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Resumen

Introduccién: Sonneratia apetala Buch-Ham es un verdadero habitante de los manglares en Sunderban indio y se
utiliza en la medicina popular para los trastornos digestivos.

Método: El extracto hidrometandlico (20:80) de hojas de Sonneratia apetala (SA) se estandarizé quimicamente
por HPTLC y se evalud por sus propiedades antirradicales y gastroprotectoras. Se determinaron los fenélicos y
flavonoides presentes en SA y se evaluaron las actividades antirradicales mediante métodos in vitro como, DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), éxidos nitricos, superdxidos, hidroxilo y ABTS (2,2 / -azino-bis- Acido 3-etilbenzti-
azolin-6-sulfénico). Ademas, se evalud la eficacia gastroprotectora de SA en la ulceracidn oxidativa inducida por
alcohol (50% v /v, 5 ml/ kg) en ratas.

Resultados: E|l SA quimicamente estandarizado mostrd presencia de compuestos polifenélicos. También mostrd
fuertes propiedades antirradicales. Las administraciones orales de SA (125 mg / kg y 250 mg / kg) protegieron sig-
nificativamente la membrana mucosa géstrica del dafio ulcerativo causado por el alcohol, similar al omeprazol (20
mg / kg) en ratas. Ademas, el tratamiento con SA redujo significativamente la elevacion de los peréxidos de lipidos;
mientras que aumenté la concentracidn de glutatidn y catalasa en la mucosa géstrica con respecto a las ratas de
control no tratadas inducidas por etanol.

Conclusiones: Los resultados obtenidos de este estudio sugieren que la hoja de Sonneratia apetala tiene propie-

dades antioxidantes y tiene capacidad para proteger la lesién de la mucosa géstrica causada por la ingestion de
alcohol.

Palabras clave: Antioxidante; Alcohol; Mangle; HPTLC; Antiulceroso; Fendlicos.

Abstract

Introduction: Sonneratia apetala Buch-Ham is a true mangrove inhabitantin Indian Sunderban and it is used in folk
medicine for digestive disorders.

Method: Hydro-methanolic (20:80) extract of Sonneratia apetala leaves (SA) was chemically standardized by HPTLC
and evaluated for its antiradical and gastro-protective properties. Phenolics and flavonoids present in SA were de-
termined and antiradical activities were assessed by in vitro methods like, DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl),
nitric oxides, superoxides, hydroxyl and ABTS (2,2/-azino-bis-3-ethyl benzthiazoline-6-sulphonic acid). Further, gas-
tro-protective efficacy of SA was assessed in alcohol (50% v/v, 5 ml/kg) induced oxidative ulceration in rats.

Results: Chemically standardized SA exhibited presence of polyphenolic compounds. It also showed strong anti-
radical properties. Oral administrations of SA (125 mg/kg and 250 mg/kg) significantly protected gastric mucosal
membrane from ulcerative damage caused by alcohol, similar to Omeprazole (20 mg/kg) in rats. Moreover, SA treat-
ment significantly reduced the elevation of lipid peroxides; while enhanced the concentration of glutathione and
catalase in gastric mucosa in respect to ethanol induced untreated control rats.

Conclusions The results obtained from this study suggest Sonneratia apetala leaf has antioxidant properties and
has capabilities to protect gastric mucosal injury caused by alcohol ingestion.

Keywords: Antioxidant; Alcohol; Mangrove; HPTLC; Antiulcer; Phenolics
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Highlights
Present study exhibited the chemical nature and the medicinal properties of Sonneratia apetala Buch-
Ham leaf habitat in Indian Sunderban. It contained small polyphenolic compounds and has strong

antioxidant and antiulcer properties. It may lead to the development of effective compound(s) for the
treatment in gastric ulcers, particularly in alcohol addicted population.

Introduction

It has been accepted that 75% of world’s mangroves located in just 15 countries mainly in Asia, Africa,
North and Central America'”. Indian Sunderban having the highest taxa diversity of mangrove with
69 species, 49 genera, 35 families?. Sonneratia apetala Buch-Ham (local name Keora) is predominant
mangrove in Indian Sunderban. The bark, root, leaves and fruits have been used in folk medicine in
the South Asian countries including India for treating diarrhoea, hepatitis, inflammation, wounds, ul-
cers®®, Several bioactive constituents including fatty acids, triterpenoids and sterols from the aerial
parts of S. apetala have been obtained ™. Sadhu et al. (2006)® reported S. caseolaris leaves have two
flavonoids with antioxidant activities. Antioxidants defend against oxidative stress caused by necrotic
agents are important factors to defend the gastric mucosa™?. Plant derived antioxidants, especially
phenolic acids and flavonoids have been extensively studied for anti-ulcerogenic efficacy™. There is
little information on the pharmacological activities of S. apetala. Perhaps, alcohol consumption has
been considered one of the most important factors to aggravate gastric ulcer in humans. For this pur-
pose, we studied the role of Sonneratia apetala leaves in oxidative stress and focused on its active
ingredients and protection against alcohol induced gastric ulcers in rats.

