusté en diez de los 26 casos con C__
infraterapéuticay en cinco de los 34 casos con C_ supraterapéutica. Tras el ajuste, se consiguié que el
66,7% de las C__ estuvieran dentro del intervalo recomendado. De nuestra cohorte de pacientes, a 30
de los 51 (58,8%) pacientes se les realizd mas de una determinacidn de concentraciones plasmaticas.
En el 40% de estos casos (12 pacientes), fue debido a un cambio en la posologia de voriconazol deri-
vado de un valor de C___fuera del intervalo terapéutico 6ptimo. En el 60% de los casos (18 pacientes)
restantes, se realiz6 mas de una determinacion debido a que la duracion del tratamiento en estos pa-
cientes fue mayor, como se puede observar en los resultados expuestos en la tabla 1.

Se detect una potencial interaccion farmacoldgica, con rifampicina, sin un impacto en la posterior C
de voriconazol, ya que la interaccion farmacoldgica fue detectada rapidamente y se suspendid el trata-
miento con rifampicina. Por otro lado, en el 43,0% de las ocasiones, los pacientes recibian medicacion
concomitante con corticoides.

El 47,1% de la cohorte estudiada (n=24) era mayor de 65 afios y, por otra parte, en un 13,3% (n=22)
de las monitorizaciones, correspondientes a 11 pacientes (21,6%), la concentracién de albumina en
el momento de la determinacién fue inferior a 27 g/L. Se encontrd una asociacidn estadisticamente
significativa entre C_, de voriconazol mayores y edades >65 afios o valores de alblimina sérica <27
g/L (p=0,006 y p<0,001, respectivamente). No hubo diferencias estadisticamente significativas en las
C,.,, de voriconazol entre sexos (p=0,383), peso (p=0,552), antecedentes de enolismo (p=0,053), via de
administracion (p=0,535), ni tratamiento concomitante con corticosteroides (p=0,263). No obstante, en
este (ltimo caso, se aprecié que en el subgrupo de poblacién con C_ <1 pg/mL habia una tendencia a
presentar C_.de voriconazol inferiores (p=0,052).

. o #
Discusion
Los resultados de este estudio confirman la existencia de una alta variabilidad interindividual en las
C,,,, de voriconazol determinadas en practica clinica pertenecientes a una poblacién heterogénea.

Es relevante destacar que, a pesar de seguir las recomendaciones de dosificacion por ficha técnica, un
porcentaje nada despreciable de C_(36,4%) resulté estar fuera del intervalo terapéutico recomenda-
do. A pesar de que se han identificado diferentes variables que influencian la farmacocinética de vori-
conazol??, no existen unas recomendaciones posoldgicas basadas en dichas variables, a excepcidn de
las propuestas seglin polimorfismo genético de CYP2C191, Por ese motivo, se sigue abogando por la
MFC de C_. del firmaco para la optimizacién de dosis.

Sin embargo, existen discrepancias entre guias sobre cuando implementar la MFC (expuestas en la
tabla 2). De las guias que aconsejan realizar la MFC sélo en casos determinados!™, coinciden en el si-
guiente: (i) coadministracion con farmacos con potencial de interaccionar, (ii) sospecha de toxicidad o
ineficacia, (iii) disfuncidén hepatica e (iv) infeccion grave o diseminada™. En el caso de haber aplicado
en nuestro centro la MFC sélo a los pacientes que cumplieran algunas de las citadas recomendaciones
ynoalatotalidad, sélo se hubiesen detectado un 30,3% de todas las C__fuera de rango preestablecido.

No obstante, de haber aplicado ademas los criterios mencionadas en la guia europea (ESCMID-EC-
MM-ERS)®, se hubiesen detectado casi la totalidad de C__ fuera de rango (91,1%). Es destacable que,
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de seguir estas recomendaciones, un 11,7% (n=6) de nuestros pacientes no cumplirian criterios para
realizar MFC.

Tabla 2: Recomendaciones de monitorizacion farmacocinética (MFC) de la concentracién plasmatica de voricona-
zol seglin guias

Sociedad cientifica (afio de publicacion) Recomendacion sobre cuando realizar MFC
(referencia)

British society for medical mycology (2014)® Todo paciente en tratamiento con voriconazol

Infectious diseases society of America (2016)® Todo paciente en tratamiento con voriconazol

Grupo de Estudio de Micologia Médica Todo paciente en tratamiento con voriconazol

(GEMICOMED) de la Sociedad Espaiiola de En-
fermedad Infeccioses y Microbiologia Clinica
(SEIMC) (2019)©

Japanese Society of Chemotherapy and the - Sospecha de ineficacia o toxicidad
Japanese Society of Therapeutic Drug Monito- - Infeccién grave o invasiva
ring (2013)(" - Concomitancia con fdrmacos metabolizados por CYP450

- Profilaxis en trasplante hematopoyético de medula 6sea
- Paciente pediatrico
Division of therapeutic drug monitoring, Chi- - Sospecha de ineficacia o toxicidad
nese pharmacological society (2018)® - Infeccidn grave o invasiva
- Concomitancia con farmacos metabolizados por CYP450
- Pacientes con CYP450 2C19 o con disfuncidn hepatica.

The European Society for Clinical Microbio- - Sospecha de ineficacia, toxicidad o mala adherencia
logy and Infectious Diseases (ESCMID), the - Infeccidn grave o invasiva
European Confederation of Medical Mycology - Concomitancia con farmacos metabolizados por CYP450
(ECMM) and the European Respiratory Society - Paciente pedidtrico o mayor de 65 afios
(ERS) (2018)® - Paciente critico, obeso o con reciente trasplante hematopo-
yético.

- Cambio en la funcién gastrointestinal o hepatica del paciente.
- Cambio en la posologia o en la via de administracion.

Otro hallazgo importante es que el 75,0% de las determinaciones que se encontraban fuera del inter-
valo terapéutico no resultaron en un cambio posolégico del farmaco. Es probable que, por un lado, la
falta de consenso en el margen terapéutico recomendado para las C_, de voriconazol“?, y, por otro
lado, su farmacocinética no lineal, dificultan el ajuste posoldgico y la toma de decisiones en practica
clinica®?.

La via de administracion de voriconazol mayoritaria en el momento de la monitorizacién fue la via
oral. Esta variable parece influir en las C_ de voriconazol, observdndose valores superiores cuando
se emplea la via endovenosa?¥, Nuestros datos concuerdan con la literatura, aunque las diferencias
no resultaron ser estadisticamente significativas. Entre las presentaciones orales, se usaron de forma
preferente los comprimidos frente a la suspension oral. No obstante, no se espera una diferencia en las
C,..» Ya que ambas presentaciones son bioequivalentes con una biodisponibilidad del 96%".

La ficha técnica de voriconazol hace referencia a farmacos en los que su administracion concomitante
esta contraindicada” Ademas, en base a la experiencia clinica, se han observado otros farmacos cuyo
impacto en las C . de voriconazol podria ser significativo. Por ejemplo, varios trabajos retrospecti-
vos**** han asociado el uso concomitante con corticoides con C . de voriconazol inferiores. Una hipd-
tesis es que los glucocorticoides inducen el CYP2C19 y posiblemente, también de CYP3A4, provocando
un incremento del metabolismo de voriconazol*. En nuestra cohorte de pacientes, se apreciaron C__
inferiores en el subgrupo de pacientes con C <1 pg/mL si recibian tratamiento concomitante con cor-
ticosteroides. Sin embargo, esta diferencia no se pudo detectar en los otros subgrupos de pacientes,
probablemente por una limitacién del tamafio muestral.

Finalmente, en nuestra poblacién de estudio encontramos una tendencia a presentar C_,de vorico-
nazol significativamente superiores en pacientes >65 afios o con alblimina sérica <27g/L. En el pacien-
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te geriatrico, la expresion de las enzimas de biotransformacion y el porcentaje de agua disminuye,
mientras que el de grasa aumenta. Esto conlleva a una distribucidén aparente mayor y un metabolismo
menos eficaz, por lo que las C . aumentan®. Respecto la hipoalbuminemia, considerando la alta unién
a proteinas plasmaticas de voriconazol, una explicacion plausible es que el aumento de farmaco libre
en plasma derivado de la disminucion de albdmina sérica no seria eliminado ni distribuido instanta-
neamente, debido a la saturacién del metabolismoy a que sélo un 2% del farmaco se excreta por orina
sin metabolizar®?.

Este estudio cuenta con las limitaciones propias de los estudios retrospectivos, a parte del pequefio
tamafio muestral, que probablemente haya impedido la identificacion de otras variables con impacto
sobre las C_, . Para el analisis de concentraciones no se han tenido en cuenta factores importantes
como el polimorfismo genético del paciente o posibles interacciones farmacolégicas. Como puntos
fuertes, ofrece una visién real del uso de este farmaco en un hospital de tercer nivel y se analizan pa-
cientes con diferentes perfiles clinicos. Creemos que, gracias a la gran variedad de perfiles de pacientes
encontrados en el afio de estudio, no habria grandes diferencias con resultados obtenidos con cohor-
tes mas actuales.

A la vista de los resultados obtenidos, seria interesante establecer en nuestro hospital un protocolo
consensuado entre todas las especialidades clinicas implicadas sobre monitorizacién de voriconazol.
En éste, se podrian utilizar las recomendaciones de la guia ESCMID-ECMM-ERS sobre cudndo monito-
rizar, asi como también el intervalo terapéutico 6ptimo a conseguir y los ajustes de dosis a realizar en
caso de obtener valores plasmaticos fuera del intervalo 6ptimo.

En conclusién, nuestro estudio confirma la alta variabilidad interindividual en las C_ de voriconazol
en una poblacidn heterogénea, con un 36,4% de los casos con Cp fuera del intervalo 6ptimo. También
identificamos la edad y la concentracién de albimina como factores que influencian las C_ de vorico-
nazol y observamos que las condiciones descritas en las guias ESCMID-ECMM-ERS permiten detectar
casi la totalidad de C_, de voriconazol fuera de rango terapéutico, evitando realizar MFC a todos los

pacientes en tratamiento.