Methodes

Animals

Adult Wistar strain male albino rats, average body weight 175-180 g were procured from the registered
animal breeder (M/s Saha Enterprise, Kolkata, Regn No. 1828/P0/Bt/S/15/CPCSEA) and used for this
study. Principles of laboratory animal care guidelines were strictly followed"?. The animals were main-
tained under 12:12 hours dark: light cycle, controlled temperature (22+3°C), with balanced diet and
water ad libitum. Institutional Animal Ethical Committee (544/c/PO/02/CPCSEA) approved the experi-
mental protocol. All the experiments were performed between 08:00-16:00 h.

Test drug preparation

The leaves of Sonneratia apetala Buch.-Ham were collected from the mangrove forest area of Indian
Sunderban, West Bengal and identified by Botanical Survey of India, West Bengal. A voucher specimen
(DST/537/5G-4/09-05) was deposited in the departmental herbarium. The shade dried and powdered
leaves of S. apetala were extracted with hydro-methanol (20-80%) in soxhlet apparatus and concentrat-
ed by distilling the solvents and dried under reduced pressure. The extractive value was determined by
gravimetric method and expressed as percentage yield. The bioactive phytoconstituents presences in
hydro-methanolic extract of S. apetala (SA) were evaluated™. In brief, presence of alkaloids in SA was
examined by Dragendorff’s test, sterols and triterpenoids by Liebermann-Burchard’s test, saponins by
Froth test, tannins by lead acetate test, carbohydrates by Fehling’s test, reducing sugars by Benedict’s
test, proteins by Millon’s test, phenolics by ferric chloride test, flavonoids by aluminum chloride test
and glycosides by Borntrager’s test.

HPTLC Standardization

Gallic acid (3,4,5-trihydroxybenzoic acid), quercetin (5,7,3/,4 tetrahydroxy flavonol) and coumarin
(1,2-benzopyrone), three known biomarkers were used to standardize the extract"®. SA was diluted
with methanol (1 mg/ml) and spotted in the form of bands over a pre-coated silica gel plates (Merck,

Ars Pharm. 2021;62(4):348-357 350
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60F,,, 20x20 cm) using Camag Linomat 5 applicator. The plates were developed in the solvent system
(toluene:ethyl acetate: formic acid = 4.5:3:0.2) for 30 min. The densitometric scanning was performed
on Camag TLC Scanner 3 at 280 nm. The amount of gallic acid, quercetin and coumarin present in SA
was calculated against respective standards and expressed per mg of extract.

Estimation of phenolic

Total phenolic in SA was determined as described earlier™. In brief, to 0.2 ml of SA solution (1 mg/ml
methanol), 1.0 ml of Folin-ciocalteu reagent was added and incubated in dark for 5 min. Then, 0.8 ml
sodium carbonate solution (7.5%) was mixed and kept in dark for 30 min at room temperature. Finally,
3 ml of deionized water was added and read at 765 nm (Ultrospec 2000 UV-visible spectrophotometer,
Pharmacia Biotech, USA). Total phenolic content was expressed as gallic acid equivalent (GAE) in ug
per mg of extract.

Estimation of flavonoids

Aluminum chloride method was employed for flavonoids estimation. In brief, 0.2 ml of SA (1 mg/ml
methanol) was added to 0.8 ml methanol, 0.1 ml of 10% aluminum chloride, 0.1 ml of 1 M potassium
acetate and 2.8 ml of deionized water and read after 30 min at 415 nm and expressed as quercetin
equivalent (QE) in ug per mg of extract.

Estimation of reducing power

The reducing power of SA was evaluated as described earlier™. In brief, 0.1 ml of SA was mixed with 2.5
ml of phosphate buffer (0.2 M, pH 6.6), and 2.5 ml of 1% potassium ferricyanide and incubated at 50°C
for 20 min. Then, 2.5 ml of 10% Trichloroacetic acid was added to the mixture and centrifuged at 3000
rpm for 10 min. The upper layer of the solution (2.5 ml) was mixed with deionized water (2.5 ml) and
ferric chloride solution (0.5 ml, 0.1%) and read at 700 nm. Reducing power was expressed as ascorbic
acid equivalent (AAE) in pg per mg of extract.

Estimation of DPPH radical scavenging

The radical scavenging activity of SA was determined using the stable radical DPPH (1,1-diphenyl-2-pic-
rylhydrazyl)®. In brief, 0.1 ml of SA in methanol at different known concentrations was mixed with 3.9
ml of DPPH solution (0.135 mM) and read after 30 min at 517 nm. Butylated hydroxyl toluene (BHT)
was used as positive control. The sample concentration required to scavenge 50% of DPPH (IC, ) was
determined.