. . ’
Bibliografia
1. Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios. Ficha técnica Vfend 200mg comprimi-
dos recubiertos con pelicula [internet] Madrid. Centro de Informacién de Medicamentos (CIMA) [con-
sultado 10/01/2021]. Disponible en: https://cima.aemps.es/cima/dochtml/ft/02212015/FT_02212015.
html

2. Wei X, Zhao M, Fu P, Xiao X. Risk factors associated with insufficient and potentially toxic vorico-
nazole plasma concentrations: an observational study. J Chemother. 2019;31(7-8):401-7. doi:
10.1080/1120009X.2019.1646974

3.WangT, Chen S, Sun J, Cai J, Cheng X, Dong H, et al. Identification of factors influencing the pharma-
cokinetics of voriconazole and the optimization of dosage regimens based on Monte Carlo simulation
in patients with invasive fungal infections. J Antimicrob Chemother. 2014;69(2):463-70. doi: 10.1093/
jac/dkt369

4. Ashbee HR, Barnes RA, Johnson EM, Richardson MD, Gorton R, Hope WW. Therapeutic drug monito-
ring (TDM) of antifungal agents: Guidelines from the british society for medical mycology. J Antimicrob
Chemother. 2014;69(5):1162-76. doi: 10.1093/jac/dkt508

5. Patterson TF, Thompson GR, Denning DW, Fishman JA, Hadley S, Herbrecht R, et al. Practice guideli-
nes for the diagnosis and management of aspergillosis: 2016 update by the infectious diseases society
of America. Clin Infect Dis. 2016;63(4):e1-60. doi: 10.1093/cid/ciw326

6. Garcia-Vidal C, Alastruey-lzquierdo A, Aguilar-Guisado M, Carratala J, Castro C, Fernandez-Ruiz
M, et al. Executive summary of clinical practice guideline for the management of invasive diseases
caused by Aspergillus: 2018 Update by the GEMICOMED-SEIMC/REIPI. Enferm Infecc Microbiol Clin.
2019;37(8):535-541. doi: 10.1016/j.eimc.2018.03.018.

Ars Pharm. 2021:62(3):305-314 313



Ruiz-Boy S, Bastida C, Brunet M, et al.

7. Hamada Y, Tokimatsu I, Mikamo H, Kimura M, Seki M, Takakura S, et al. Practice guidelines for thera-
peutic drug monitoring of voriconazole: A consensus review of the Japanese Society of Chemotherapy
and the Japanese Society of Therapeutic Drug Monitoring. J Infect Chemother. 2013;19(3):381-92. doi:
10.1007/s10156-013-0607-8

8. Chen K, Zhang X, Ke X, Du G, Yang K, Zhai S. Individualized medication of voriconazole: A practice
guideline of the Division of therapeutic drug monitoring, Chinese pharmacological society. Ther Drug
Monit. 2018;40(6):663-74. doi: 10.1097/FTD.0000000000000561

9. Ullmann AJ, Aguado JM, Arikan-Akdagli S, Denning DW, Groll AH, Lagrou K, et al. Diagnosis and ma-
nagement of Aspergillus diseases: executive summary of the 2017 ESCMID-ECMM-ERS guideline. Clin
Microbiol Infect. 2018;24:1-38. doi: 10.1016/j.cmi.2018.01.002

10. IBM Micromedex®. Drug Interaction Checking [Base de datos en Internet]. Greenwood Village (CO):
IBM Watson Health; 2010 [14/05/2020; 10/01/2021]. Disponible en: http://www.micromedexsolutions.
com

11. Medscape®. Drug interactions checker [Base de datos en Internet]. New York (NY): Medscape, LLC;
2015 [30/06/2020; 10/01/2021]. Disponible en: http://reference.medscape.com/drug-interactionchec-
ker

12. European Medicines Agency. Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP), Guideli-
ne on bioanalytical method validation EMEA/CHMP/EWP/192217/2009 Rev. 1 Corr. 2** (2011). Dispo-
nible en: http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2011/08/
WC500109686.pdf

13. Moriyama B, Obeng AO, Barbarino J, Penzak SR, Henning SA, Scott SA, et al. Clinical Pharmacogene-
tics Implementation Consortium (CPIC) Guidelines for CYP2C19 and Voriconazole Therapy. Clin Phar-
macol Ther. 2017;102(1):45-51. doi: 10.1002/cpt.583. Erratum in: Clin Pharmacol Ther. 2018;103(2):349

14. Dolton MJ, Ray JE, Chen SC, Ng K, Pont LG, McLachlan AJ. Multicenter study of voriconazole phar-
macokinetics and therapeutic drug monitoring. Antimicrob Agents Chemother. 2012;56(9):4793-9. DOI:
10.1128/AAC.00626-12

15, Blanco-Dorado S, Marofias O, Rodriguez-Jato MT, Lopez-Vizcaino A, et al. Impact of CYP2C19 Geno-
type and Drug Interactions on Voriconazole Plasma Concentrations: A Spain Pharmacogenetic-Pharma-
cokinetic Prospective Multicenter Study. Pharmacotherapy. 2020;40(1):17-25. DOI: 10.1002/phar.2351

@ BY-NC-SA 4.0

Ars Pharm. 2021;62(3):305-314 314


http://www.micromedexsolutions.com
http://www.micromedexsolutions.com
http://reference.medscape.com/drug-interactionchecker
http://reference.medscape.com/drug-interactionchecker
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2011/08/WC500109686.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2011/08/WC500109686.pdf
https://creativecommons.org/licenses/BY-NC-SA/4.0/

Ars Pharm

https://revistaseug.ugr.es/index.php/ars
E-ISSN: 2340-9894  ISSN: 0004-2927

doi: 10.30827/ars.v62i3.15917
Articulos de revisién

Calidad Biofarmacéutica e
Intercambiabilidad de Medicamentos

Biopharmaceutical Quality and Interchange of
Drugs

Lennin Rodriguez-Saavedra’?

Luis Cruz-Aranda?

Claudia Cruz-Julca?

Pedro Alva-Plasencia?

'Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Facultad de Medicina, Lima, Perd.

2Universidad Nacional de Trujillo, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Departamento de Farmacotecnia,
Trujillo, Perd.

Correspondencia

Lennin Rodriguez-Saavedra
lennin.rodriguez@unmsm.edu.pe

Financiacion

Sin financiacién

Conflicto de intereses

Los autores dejan constancias que no existe ningln tipo de conflicto de intereses con la investigacion realizada y los
resultados expresados en el presente articulo.

Received: 15.09.2020
Accepted: 21.03.2021
Published: 21.06.2021

Ars Pharm. 2021;62(3):315-327 315


http://doi.org/10.30827/ars.v62i3.15917
https://orcid.org/0000-0001-8377-6434
https://orcid.org/0000-0002-3293-6765
https://orcid.org/0000-0002-2912-7238
https://orcid.org/0000-0002-0009-7143

Rodriguez-Saavedra, L, Cruz-Aranda, L, Cruz-Julca, C, et al.

Resumen

Introduccién: La industria farmacéutica que busca la aprobacién para comercializar un medicamento genérico
debe presentar datos que demuestren que la formulacién genérica proporciona la misma calidad, eficacia y seguri-
dad que el medicamento innovador. Por lo tanto, la mayoria de los medicamentos genéricos administrados por via
oral estan aprobados en funcién de los resultados de uno o mas estudios fisicoquimicos y biofarmacéuticos para
demostrar bioequivalencia y posterior intercambiabilidad.

Objetivo: Identificar en los articulos de investigacion las posibles diferencias entre las pruebas fisicoquimicas y
biofarmacéuticas de bioequivalencia de medicamentos genéricos con la de sus homélogos ya comercializados.

Método: Se realizd la revisidn de estudios de investigacion originales, publicados desde enero del afio 2003 hasta
diciembre del 2019. Se consultaron 4 bases de datos Pubmed, ScienceDirect, Lilacs, Scielo. En inglés y espafiol. Los
descriptores utilizados fueron medicamento genérico, bioequivalencia, equivalencia terapéutica e intercambiali-
dad, asi mismo solo se seleccionaron aquellos articulos donde su forma farmacéutica de estudio fuese comprimi-
dos.

Resultados: Se seleccionaron en total 40 articulos para su evaluacion, de los cuales 19 llegaron a la conclusidn de
bioequivalencia, otros 19 determinaron no bioequivalencia, para 1 no existia una conclusion definitiva, mientras
que en 1 estudio que evaluaba a 3 medicamentos, la conclusién fue no bioequivalencia para 2 de ellos y para el
tercero si la habia.

Conclusion: La revisidn revela que los estudios son insuficientes para indicar bioequivalencia entre los farmacos
multifuentes (genéricos) y los innovadores, por lo que se necesita ampliar los estudios de bioequivalencia.

Palabras clave: Equivalencia terapéutica; intercambiabilidad de medicamentos; medicamento genérico; medica-
mento de referencia.

Abstract

Introduction: The pharmaceutical industry seeking approval to market a generic drug must submit data demon-
strating that the generic formulation provides the same quality, efficacy, and safety of the innovative drug. There-
fore, most orally administered generic drugs are approved based on the results of one or more physicochemical and
biopharmaceutical studies to demonstrate bioequivalence and subsequent interchangeability.

Objective: Identify in research articles the possible differences between the physicochemical and biopharmaceuti-
cal tests of bioequivalence of generic drugs with that of their corresponding innovative equivalents.

Method: The original research studies, published from January 2003 to December 2019, were reviewed. 4 databases
were consulted Pubmed, ScienceDirect, Lilacs, Scielo. In English and Spanish. The descriptors used were generic
medicine, bioequivalence, therapeutic equivalence and interchangeability, likewise only those articles where their
study pharmaceutical form was tablets were selected.

Results: A total of 40 articles were selected for evaluation, of which 19 reached the conclusion of bioequivalence,

another 19 determined non-bioequivalence, for 1 there was no definitive conclusion, while in a study that evaluated
3 drugs, the conclusion was no bioequivalence for 2 of them and bioequivalence for one.

Conclusions: The review reveals that the studies are insufficient to indicate bioequivalence between multi-source
(generic) and innovative drugs, so that bioequivalence studies need to be expanded.

Keywords: Therapeutic equivalency; interchangeability of Drug; generic drug; reference drugs.
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Puntos Clave

La bioequivalencia es un concepto fundamental para entender la intercambiabilidad farmacoldgica
de medicamentos de sintesis quimica y biofarmacos, por lo que es esencial que la legislacidn farma-
céutica contemple criterios basados en la evidencia cientifica para garantizar la intercambiabilidad,
mientras que la entidad reguladora debe tener un rol activo en la educacién hacia los usuarios.

La mayoria de los medicamentos genéricos administrados por via oral estan aprobados en base a los
resultados de uno o mas estudios fisicoquimicos y biofarmacéuticos para evidenciar bioequivalencia
y posterior intercambiabilidad. Es por ello que en el presente estudio se llevd a cabo la revision de es-
tudios de investigacion originales, publicados desde enero del afio 2003 hasta diciembre del 2019 los
cuales fueron consultados en Pubmed, ScienceDirect, Lilacs, Scielo; con lo cual se sugiere acrecentar
este tipo de estudios para asegurar equivalencia terapéutica y la correspondiente intercambiabilidad.

Introduccion

Un medicamento es cualquier sustancia destinada a ser utilizada en el diagnéstico, cura, alivio, trata-
miento y prevencion de enfermedades.”’ Segln la Administracion de Alimentos y Medicamentos de
los EE. UU. (FDA de los EE. UU.)"Y, una especialidad farmacéutica genérica es idéntica o bioequivalente
a un medicamento de marca en forma de dosificacion, seguridad, concentracion, via de administra-
cion, calidad, caracteristicas de rendimiento y uso previsto. Segun las definiciones reguladoras, los
medicamentos genéricos deben ser idénticos a su referencia con respecto al principio activo, la via de
administraciony los estandares de calidad®. Por lo tanto, los medicamentos genéricos son igualmente
efectivos y seguros que los medicamentos de marca. Las medicinas genéricas son producidas y distri-
buidas sin ninguna proteccidn de patente. Los medicamentos genéricos estan disponibles una vez que
las protecciones de patentes otorgadas al medicamento de marca original hayan expirado, en el caso
de las leyes europeas éstas se extienden por 20 afios.? Midhal y McKay indican que los medicamentos
innovadores tienen que demostrar su eficacia y seguridad clinica, mientras que los genéricos se con-
sideran terapéuticamente equivalentes basados en pruebas simples de bioequivalencia.® El aumento
del costo de los medicamentos ha contribuido al aumento del costo de la atencién médica, por lo cual
las especialidades farmacéuticas genéricas son una opcion de ahorro ademas de facilitar el acceso a
los medicamentos prescritos y como resultado de la enorme carga econdmica sobre el costo de la pres-
tacién médica, el uso de medicamentos genéricos aumenta constantemente.® Con la introduccién de
los medicamentos genéricos, la competencia en el mercado conduce a precios mas bajos tanto para
el medicamento innovador de marca como para los medicamentos genéricos. Por lo tanto, el medica-
mento genérico cuesta menos que sus equivalentes de marca originales.® Una de las estrategias para
reducir el costo de los medicamentos y, por lo tanto, reducir su contribucion a los costos totales de
prestacion sanitaria, ha sido la introduccion de equivalentes genéricos de medicamentos de marca/
medicamentos innovadores. Los medicamentos genéricos, por lo tanto, brindan la oportunidad de
ahorrar en costos de prestacion sanitaria.”)

En diversas enfermedades los medicamentos genéricos han demostrado ser mas rentables que los
medicamentos de marca, y al ser utilizados correctamente generan un importante ahorro en la salud
publica, reduciendo los gastos sanitarios en general. Se calcula que los paises podrian ahorrarse al-
rededor de un 60% de sus gastos farmacéuticos si en lugar de medicamentos originales adquirieran
productos genéricos. Pero esto solo lo hacen unos pocos paises ricos y de ingresos medianos®.

Por ejemplo, en paises desarrollados queda demostrado que el uso de genéricos se traduce en un aho-
rro considerable para el estado. Tal es el caso de Estados Unidos que representan alrededor de 70%
del nimero total de prescripciones y menos del 20% del coste total de los medicamentos prescritos.
En Europa, la media de los genéricos esta alrededor de 40%, y en 2007, el Reino Unido ahorrd unos 6
000 millones de euros gracias a la prescripcion de genéricos, mientras que en Espafia el ahorro supuso
Unicamente unos 125 millones de euros, es por ello que consideramos la importancia de seguir reali-
zando este tipos de estudios con el fin de permitir a la poblacién acceder a medicamentos de calidad
y de bajo costo®.
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En base a todo ello, el objetivo del presente trabajo se centra en revisary analizar cémo se han realiza-
do los diferentes estudios de calidad fisicoquimica y biofarmacéutica en comparacion de los medica-
mentos genéricos con sus equivalentes innovadores.

Método

Se realizé la revision de estudios de investigacion originales, publicados de 2003 a/hasta 2019. La bds-
queda bibliografica se realiz6 en las bases de datos Pubmed, Science Direct, Lilacs, Scielo. En los idio-
mas: inglés y espafiol.

La busqueda se realizé utilizando los términos, (“drugs, generic”’[Mesh] OR “drugs, generic” [Title/Abs-
tract]) AND (“Bioequivalence”[Mesh] OR “Bioequivalence” [Title/Abstract]) OR “Therapeutic equivalen-
ce”[Mesh] OR “Therapeutic equivalence”[ Title/Abstract].

Los criterios de inclusion son los estudios originales que aportan informacion sobre controles de cali-
dad fisicoquimico y biofarmacéutico de medicamentos innovadores con sus respectivos genéricos en
forma de comprimidos.

Los criterios de exclusién son aquellos estudios donde la forma farmacéutica es diferente a la de com-
primidos.

Definiciones.

Medicamento genérico: Medicamento similar a un producto de referencia o innovador, que pretende
ser intercambiable con este, generalmente producido después de la expiracion o renuncia de la pro-
teccion de patente o de otros derechos de exclusividad, comprobada su eficacia, seguridad y calidad®.

Medicamento innovador: Generalmente es aquel que fue autorizado por primera vez sobre la base
de documentacion de calidad, seguridad y eficacia. Producto o especialidad medicinal que contiene
una nueva molécula, no comercializada hasta ese momento y que ha pasado por todas las fases del
desarrollo de una nueva formulacién-nuevo principio activo (fases pre-clinicas y fases clinicas I, 11, I1).
Puede ser el producto que cuente con el registro mas antiguo ante la autoridad sanitaria®.

Bioequivalencia: Es la comparacidn de las biodisponibilidades de una forma farmacéutica tomada
como referencia y una forma farmacéutica genérica en estudio. Se comparan los parametros fisicoqui-
micos y biofarmacéuticos®.

Intercambiabilidad: Cualidad de ser producto equivalente farmacéutico intercambiable®.

El término “uniformidad de unidades de dosificacion” se define como el grado de uniformidad en el
contenido del farmaco entre las unidades de dosificacion. Son aplicables a cada farmaco incluido en
unidades de dosificacion que contengan uno o mas farmacos, a menos que se especifique algo diferen-
te. La uniformidad de las unidades de dosificacidn se puede demostrar mediante uno de los siguientes
métodos, Uniformidad de Contenido o Variacién de Peso.”

La prueba de friabilidad consiste en colocar las tabletas a girar en un cilindro rotatorio con el fin de
determinar su resistencia a las desportilladuras y la abrasion de su superficie. Generalmente, la prueba
se realiza una vez. Si se encuentran tabletas claramente agrietadas, segmentadas o rotas en la muestra
de tabletas después de la prueba, la muestra no ha pasado la prueba. El porcentaje de pérdida de peso
después de la rotacidn se conoce como friabilidad de las tabletas. Durante la prueba de friabilidad se
considera aceptable una pérdida de peso maxima de no mas del 1% del peso de las tabletas.®

La dureza es la cantidad de fuerza o resistencia para soportar choques mecanicos. Como sabemos la
dureza no es una prueba oficial, no existe tal limite de dureza, pero una fuerza de alrededor de 4 Kp se
considera un requisito minimo para obtener tabletas satisfactorias.®

El tiempo de desintegracidn, esta prueba sirve para determinar si las tabletas o capsulas se desintegran
dentro del tiempo establecido cuando se las coloca en un medio liquido en las condiciones experimen-
tales que se presentan a continuacion. Se requiere el cumplimiento con los limites de desintegracion
establecidos en las monografias individuales excepto cuando la etiqueta indica que las tabletas o cap-
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sulas estan destinadas para su uso como trociscos (troches) o para ser masticadas o estan disefiadas
como formas farmacéuticas de liberacion prolongada o formas farmacéuticas de liberacion retardada.
El tiempo de desintegracion estandar para las tabletas recubiertas no debe ser superior a 30 minutos.
A los efectos de esta prueba, la desintegracién no implica la disolucién completa de la unidad ni de
su ingrediente activo. Se define como desintegracion completa al estado en el cual los residuos de la
unidad, excepto la cubiertainsoluble de una capsula o los fragmentos del recubrimiento insoluble, que
permanezcan en el tamiz del aparato de prueba o se adhieran a la superficie inferior del disco, consti-
tuyen una masa blanda sin un ndcleo firme y palpable.®?

El perfil de disolucidn se construye analizando la cantidad de fArmaco liberado en mdltiples tiempos a
lo largo del ensayo, de modo que al final se define una curva que representa la forma en que ocurre la
disolucién durante todo el proceso™”. Aunque este parametro no sea una prueba farmacopeica oficial,
la FDA recomienda su uso, debido la informacién que aporta, principalmente para hacer comparacio-
nes; resaltando los factores de diferencia f1 y de similitud f2, y la eficiencia de la disolucién (ED). El f2
comparay determina numéricamente qué tan parecidos son dos perfiles de disolucidn entre si, utiliza
los porcentajes temporales disueltos de los medicamentos, y cuando presenta valores comprendidos
entre 50 y 100 es indicativo de similitud de las curvas y la ED caracteriza la liberacién del formaco.*»%)

Resultados

Se seleccionaron en total 40 articulos para su evaluacion, de los cuales 19 llegaron a la conclusidn de
bioequivalencia, otros 19 determinaron no bioequivalencia, para uno no existia una conclusién defini-
tiva, mientras que en un estudio que evaluaba 3 medicamentos, la conclusién fue no bioequivalencia
para 2 de ellos y bioequivalencia para 1, lo cual concluye como no bioequivalente.

Se encontrd una mayor cantidad de estudios de bioequivalencia realizados a los medicamentos cipro-
floxacino*22242529 y metformina2#444) en nimero de cinco y cuatro respectivamente. Seguido de 2
estudios para cada uno de los siguientes farmacos: albendazol*?*%, cefalexina®??, diclofenaco®?**",
ibuprofeno®®+*, ketorolaco®**" y paracetamol““" (acetaminofen). También se encontrd un solo es-
tudio de bioquivalencia para acido acetilsalicilico™, alprazolam®®, amoxicilina®”, dexametasona®®”,
diazepam®), eritromicina®’, esomeprazol®?, gliclazida®, lamotrigina®, levofloxacino“’, loratadi-
na“, propranolol“®, simvastatina“ y valsartan®. Por otro lado, tenemos los estudios de bioequiva-
lencia realizados a medicamentos combinados como: amoxicilina/acido clavulanico™® y levodopa/
benserazida®”; asi como informes que evaluaban la bioequivalencia para mas de un medicamento
como es el caso de los estudios en conjunto de metformina y propanolol®), captopril y losartan?® y
amoxicilina, doxiciclina y fluconazol®.

En los articulos evaluados, en su mayoria, lograban cumplir con los ensayos farmacopei-
cos eStableCIdOS tales como Varlac'én de peso(10,13,14,16,18720,23,25,26,29,30,33,34,36,37,40,41,44,46,47,50)’ dure_
Za(10,13,14,16,18720,23,25,26,29,30,31—33,36738,40,41,44)’ desintegracién(13,14,16,18720,23,25,26,29,30,32—34,36741,44,46,47,49,50)’ VelOCIdad de
disolucién(10,13,14,16,18720,23,25,26,29,32,35,40,41), eﬂCIenCia de la disoluCién(10,13,14,16,18720,23,25,26,29,32,35,40,41) y Valora_
cién de principio activo152122.2427.2832-3538:42.4347.48) ' nerg no cumplian con el ensayo de perfil de disolu-
CiGN(10:12,13,16-1820-23,26,32-39,41,42.4445.47) ' debido a que presentaban valores para factor diferencia (f1) mayores
a 15 o valores menores a 50 para factor de similitud (f2).

De los 40 estudios analizados en 24 se realizaron las pruebas de variacidén de peso y dosificacién que
representan el 60% de estudios, en 22 se realizé la prueba de friabilidad que representa el 55% del total
de estudios, en 23 se analizo la dureza que representa el 57,5% del total, en 25 se analizé la desinte-
gracion que es el 62,5 % del total de estudios, en 14 se realizé la prueba de velocidad de disolucion se
representa en 35% de estudios, en 13 se realizo las pruebas de eficiencia de disolucién y uniformidad
de contenido que representan el 32,5 % del total, en 39 se hizo la prueba de perfil de disolucién se
representa en 97,5 % de estudios y en 19 se analizé la valoracidn que representa el 47,5 % del total de
estudios.
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Tabla 1. Estudios de bioequivalencia entre el medicamento innovador con su respectivo medicamento genérico de diferentes principios activos

Sciences

Autor Revista Principio Activo Variacion de | Friabilidad Dureza Desintegracion | Velocidad de | Dosificacion Perfil de Valoracion Uniformidad Bioequivalencia
peso disolucion disolucion del contenido
Osorio et al., Revista Cubana de Farmacia Acido acetilsalicilico X X X X X X Si
2015(10)
Ledn et al. 2015(14) Revista Cubana de Farmacia Acetaminofén X X X X X X No
Mayet et al. Revista Mexicana de Ciencias Albendazol X X No
2008(15) Farmacéuticas
Alva et al. 2015(12) Revista Pharmaciencia Albendazol X Si
Ashnagar et al. E-Journal of Chemistry Alprazolam X X X X X X X Si
2007(16)
Daza, M. 2013(17) REVISTA CON-CIENCIA Amoxicilina X Si
Al-tabakha et al. Pharmaceutics Amoxicilina/acido clavula- X X X X X X X Si
2017(18) nico
Grande-Ortizetal. | Rev Peru Med Exp Salud Publica Amoxicilina, doxiciclina y X X X X X X No
2019(19) fluconazol
Matiz y Rodriguez. | Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm. Captopril y losartan X X X X X X X Si
2014(20)
Gonzalez et al. Acta Farm. Bonaerense Cefalexina X X X Si
2006(21)
Caceres y Fretes. Rev. Fac. Cienc. Salud UDES Cefalexina X X X Si
2017(22)
Adegbolagun etal. | Tropical Journal of Pharmaceuti- Ciprofloxacino X X X X X X X Si
2007(23) cal Research
Brevedan et al. Latin American Journal of Ciprofloxacino X X No
2009(24) Pharmacy
Martinez et al. Revista Mexicana de Ciencias Ciprofloxacino X X X X X X No
2010(25) Farmacéuticas
Oishi et al. 2011(26) 1JPSR Ciprofloxacino X X X X X X X Si
Franco-Ospina et al. Rev. salud publica Ciprofloxacino X X X X X X X Si
2012(13)
Baishya et al. International Journal of Research Dexametazona X X No
2018(27) in Pharmacy and Pharmaceutical
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Autor Revista Principio Activo Variacionde | Friabilidad Dureza Desintegracion | Velocidad de | Dosificacion Perfil de Valoracion Uniformidad Bioequivalencia
peso disolucion disolucion del contenido
Herrera-Calderén Rev Med Hered. Diazepam X X No
y Grande-Ortiz.
2012(28)
Al Ragib et al. RJLBPCS Diclofenaco X X X X X X No
2018(29)
Matiz et al. 2018(30) Biomédica Diclofenaco X X X X X No
Onotse y Alicha. | International Journal of Research Eritromicina X X X No
2016(31) in Pharmacy and Biosciences
Dulla et al. 2018(32) BMC Research Notes Esomeprazol X X X X X X X X Si
Karmoker et al. The Pharma Innovation Journal Glicazida X X X X X X X Si
2017(33)
Guptay Gupta. WORLD JOURNAL OF PHAR- Ibuprofeno X X X X X X Si
2016(34) MACY AND PHARMACEUTICAL
SCIENCES
Matiz-Melo et al. Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm. Ibuprofeno X X X X X Si
2017(35)
Hasin et al. 2019(36) | European Journal of Pharmaceu- Ketorolaco X X X X X X Si
tical and Medical Research
Jannath et al. Advancements Bioequiv Availab Ketorolaco X X X X X X Si
2018(37)
Fretes et al. Mem. Inst. Investig. Cienc. Salud. Lamotrigina X X X X X Si
2016(38)
Gasser et al. BMC Pharmacology and Toxico- Levodopa/benserazida X X Si
2013(39) logy
Hsin-Yun et al. Diagnostic Microbiology and Levofloxacino X X X X X X No
2016(40) Infectious Disease
Adetunji y Odeniyi. Afr. J. Med. med. Sci. Loratadina X X X X X X X Si
2015(41)
Zakeri-Milanietal. | Journal of Applied Pharmaceuti- Metformina X X X Si
2012(42) cal Science
Pérez et al. 2013(43) | Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm. Metformina X X No
Sachanetal. Scholars Research Library Metformina X X X X X X X Si
2016(44)
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Autor Revista Principio Activo Variacionde | Friabilidad Dureza Desintegracion | Velocidad de | Dosificacion Perfil de Valoracion Uniformidad Bioequivalencia
peso disolucion disolucion del contenido
Oyetunde et al. Dissolution Technologies Metforminay propanolol X Si
2012(45)
Kar et al. 2015(46) International Current Paracetamol X X X No

Pharmaceutical Journal

Guptay Gupta. International Journal of Pharma- Paracetamol X X X X X X Si
2016(47) ceutical Sciences and Research
Alva et al. 2013(48) Revista Pharmaciencia Propanolol X X No
Veroniny Nguyen. | The Annals of Pharmacotherapy Simvastatina X X No
2008(49)
Mehnaz et al. The Pharma Innovation Journal Valsartan X X X No
2018(50)
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. o #

Discusion

La bioequivalencia, seglin la FDA se define como la ausencia de una diferencia significativa en la tasa
y el grado en que un ingrediente farmacéutico activo en equivalentes farmacéuticos o alternativas se
vuelve disponible en el sitio de accién del medicamento. Los dos medicamentos también deben tener
la misma dosis molar en condiciones similares para poder contrastar y admitir la bioequivalencia de
los dos. La equivalencia farmacéutica debe demostrar que los dos medicamentos liberan elingredien-
te farmacéutico activo en la misma cantidad, la misma velocidad y poseen la misma calidad®?.

Un producto intercambiable es un biosimilar a un producto ya aprobado por la FDA que cumple con
estandares adicionales para ser clasificado como tal. La intercambiabilidad se define como la practica
médica de cambiar un producto farmacéutico por otro y no aumenta el riesgo de seguridad ni dismi-
nuye la eficacia cuando se cambia del farmaco original, por iniciativa o, con acuerdo, del prescriptor®?.

Para garantizar la uniformidad de las unidades de dosificacion, cada unidad en un lote debe tener el
contenido del farmaco dentro de un intervalo estrecho alrededor de la cantidad declarada.”

La prueba de Uniformidad de Contenido para preparaciones que se presentan en unidades de dosifi-
cacién se basa en la valoracién individual del contenido de un fdrmaco o farmacos en un nimero de
unidades de dosificacidn para determinar si el contenido individual se encuentra dentro de los limites
fijados®. El método de Uniformidad de Contenido se puede aplicar en varios casos. De los 13 articulos
que realizaron esta prueba 12(1°21222427.283542-4448) cymplieron y 1“° estuvo fuera de la especificacion.
El no cumplimiento de esta prueba de calidad conduce a establecer que las unidades dosificadas no
contienen la misma cantidad de ingrediente farmacéutico activo y como consecuencia a posibles fallos
terapéuticos por exceso o defecto de este.

La prueba de variacién de peso es buena para hallar la uniformidad de dosis si el contenido del far-
maco dentro de las tabletas comprende del 50 -100% del peso de tabletas. La variacion de peso se
debe a problemas de granulacién y problemas mecanicos. El peso de la tableta se determina por la
geometria de la matriz y punzones, ademas de la capacidad de flujo del granulado que puede causar
llenados intermitentes de las matrices. El mal mezclado del aglutinante influye también. Si el tamafio
del granulo es muy grande influye negativamente en el llenado de las matrices. Si el granulado tiene
un amplio tamafio de distribucién de particulas, tendran localizadas no uniformidades y estratifica-
cién (poco mezclado o mucha vibracidn) en la tolva. Pequefias diferencias en la longitud del punzdn,
y suciedad interior puede causar también variacién de peso. Cada producto tiene una especificacion
de peso, segun la férmula y el porcentaje de variacion de peso permitido depende precisamente de lo
grande o pequefio de este peso. La exactitud en el peso, nos da la exactitud en la dosis para el pacien-
te®, Para el ensayo de variacion de peso, 21(10:13:1416,1820.23,25,26,29,30,32-34,36,37,4041,44:46.47.50) de |0s articulos 24
cumplieron con los parametros especificados y 3442549 articulos no cumplieron con estos pardmetros.
Si bien algunos de estos articulos evaluados indicaron en este ensayo diferencias significativas en el
peso de las tabletas, se debe recalcar que no existe una regla que regule el peso que deben poseer
las tabletas, ya que queda a disposicién de cada laboratorio estipular el peso del comprimido®*. Si
durante la realizacidn de este ensayo se identifican grandes diferencias entre los pesos de las tabletas,
dichas diferencias en las formulaciones son propias de cada laboratorio fabricante y las dimensiones
fisicas de los productos, explicarian estas disimilitudes, sin que esto sea un indicativo de variacién en
el contenido del principio activo o fallas de desempefio durante el ensayo de disolucién*?,

Por otra parte, la cuantificacion de principio activo nos permite saber si determinada forma farmacéu-
tica tiene la cantidad declarada para poder tener un efecto terapéutico aceptable como también que
esta no produzca toxicidad®. De los 2410:13,1416,18-202325,26,29-37,40,41,4446,47.4950) articulos que evaluaron esta
prueba de dosificacién todos cumplieron con la especificacion.

Una prueba empleada con frecuencia para medir la capacidad de las tabletas para resistir fuerzas me-
canicas es la prueba de friabilidad. Durante la prueba de friabilidad se considera aceptable una pérdida
de peso méaxima de no mas del 1% del peso de las tabletas®. De 22 articulos que realizaron esta prue-
ba 2010:13,14,16.18-2023,25,26,29,30,31-34,36-38.4041.44.47) cymplieron con esta especificacién y 2¢%% no cumplieron. Un

Ars Pharm. 2021;62(3):315-327 323



Rodriguez-Saavedra, L, Cruz-Aranda, L, Cruz-Julca, C, et al.

porcentaje de pérdida de peso por encima del valor especificado, podria indicar que las tabletas son
menos resistentes al desgaste y a la abrasion durante los procesos de fabricacion, distribuciény uso™?.

La dureza también influye en la friabilidad y la desintegracion, es decir, cuanto menos dura es una
tableta, mas friable y menos tiempo tarda en desintegrarse®. Para este ensayo de los 23 articulos que
lo evaluaron 1910:13,14,16.18-20,23,25,26,29,30,31-33,36-38.404144) cymplen y 425464950 no cumplen con la especificacion.
Los resultados de la oscilacidn de los valores de dureza pueden ser indicativos de la poca o mayor pre-
sencia de aglutinantes en la formulacién o de una fuerte o débil compresién por parte de la maquina
tableteadora. Si se tiene un valor de dureza elevado se puede dar un retraso en la desintegracion de la
tableta, y como resultado la liberacién tardia del principio activo™.

Una técnica de garantia de calidad importante para evaluar la calidad, biodisponibilidad y eficacia
de las tabletas es la prueba de desintegracion. Esta prueba sirve para determinar si las tabletas o cap-
sulas se desintegran dentro del tiempo establecido cuando se las coloca en un medio liquido en las
condiciones experimentales"’. De los 25 articulos que realizaron esta prueba 23131416:18-20,23,2526,29,30,32-
34,36-41,44,4647:49,50) cymplieron y 2139 no cumplieron con la especificacion. Uno de los factores que podria
influir negativamente sobre la velocidad de desintegracidn es un valor de dureza elevado, ya que al te-
ner los granulos que conforman las tabletas mas compactados, serd mas dificil que esta se desintegre,
causando asi tiempos de desintegracion elevados que puede llegar a influir en una liberacidn tardia del
principio activo en el tracto gastrointestinal*4.

Una herramienta que permite encontrar diferencias en la formulacion, calidad de excipientes, asi como
en el proceso de manufactura de los sélidos orales, con el fin de controlar la homogeneidad lote a lote,
es el perfil de disolucion®. De los 39 articulos que realizaron esta prueba 23(10:1213,16-18:20-23,26,32-39,41,42,44,45,47)
cumplieron y 161415:192425.27-31,4043,4648-50) ng cumplieron con la especificacion; pero cabe recalcar que en
un articulo™ se evaluaron 3 principios activos de los cuales 1 cumplié y 2 no cumplieron con la prueba.
En algunos articulos se indica que la disolucidn de los diferentes productos fue rapida con una libera-
cion de mas del 85% de la cantidad etiquetada en 15 a 20 minutos. En estos casos, los célculos de f1'y
f2 se vuelven innecesarios!*®.

Conclusiones

La revision revela que los ensayos de calidad fisicoquimicos descritos en las farmacopeas son insufi-
cientes para asegurar bioequivalencia entre los productos multifuentes (genéricos) y los innovadores,
por lo que sugiere acrecentar este tipo de estudios para asegurar equivalencia terapéutica y la corres-
pondiente intercambiabilidad, asi como incorporar ensayos de caracterizacién polimérfica a los crista-
les de los ingredientes farmacéuticos activos.
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Resumen

Introduccién: El empleo de los condroprotectores se presenté como una estrategia mejor encaminada al trata-
miento de la artrosis por su efecto modulador y mayor seguridad. Sin embargo, su empleo es discutido y seran
retirados de la financiacion por el Sistema Nacional de salud (SNS).

El objetivo fue revisar y comparar los condroprotectores en términos de eficacia (sobre dolor, funcién y estre-
chamiento articular), seguridad y rentabilidad en el manejo de la artrosis.

Metodologia: Se ha realizado una bisqueda bibliografica de la literatura. Las bases de datos utilizadas fueron Med-
line y Scopus. Se revisé guia médica de la ESCEO (European Society for Clinical and Economic Aspects of Osteoar-
thritis), estudio epidemioldgico de la Sociedad Espafiola de Reumatologia y fichas técnicas de medicamentos de la
Agencia Espafiola del Medicamento.

Resultados: Se identificaron un total de 152 articulos con los algoritmos de blsqueda utilizados y los criterios de
inclusion/exclusion aplicados. Después de leer titulos y resimenes, 79 fueron excluidos porque no adecuarse a la
calidad metodoldgica requerida o tratar otras aplicaciones diferentes a la artrosis. Tras la lectura integra del resto
de articulos, se seleccionaron 36 articulos que se adaptaban al objetivo de este trabajo.

Conclusiones: Los ensayos clinicos que evaluaron la diacereina y el condroitin sulfato tuvieron disefios muy vari-
ables que podrian justificar la variabilidad de los resultados obtenidos. Con la desfinanciacion de estos farmacos
por el SNS, el ahorro esperado podria revertirse por el empleo de recursos sanitarios mas costosos en el futuro dado
el enfoque a corto plazo de las terapias permanentes.

Palabras clave: Artrosis; diacereina; glucosamina; condroitina; “costes de medicamentos”.

Abstract

Introduction: The use of chondroprotectives was presented as a better strategy aimed at the treatment of osteoar-
thritis due to its attributed chondromodulatory effect and greater safety. However, their use is disputed.

The aim of the present work was to review and compare the chondroprotectives in terms of efficacy (on pain, func-
tion and joint narrowing), safety and economic profitability in the management of osteoarthritis.

Methodology: A bibliographic search of the literature published has been carried out. The databases used were
Medline and Scopus. The medical guide of the ESCEO (European Society for Clinical and Economic Aspects of Osteo-
athritis), the epidemiological study of the Spanish Society of Rheumatology and the technical sheets of medicines
of the Spanish Agency of Medicines were reviewed.

Results: A total of 152 articles were identified with the search algorithms used and the inclusion/exclusion criteria
applied. After having read titles and abstracts, 79 were excluded because they did not conform to the required meth-
odological quality or to treat other applications other than osteoarthritis. After reading the rest of the articles in their
entirety, 36 articles were finally selected that were adapted to the objective of this work.

Conclusions: The clinical trials that evaluated diacerein and chondroitin sulfate had highly variable designs that
could justify the variability of the results obtained. With the underfunding of these drugs by the SNS, the expected
savings could be reversed by the use of more expensive healthcare resources in the future given the short-term
focus of permanent therapies.

Keywords: Osteoarthritis; diacerein; glucosamine; chondroitin; drug costs
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Puntos clave

« La artrosis es la principal causa de discapacidad, afecta aproximadamente al 10% de la poblacion
mundial mayor de 60 afios.

« El conjunto de los estudios clinicos que evaluaron la eficacia de los SYSADOA no alcanzé una eviden-
cia unanime y su empleo sigue siendo discutido.

« Adiferencia de los AINE y el paracetamol, a los SYSADOA se les atribuye un efecto modificador estruc-
tural sobre la articulacion, cuyos efectos permanecen tras interrupcion del tratamiento.

» Los SYSADOA tratan de dar respuesta cuando el empleo prolongado de paracetamol o AINE no es
posible.

Introduccion

La artrosis es una enfermedad degenerativa que afecta tanto a las articulaciones como a tejidos cir-
cundantes™y sus consecuencias clinicas consisten en dolor articular, movimiento restringido con
crepitacion®. Actualmente supone un desafio para el Sistema Nacional de Salud (SNS), pues su carga
estd aumentando y se espera que esta tendencia contintie con el aumento de la esperanza de vida y el
envejecimiento de la poblacién®. Es la principal causa de discapacidad del mundo, afectando aprox-
imadamente al 10% de la poblacién mundial mayor de 60 afios'*?. Seglin la Sociedad Espafiola de
Reumatologia (SER), en nuestro pais la prevalencia de artrosis en poblaciéon mayor de 40 afios es de
13,83% en rodilla, 15,52% en region lumbar, 10,10% en cervical, 7,73% en manos y 5,13% en cadera'.

Las caracteristicas de la enfermedad y del paciente con artrosis, habitualmente de edad avanzada,
polimedicados y con patologias concomitantes, ponen en relieve la necesidad de poder aplicar trat-
amientos mas facilmente tolerados a largo plazo en fases no agudas de la enfermedad®**?y que
aporten modificaciones estructurales sobre la degeneracion del cartilago*%3),

Los principales objetivos de la terapia farmacoldgica de la artrosis son reducir el dolor, minimizar la
discapacidad y por ultimo evitar la cirugia. El manejo tradicional de esta enfermedad se basa trat-
amiento de accion rapida que sélo mejoran la tolerancia a la actividad funcional y reducen el dolor
temporalmente como los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) o paracetamol®®¥, pero que con
frecuencia tienen un desenlace negativo®” sin efectos que mitiguen la progresion del estrechamiento
articular causante de dolor, derrame e incapacidad funcional®>),

Los farmacos de accion lenta o SYSADOA (Symptomatic Slow Action Drug for Osteoarthritis) se presen-
taron como una alternativa encaminada a su manejo a largo plazo, al frenar la pérdida de cartilago
ejerciendo un efecto modificador estructural®. Deben su accidén condroprotectora a actividades regu-
ladoras sobre el metabolismo del condrocito y antiinflamatorias en la membrana sinovial con efectos
protectores en la remodelacion de hueso subcondral®#1%, La guia clinica de la ESCEO (European So-
ciety for Clinical and Economic Aspects of Osteoporosis and Osteoarthritis) sitia a los SYSADOA como
tratamientos de primera linea de tratamiento farmacoldgico en pacientes con artrosis sintomatica de
rodilla®.

El Condroitin Sulfato (CS) es componente principal de la matriz extracelular del cartilago. Participa en
la homeostasis del hueso subcondral, con actividad antiinflamatoria sobre el factor NfkB, disminuye la
actividad catabdlica de los condrocitos por inhibicién de las enzimas proteoliticas como la colagenasa,
elastasa o fosfolipasa y promueve la sintesis de proteoglicanos y de acido hialurénico enddgeno!®*),
La diacerina inhibe la degradacién del cartilago por diferentes vias, su principal accién farmacoldgica
es lainhibicidn de la produccidn de interleuquina-1, estrechamente relacionada con la actividad colag-
enolitica®>*?9, también participa en la inhibicidén de enzimas coleagenasa y estromelisina*”. Estudios
in vitro de células con condrocitos, sinoviocitos y células de hueso subcondral la glucosaminay el CS
exhibieron su capacidad para aumentar la sintesis de colageno y reducir la sintesis de mediadores
proinflamatorios y proteasas, mejorando el equilibrio anabdlico/catabdlico en la matriz del cartilago
extracelular®.
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Debido a la disparidad obtenida en los resultados de los estudios clinicos que evaluaron este grupo,
su empleo en el manejo de la artrosis es discutido y se ha decidido su exclusion de la financiacion por
el SNS. El objetivo de este trabajo es revisar y comparar los SYSADOA en términos de eficacia (sobre el
dolor, capacidad funcional y estrechamiento articular), seguridad y rentabilidad.

Métodos

Se realizé una busqueda bibliografica en paralelo de la literatura publicada entre el 2 y el 23 de noviem-
bre de 2020. Las bases de datos consultadas fueron Scopus y Medline a través de Pubmed. En la estrate-

» o«

gia de busqueda se emplearon las siguientes palabras clave: “osteoarthritis”, “diacerein”, “chondroi-
tin”, “glucosamine” y “drug costs” en titulos y resimenes. Se incluyeron metanalisis y ensayos clinicos,
se aplicaron criterios de inclusién que garantizaran una adecuada calidad metodoldgica: estudios ale-
atorizados, tamafio de muestra no inferior a 50, declaracidn explicita del sistema de asignacion al azar,
definidos como doble ciego, que investigaron CS, diacereina o la glucosamina con documentacion de
las pérdidas de seguimientos o abandonos, con una duracién minima de los ensayos de 6 meses al
tratarse de farmacos moduladores de accidn lenta y que incluyeran como resultados coprimarios me-
didas para el dolor, funcién o pruebas radioldgicas. Fueron excluidos los estudios que trataban sobre
experimentacidn animal y no se aplicaron restricciones por idioma o fecha de publicacién. También
se revisé la guia clinica de la ESCEO y la SER, la Agencia Europea del Medicamento (EMA) y la Agencia
Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS).

Resultados

Eficacia

Diacereina

Se detectaron tres metanalisis que valoraron la eficacia de la diacereina en el manejo de la artrosis.
Rintelen et al."* concluyeron que la diacereina fue superior al placebo e igualmente eficaz que los AINE
durante el tratamiento, pero los beneficios obtenidos con el SYSADOA permanecieron hasta 3 meses
después de la dltima dosis. En contraste, Fidelix el al."”) otorgaron una evidencia baja-moderada para
la diacereina respecto al placebo, con efectos sobre la capacidad funcional no significativos estimados
mediante indice de Lequesne (IL) (p>0,01) y minimos en la reduccién de dolor medidos con Escala
Visual Analdgica (EVA) (0-100 mm con resultado medio de -5,16 mm a favor de la diacereina). Respecto
a su efecto sobre el estrechamiento articular se obtuvieron resultados cuestionables Unicamente vin-
culados a la articulacion de la cadera. Se destacé que la mayoria de los Ensayos Clinicos Aleatorizados
(ECAs) contenidos tuvieron calidad baja, fueron incompletos y con riesgos de sesgo en el 80% de los es-
tudios, que ademas fueron muy heterogéneos (1>=84). Por ejemplo, los estudios con mayor nimero de
participantes detectaron una respuesta mas leve para la diacereina respecto al placebo en reduccién
de dolor y sin efectos positivos para la funcién. Mientras Bartels et al.”, destac un elevado indice de
inconsistencia (1>=56%) respecto a reduccién de dolor. La eficacia se calculé con la diferencia de me-
dias estandarizadas de Hedges resultando favorable a la diacerina en dolor (p=0,003) y para la funcion
(p=0,01), pero pudo relacionarse con la heterogeneidad de los ECAs estudiados.

Nguyen et al.*llevaron a cabo un ensayo clinico que compard la diacerina con AINE (tenoxicam) tanto
en monoterapia como en administracion conjunta en pacientes con artrosis de cadera. ELAINE y el SYS-
ADOA mostraron superioridad respecto al placebo, con eficacia equiparable, tanto para el dolor (EVA)
como en capacidad funcional (LI) y no se observo sinergia ni interaccion cuando ambos farmacos se
administraron de forma concomitante.

Zheng et al.*”’compararon la diacereina con diclofenaco en pacientes con artrosis de rodilla durante
17 semanas. En ambos grupos se observé mejoria en medidas de resultado primarias: escala EVA y
magnitud de dolor al caminar 20 metros. En cambio, en el grupo del AINE empeoraron los resultados
en sensibilidad a la palpacién, subescalas de WOMAC, cuestionario de calidad de vida SF-36 y dolor tras
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caminar 20 metros al interrumpir el tratamiento 4 semanas. Se evidenci6 que la diacereina puede ser
tan eficaz como el AINE, con la ventaja de permanecer sus efectos tras retirar el SYSADOA.

Louthrenoo et al.?® también compararon la eficacia de la diacereina respecto a AINE (piroxicam). En 16
semanas de tratamiento, el dolor disminuyé de modo similar en ambos grupos. Sin embargo, tras un
periodo de observacion sin tratamiento de 8 semanas, 21 pacientes abandonaron el estudio, pues al
suspender el tratamiento el dolor aumento de forma considerable en el grupo del AINE mientras que
la mejoria clinica, medida en la subescala de WOMAC para el dolor persistié en el grupo tratado con
diacereina.

Singh et al.*? dividieron al azar participantes con artrosis de rodilla para recibir 3 meses diclofenaco
con diacereina o diclofenaco con placebo. Tras una primera semana sin tratamiento, el periodo de
seguimiento se prolongd un mes para estudiar el efecto residual de la diacereina. Se mostré un efecto
sinérgico del SYSADOA con el AINE tanto en dolor (EVA) como en la funcidn articular (subescala WOM-
AC) respecto al diclofenaco en monoterapia junto con la permanencia de los efectos que caracteriza a
los SYADOAs.

Respecto a su efecto modificador estructural, el estudio ECHODIAH?**evalué la capacidad de la dia-
cereina para retrasar el estrechamiento del espacio articular en pacientes con artrosis de cadera cuan-
tificado mediante radiografias anuales. La tasa de estrechamiento en el espacio articular fue signifi-
cativamente menor en el grupo tratado con diacereina (0,19 mm/afio) respecto al placebo (0,23 mm/
afio) (p=0,042). Ademas, el porcentaje de pacientes con una pérdida severa del espacio articular (de
al menos 0,5 mm) fue significativamente menor con el SYSADOA (p=0,007) pero no se acompafi6 de
mejoria clinica para el dolor (EVA) ni la funcionalidad de la articulacidn (IL)?. Por otra parte, un estudio
post hoc tuvo en cuenta el consumo de analgésicos siendo mayor en el grupo tratado con placebo®”.

Pham et al.?® compararon la eficacia del cido hialurénico (AH), la diacereinay el placebo en tratamien-
to de artrosis de rodilla durante 1 afio. Los pacientes fueron aleatorizados en 3 grupos: Inyecciones in-
traarticulares de AH y placebo oral, inyecciones intraarticulares de solucion salina y diacereina o inyec-
ciones intraarticulares de solucién salina y placebo oral. Como resultado, se experimentd una mejoria
clinica relevante similar en todos los grupos para el dolor mediante EVA y funcién (indice Kellgren and
Lawrence (KL)) y las evoluciones en espacio articular de la rodilla tampoco fueron significativamente
diferentes en los tres grupos, siendo el porcentaje de pacientes con una progresion media superior a
0,5mm 17,7%, 18,9% y 20,3% (p=0,90), en los grupos de AH, diacereina y placebo respectivamente.

El efecto de la diacereina sobre el estrechamiento articular sélo ha podido ser demostrado en la artro-
sis de cadera por el estudio ECHODIAH y Pham et. al, y en ambos casos su trascendencia clinica ha sido
cuestionable, con una modesta correlacion entre el efecto modificador estructural detectado y el dolor
o desenlaces en cirugias de reemplazo articular®.

En 3 ensayos contenidos en este trabajo (Pham, ECHODIAH y Shin) la diacereina no tuvo mayor reduc-
cién de dolor respecto al placebo, estimado en EVA, desde el punto de partida, en cambio, en otros 3
(Nguyen, Pavelka y Singh) la diacereina mejord los resultados para el dolor (EVA) respecto al place-
bo. Por otro lado, exhibid resultados equiparables a AINE en estudios de no inferioridad (Louthrenoo,
Zhengy Nguyen), para piroxicam, diclofenaco y tenoxicam respectivamente. Ademas, (Pavelka, Zheng,
Louthrenoo y Singh) coincidieron en la permanencia de los beneficios clinicos obtenidos hasta 3 meses
después de la Gltima toma de diacereina.

Combinacién de Glucosaminay CS

Hochberg et al.”® observaron en el estudio MOVES una eficacia comparable entre el celecoxib y la com-
binacién de glucosamina y CS para el dolor, rigidez y limitacién funcional en pacientes con artrosis
dolorosa de rodilla. La disminucidn de dolor, estimada mediante subescala de WOMAC, fue de 50,1%
en el grupo de los SYSADOAs y del 50,2% en el grupo del celecoxib (p=0,92). Ademds, en ambos grupos
se obtuvieron resultados equiparables en resultados secundarios (medicacién de rescate, subescalas
de funciény de rigidez o EVA).
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Dos metanalisis recientes coincidieron en los efectos positivos de la glucosamina y el CS: Simen-
tal-Mendia et al.®” hallaron una reduccién significativa en el dolor estimado mediante EVA para el CS
y de la glucosamina respecto al placebo en pacientes con artrosis de rodilla, de (p<0,00001) y (p=0,04)
respectivamente, sin efecto adicional con la combinacién de ambos (p=0,95). Por otro lado, Zhu et
al.®Y concluyeron que el CS mejord los sintomas relacionados con el dolor y la funcidn, en cambio, la
glucosamina Unicamente mostré un beneficio significativo respecto a la rigidez en comparacién con
el placebo.

No obstante, Wandel et al.®? evaluaron el CS y la glucosamina para la reduccién de dolor y evolucidn
del ancho minimo en espacio articular en artrosis de cadera o rodilla en un metanalisis de 10 ECAs con
un minimo 200 pacientes como criterio de inclusién y un total de 3803. En EVA de 10 cm, la diferencia
media de la intensidad de dolor comparada con placebo fue de -0,3 cm para el CS, -0,4 cm para la glu-
cosaminay de-0,5 cm para la combinacién de ambos. Las diferencias sobre el ancho minimo del espa-
cio articular fueron minimas. Segun este estudio, los SYSADOA no mostraron ser eficaces en reduccion
de dolor ni mostraron efecto sobre el estrechamiento del especio articular.

CS

El estudio MOSAIC®®) mostré mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) la capacidad modificado-
ra estructural del CS frente a celecoxib frenando la pérdida de volumen del cartilago a largo plazo. Se
obtuvieron diferencias significativas con el grupo de celecoxib tras los 24 meses en el compartimento
(p=0,018) y cdndilo medial (p=0,008) para el grupo tratado con CSy ambos grupos experimentaron
mejoria clinica cuantificada en escala de WOMAC (Western Ontario and McMaster Universities Osteo-
arthritis).

Raynauld et al.®¥ investigaron qué regiones de interés de la curvatura 6sea basal estaban mejor aso-
ciadas con la reduccién de la pérdida de volumen del cartilago y comprobaron si su evolucién a los 2
afos estaban correlacionados con el efecto condroprotector del CS, para ello se realizaron mediciones
basalesy a los 2 afios mediante RMN para evaluar la curvatura dsea. En pacientes con hueso mas apla-
nado el CS demostrd efecto protector del cartilago en comparacidn con celecoxib en el compartimento
medial (p=0,037), el céndilo y la meseta central (P<0,030).

El estudio CONCEPT® ratificd con los resultados derivados de estudio MOSAIC respecto a las propie-
dades condroprotectoras del CS, siendo superior a placebo y equiparable a celecoxib en valoraciones
de funcidn (LI) y dolor (EVA) en manejo de artrosis de rodilla. Ademas, fue el primer ensayo que siguid
las recomendaciones de la EMA en un intento de estandarizar protocolos® incorporando un grupo
placebo y un grupo control tratado con celecoxib como requerimiento de validez externa, ante la in-
consistencia de estudios previos. Tanto CS como celecoxib mostraron una mejoria significativa en EVA
(p=0,001 para CSy p=0,009 para celecoxib) y LI (p=0,023 para CS y p=0,015 para celecoxib) respecto al
placebo a los 6 meses.

Morita et al.*”realizaron un estudio clinico de comparacidn de dosis de CS en pacientes con artrosis
de rodilla con grado de dolor de 2-3 en la puntuacion (KL). Los pacientes fueron asignados al azar para
recibir 260 mg/dia o 1560 mg/dia y la funcién (LI) y dolor (EVA) fueron comparadas cada 3 meses. El
grupo de dosis elevada obtuvo mejores resultados en la reduccidn de dolor, especialmente en aquellos
pacientes con mayor puntuacion KL al inicio, pero no se encontraron diferencias significativas en la
funcidn articular. Sin embargo, el reducido nimero de pacientes fue una limitacion importante.

Glucosamina

Reginster et al.* evaluaron en un ECA controlado con placebo de 212 pacientes con artrosis de rodilla
los efectos a largo plazo de 1500 mg/dia de sulfato de glucosamina. Se midieron el ancho medio del
espacio articular en compartimento medial de la articulacion tibiofemoral y el ancho minimo del espa-
cio articular mediante radiografias en el inicio del estudio, en el primer y en el tercer afio, también se
valord la evolucion clinica mediante escalas de WOMAC. Como resultado, los pacientes que recibieron
el placebo tuvieron un estrechamiento medio de 0,31 mm, mientras en el grupo tratado con glucos-
amina no se aprecié una pérdida media significativa en el espacio articular siendo solo de 0,06 mm
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(p=0,038). Respecto a las puntuaciones de WOMAC, reflejaron un ligero empeoramiento de los sinto-
mas en el grupo tratado con placebo en comparacion al de la glucosamina.

Pavelka et al.®"corroboraron el efecto modificador estructural de la glucosamina en pacientes con ar-
trosis de rodilla en otro ECA controlado con placebo, siendo la principal medida de resultado el espacio
intraarticular en compartimento medial tibiofemoral, cuantificado mediante imagen radioldgica. Al
finalizar el estudio, el grupo placebo experimenté un estrechamiento articular medio de 0,19 mm, en
cambio, en el grupo tratado con glucosamina sélo fue de 0,04 tras 3 afios de seguimiento, obtenien-
do una diferencia significativa entre ambos grupos (p=0,001). Ademds, menos pacientes tratados con
SYSADOA experimentaron estrechamientos superiores a 5 mm: 5% respecto a 14% en grupo placebo
(p=0,05).

Los disefios de los ensayos han diferido mucho entre si: criterios de inclusion/exclusion, medidas de
resultado, duracion de estudio y calidad del producto ©°*. Entre los ECAs que compararon SYSADOA
con AINE (Zheng, Louthrenoo, MOSAIC, Nguyen, CONCEPT y MOVES), sélo los tres ultimos incluyeron
grupo placebo, siendo una debilidad destacable en mencionados estudios.

A excepcion de los estudios (ECHODIAH, Pavelka et al. y Reginster et al.) de 3 afios, MOSAIC- Raynauld
etal.de2afiosy el realizado por Pham et al de 1 afio, los ECAs fueron de corta duracidn, especialmente
para farmacos de accién lenta, y en muchos de ellos el tamafio de muestra fue pequefio®>**y sélo de
Shin et al. estudiaron la eficacia sobre artrosis de la mano?.

El predominio de medidas de resultado subjetivas han supuesto una debilidad en los ECAs que eval-
uaron los SYSADOAs?, se han puesto en marcha estrategias para objetivar respuesta: Monfort et al.®®
aplicaron resonancia magnética funcional para estudiar los efectos de CS sobre la respuesta cerebral
ante la estimulacién dolorosa en pacientes con artrosis de rodilla y demostrando resultados consis-
tentes para la regeneracion de condrocitos inducida por el SYSADOA, variaciones en curvatura 6sea con
RMN®% o cuantificacion marcadores en suero, como la leptina o la adipsina, relacionados con la activ-
idad colagenolitica™. Por ultimo, en el CS y la glucosamina, existen diferencias notables en la calidad
del producto derivadas de su origen y procesado, al tratarse de productos de origen animal, ensayos
que contaron presentaciones de calidad nutracéutica, con diferente concentracién y pureza®-*, pero
que fueron incorporados a revisiones sistematicas y metanalisis contribuyeron a la falta de confianza
depositada en ellos.

Tabla 1. Resumen de ECAs detectados en la bisqueda que evaluaron la eficacia del empleo de SYSADOAs en el
manejo de la artrosis.

Referencia, Tipo de Muestra | Duracién | SYSADOA | Control | Medidasde | Conclusiones
afo estudio resultado
10
ECAs que estudiaron el CS

MOSAIC, Multicéntri- 194 24 meses () Celecoxib | Pérdida de Modificacién
201663 co, aleator- volumen estructural en
izado, doble de cartilago | condilo medial
ciego, doble encéndilo | con CS. Efectos

simulacion femoraly equiparables

meseta tibi- para dolory

alderodilla | funcidén entre
(RMN). SYSADOAy AINE.

CONCEPT, | Multicéntri- 604 6 meses CS Celecoxib EVA CS superior
201769 co, aleator- Placebo IL al placebo y sim-
izado, doble ilar a celecoxib
ciego en artrosis de
rodilla.
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Referencia, Tipo de Muestra | Duracion | SYSADOA Control | Medidasde | Conclusiones
afo estudio resultado
10
Raynauld et | Aleatoriza- 120 24 meses cs Celecoxib | Pérdidade | Medicionesen
al., 20174 do, doble volumen curvatura dsea
ciego, doble de cartilago | se correlaciona-
simulacion en céndilo | ron con el efecto
femoraly | protector de CS.
meseta tibi-
al de rodilla
(RMN).
Morita et al., | Multicéntri- 73 12 meses | CS(dosis | CS(dosis EVA Csfue util en re-
2018 co, aleator- alta) baja) IL duccién de do-
izado, doble lor en pacientes
ciego elevados indices
de dolor al inicio
del estudio.
ECAs que estudiaron la diacereina
Nguyenet | Aleatoriza- 288 2 meses Diacereina Tenoxi- EVA AINE y SYSADOA
al., 1994019 do, doble cam IL con eficacia
ciego Placebo equiparabley
superiores al
placebo.
ECHODIAH, | Prospectivo, 507 3 afios Diacereina Placebo Ancho Diacereinaa
2001229 | multicéntri- minimo largo plazo
co, aleator- en espacio ralentiza el
izado, doble articular de | estrechamiento
ciego la cadera articular de
cadera por
artrosis.
Zhengetal., | Aleatoriza- 223 1semana | Diacereina | Diclofena- EVA SYSADOA tan
2006122 do, doble sin trata- co Dolor al eficaz como el
ciego miento +3 caminar AINE. Ademas,
meses con 20m la diacereina
tratamien- exhibid la
to+1mes permanencia de
sin trata- sus efectos tras
miento 4 semanas sin
tratamiento.
Louthre- Aleatoriza- 171 lsemana | Diacereina | Piroxicam | Subescala | AINEy SYSADOA
noo et al., do, doble sin trata- WOMAC igualmente
2007 ciego miento +4 (dolor) eficaces durante
meses con administracion,
trata- la diacereina
miento +2 mostrd per-
meses sin manencia tras
tratamien- 8 semanas sin
to tratamiento.
Singh et al., | Aleatorizado, 84 1semana | Diacereina | Placebo EVA Efecto sinérgico
201209 prospectivo, sin trata- de adminis-
doble ciego miento +3 tracién conjunta
meses con de AINE +
tratamien- SYSADOA. Efecto
to permanente
tras interrumpir
diacereina.
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Referencia, Tipo de Muestra | Duracion | SYSADOA Control | Medidasde | Conclusiones
afo estudio resultado
10
Pham et al., | Prospectivo, 301 12 meses | Diacereina | Acido Hi- Ancho No hubo
2004 multicéntri- alurénico minimo diferencias
co, aleator- Placebo | enespacio significativas
izado, doble articularde | enlos 3 grupos
ciego larodilla. | paradolor (EVA)
funcién (KL) o
estructural.
Pavelka et | Multicéntri- 168 lsemana | Diacereina | Placebo Dolor Efecto signif-
al.,2016® | co, aleator- sin trata- (WOMAC) 2 icativamente
izado, doble miento +3 mesestras | beneficioso de
ciego meses de interrumpir | la diacereina
trata- tratamiento. | permanente 2
miento + 3 meses después
meses sin de finalizar
tratamien- tratamiento.
to
Shinetal. | Aleatoriza- 86 3meses | Diacereina | Placebo | Puntuacién | Ladiacereina
,2013020 do, doble AUSCAN resultd ineficaz
ciego (dolor) en para tratar los

primer mes | sintomas de ar-
trosis de mano.

ECAs que estudiaron la glucosamina

Pavelka et | Aleatoriza- 202 3afios Glucosam- | Placebo Estre- La glucosam-

al., 200267 do, doble ina chamiento ina retrasa el
ciego en espacio | estrechamiento

articular articular de la

tibiofemoral rodilla.
en rodilla

Reginsteret | Aleatoriza- 212 3 afios Glucosam- | Placebo Ancho No hubo pér-
al, 2001 do, doble ina medio de dida significa-
ciego espacio tiva en espacio

intraarticu- | intraarticularen
lar de com- | el grupo tratado
partimento | con glucosam-

medial ina
tibiofemoral
ECAs que estudiaron la combinacién de CSy glucosamina

MOVES., Multicéntri- 606 6 meses | Glucosami- | Celecoxib | Subescala | Eficaciay seguri-
2017@ co, aleator- na+CS de WOMAC | dad equiparable
izado, doble para el dolor | entre el celecox-

ciego iby SYSADOAs

en artrosis de

rodilla

ECAs: Ensayos Cinicos Aleatorizados; CS: Condroitin sulfato; RMN: Resonancia Magnética Nuclear; EVA: Escala Visual
Analégica; IL: indice de Lequesne; WOMAC: Western Ontario y McMaster; AUSCAN: Australian Canadian Osteoarthri-
tis Hand Index; KL: indice de Kellgren y Lawrence; AINE: Antiinflamatorio no Esteroideo; SYSADOA: Symptomatic
Slow Acting Drug for Osteoarthritis

La glucosamina, el condroitin sulfato y la diacereina han demostrado capacidad para frenar la pérdi-
da de volumen de cartilago articular y*#**3% reducir el dolor y la rigidez e incrementar la capacidad
funcional®915222321:3342) Se caracterizan por un lento inicio de su accion (tras 4-6 semanas de tratamien-
to) para conseguir un efecto equiparable a los AINE?*#*y por la permanencia de sus efectos meses
después de la interrupcion del tratamiento®#8:1%19.22:24.27.34)

Ars Pharm. 2021;62(3):328-342 336



Ferreira,F J

Seguridad

La seguridad farmacoldgica adquiere especial interés, debido al caracter crénico de la artrosis y al
grupo de edad al que sus tratamientos van destinados: frecuentemente de edad avanzada, pluripa-
tolégicos y cuyos tratamientos también podrian suponer interacciones. Cobra interés el empleo de
tratamientos mas facilmente tolerados a largo plazo en fases no agudas de la enfermedad>“*2y que
aporten modificaciones estructurales sobre la degeneracién del cartilago con menor dependencia del
consumo de AINE#5:13),

A pesar de las controversias respecto a su eficacia, el CS se emplea ampliamente en muchos paises,
tanto en presentaciones de prescripcién médica como de indicacién farmacéutica. Destaca por no pre-
sentar diferencias en términos de seguridad respecto al placebo en ECAs'”. La combinacién de cierta
eficacia con el bajo riesgo de efectos adversos ha contribuido a su popularidad como suplemento de
venta libre®. Los trastornos gastrointestinales tienen una incidencia aproximada de 1 por cada 10.000
pacientes mientras que las reacciones alérgicas se consideran muy raras'?. Incluso, Morita el al.*?em-
plearon dosis elevadas de CS (1560 mg/dia) sin detectar efectos adversos graves.

Honvo G. et al en un metanalisis de ECAs controlados con placebo publicado en 2019 no identificaron
ningln problema de seguridad respecto al CS, en cambio, la diacerina si fue asociada con un aumento
de efectos adversos en sistemas gastrointestinal (62,8%), renal y urinario (17%) respecto al placebo®.
Seglin la AEMPS, aproximadamente un 6% de los pacientes abandonan el tratamiento con diacerei-
na debido a efectos adversos, entre los cuales la diarrea y el dolor abdominal se consideran muy fre-
cuentes"™. En un meta-analisis que incluy6 1083 pacientes tratados con diacereina, la incidencia de
diarrea moderada-leve fue del 42% tras las dos primeras semanas de tratamiento®®”.

El Comité de Evaluacidn de Riesgos de Farmacovigilancia (PRAC) de la EMA en 2013 recomend? la sus-
pension de la diacereina debido al riesgo de diarrea grave, pues se absorbe de forma incompleta en el
tracto intestinal superior®. Finalmente se reexaminé en 2014 y se restringio para la artrosis de cadera
o rodilla en pacientes sin historial de afeccién hepatica®'?, pues la elevacién de enzimas hepaticas
junto con casos graves de dafio hepdtico en pacientes que se trataron con diacereina sugirieron posible
relacion®), Posteriormente, seglin un informe de la ESCEO de 2016, basdndose en estudios preclinicos
sobre toxicologia animal con diacereina mostré que el higado no era un érgano diana para su toxici-
dad, considerando una tolerabilidad razonable para este farmaco. Por otro lado, la diarrea asociada
a la diacerina es frecuente a largo plazo®?, pudiendo causar deshidratacion e hipopotasemia, siendo
necesarias alternativas al tratamiento®>'". Por ejemplo, en el estudio ECHODIAH experimentaron di-
arrea el 46% de lo pacientes en el grupo de la diacereina'y el 12 % en el grupo de placebo (p=0,001), el
porcentaje de pacientes con limitaciones en adherencia por diarrea severa fue del 12% respecto al 2%
del grupo placebo®).

En el metandlisis realizado por Rintelen et al. no se observaron diferencias cuantitativas de tolerabili-
dad entre la diacerinay los AINE, sin embargo, estos ultimos presentaron efectos adversos de gravedad
mayor®Y, En el ensayo clinico realizado por Zheng et al. con 233 pacientes la incidencia de efectos
adversos fue de 35,7% en el grupo tratado con diacereina por 45,1% en el grupo tratado con AINE
(diclofenaco), los trastornos gastrointestinales leves-moderados fueron los mas frecuentes en ambos
grupos®,

No obstante, el empleo de la diacereina debe ponerse en un contexto en el que el empleo prolongado
de paracetamol y AINE son potencialmente predisponentes a dafio hepatico severo, efectos cardio-
vasculares, renales o reacciones cutaneas. En comparacion, el riesgo de fallo hepatico por el empleo
extensivo de diacereina es de 1.68 por 10 del paracetamol por cada 100.000 pacientes al afio®.

La utilidad de la diacereina debe considerarse teniendo en cuenta su perfil beneficio-riesgo depend-
iendo de las caracteristicas individuales del paciente, siendo alternativa en pacientes intolerantes a
AINE®, con elevado riesgo de hemorragia gastrointestinal, comorbilidades cardiovasculares o cuando
el paracetamol resulta ser ineficaz*. La ESCEO no recomienda iniciar tratamiento en mayores de 65
afios®, mientras la AEMPS basandose en los informes de la PRAC recomiendan no instaurar nuevos
tratamientos basados en la diacereina®.
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Las reacciones adversas notificadas asociadas a la glucosamina generalmente son leves y transitorias
a niveles digestivo y cutaneo®®. En combinacion, en el estudio MOVES se hallé un perfil de seguridad
similar al celecoxib cuando se combiné con CS. Mientras Reginster at al. ni Pavelka et al. en sus dos es-
tudios de 3 afios con glucosamina, no encontraron diferencias en la seguridad respecto al placebo**7.
Zhu et al.®¥ en su metanalisis tampoco observaron diferencias significativas en la incidencia de efectos
adversos para el CSy la glucosamina respecto al placebo.

Rentabilidad

Diversos estudios muestran el potencial de los SYSADOA para reducir el dolor, la rigidez y retrasar la
cirugia>#°2>333) necesitando una menor dependencia de los recursos sanitarios en forma de visitas
médicas u hospitalizacion®44),

Un estudio observacional transversal de 199 farmacias francesas seleccionadas al azar estableci6 una
relacion entre el consumo de AINE y la duracidn del tratamiento con CS, siendo mas notable la re-
duccién de consumo de AINE en pacientes con un empleo de CS mas prolongado. En esta linea,
Rubio-Terrés et al.*/realizaron un estudio prospectivo de 6 meses que contd con 530 pacientes con
artrosis tratados con AINE o CS para evaluar la rentabilidad ambas herramientas. Se concluyd que la
prescripcion de CS tendria un notable impacto presupuestario para el SNS, acompafiado de una reduc-
cién del consumo de AINE, en monoterapia o combinada con CS, el coste semestral por paciente con CS
fue de 141 € por los 182 € en el grupo tratado con AINE. Como resultado, se proyecté un ahorro de mas
de 38,7 millones de euros en 6 meses. En la valoracidon de este estudio deben tenerse en cuenta limita-
ciones como la asuncién de igualdad de eficacia de los tratamientos comparados o la corta duracién
para evaluar un farmaco de accién lenta.

Rintelen et al. en su metanalisis observaron que la persistencia del efecto de la diacereina hasta 3
meses después del tratamiento suponia un notable ahorro en analgésicos durante el periodo de se-
guimiento™, su mejor tolerabilidad también se relaciona con menor consumo de gastroprotectores®.

Respecto a la glucosamina, Bruyere et al.*Y sefialaron que el empleo de 1500 mg diarios podria reducir
a largo plazo la necesidad de analgesia adicional y AINE, estimando un ahorro del 50% de los costes
asociados a medicamentos a partir de los 12 meses de tratamiento y una menor necesidad de cirugias
de reemplazo.

En cambio, Wandel et al.®? en su metanalisis concluyeron que, basandose en la experiencia obteni-
da, las autoridades sanitarias deberian desalentar nuevas prescripciones de SYSADOA para artrosis de
cadera o rodilla y dejar de cubrir el coste de los mismos.

Conclusiones

Es necesario homogeneizar protocolos en los futuros ECAs para verificar la eficacia de los SYSADOA en
la progresién de la degeneracién articular ante la escasa reproducibilidad de resultados obtenidos,
que podria explicarse, al menos en parte, a laimportante variabilidad metodoldgica.

El manejo de la artrosis financiado pasa a ser exclusivamente sintomatico, sin mejoras sobre la pérdida
de volumen de cartilago con el dafio estructural subyacente. La ausencia de beneficios a largo plazo
es una limitacion de las terapias permanentes que ademas no ha demostrado ser tan seguros como el
CS. Por tanto, el ahorro econdmico esperado para el SNS tras la retirada de los SYSADOA podria verse
neutralizado en préximos afios por mayor dependencia de recursos sanitarios como visitas médicas,
hospitalizaciones y finalmente cirugia o mayor consumo de analgésicos.

La desfinanciacién de SYSADOA limita el empleo de alternativas cuando el empleo de AINE o parac-
etamol no es posible, dejando sin cobertura a determinados pacientes.
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