Estimation of superoxide anion radical scavenging

The incubation mixture contained 3 ml of Tris-HCl buffer (0.1 M, pH 7.4), 0.75 ml of nitroblue tetrazoli-
um (300 uM) solution, 0.75 ml of NADH (936 uM) solution and 0.3 ml of SA at different concentrations
(10-100 pl in methanol). The reaction started after adding 0.75 ml of phenazine methosulphate (120
UM) to the mixture. The reaction mixture was exposed to light at room temperature for 5 min and there-
after, read at 560 nm%, L-Ascorbic acid was used as positive control. The percent inhibition of super
oxide anion generation of SA was calculated and was expressed as IC, .

Estimation of nitric oxide radical scavenging

Test extract (10-100 ul in methanol) was mixed to 0.5 ml of 1 M phosphate buffer saline, 2 ml of 10
mM sodium nitroprusside and kept in room temperature for 150 min. Potassium nitrite solution was
used as standard. After incubation, 0.5 ml of the reaction mixture containing nitrite was transferred
and mixed with 1 ml of 0.33% sulphanilic acid reagent and allowed to stand for 5 min for completing
diazotization. Then, 1 ml of 1% naphthylethylene diamine dihydrochloride was added and read after
30 min at 540 nm(9),
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Estimation of hydroxyl radical scavenging

The reaction mixture contained 0.1 ml deoxyribose (2.8 mM), 0.1 ml ferric chloride (0.1 mM), 0.1 ml
EDTA (0.1 mM), 0.1 ml hydrogen peroxide (1 mM), 0.1 ml ascorbate (0.1 mM), 0.1 ml phosphate buffer
(20 mM, pH 7.4) and 1 ml of SA (10-100 ul in methanol). The mixture was incubated at 37°C for 1 h. At
the end of the incubation period, 1.0 ml thiobarbituric acid (1%) was added and heated at 95°C for 20
min. After cooling, the thiobarbituric acid reacting substances (TBARS) formation was measured at 532
nm(%. The percent TBARS production for positive control (H,0,) was fixed at 100% and the relative
percent TBARS was calculated for the extract treated groups.

Estimation of ABTS radical scavenging

In brief, stock solution included ABTS (2,2’-azino-bis-3-ethyl benzthiazoline-6-sulphonic acid) solu-
tion (7 mM) and ammonium persulphate (2.45 mM) and working ABTS* solution was then prepared
by mixing the two stock solutions in equal quantities and allowing them to react for 12-16 h at room
temperature in the dark. The final working ABTS*solution was obtained after appropriate dilution with
methanol (OD 0.7 at 734 nm). SA (10-100 ul in methanol) was added to 1 ml of ABTS* solution and after
7 min read at 734 nm“. The percent inhibition was calculated and expressed as IC,;

Antiulcer activity in rats

Antiulcer activity of SA was evaluated on alcohol-induced gastric ulcers in rats as described by Morimo-
to and coworkers (1991)"7 with slight modification“*%. Omeprazole (20 mg/kg, p.o) was used as stan-
dard prototype agent. All rats (body weight 150-175 g) were divided into five groups (N=6) as follows:
Group | (normal control), Group Il (treated control), Group IIl (SA 125 mg/kg), Group IV (SA 250 mg/kg)
and Group V (Omeprazole 20 mg/kg). All animals were pre-treated according to above protocol for 10
days by oral route. On day 10, 50% alcohol at the dose of 5 ml/kg was administered orally to all rats
(except normal control). Normal control rats were received distilled water (5 ml/kg). The last dose of all
test drugs was given 1 h prior to alcohol administration. All animals were sacrificed under anesthesia
(sodium pentothal 40 mg/kg, i.p) two hours after alcohol ingestion. The stomach was incised along
the greater curvature and examined for gastric lesions. The gastric ulcer was scored and indexed as
follows2),

Ulcer Index = (number of lesions I) + (number of lesion Il) X 2 + (number of lesion I11) X 3
I=presence of edema, hyperemia and single submucosal punctiform haemorrhages
ll=presence of submucosal punctiform hemorrhagic lesions with small erosions
IlI=presence of deep ulcer with erosions and invasive lesions

Moreover, gastric mucosal tissues were dissected out and a portion was homogenized in cold phos-
phate buffer (0.1 M, pH 7.2), centrifuged and used for estimation of glutathione, catalase, lipid perox-
ides and protein22,

Statistical analysis

Data have been summarized by routine descriptive statistics. All statistical analyses were performed us-
ing statistical software package (SPSS, version 17.0, IBM, USA). Differences between and within groups
have been assessed for statistical significance by standard parametric and non-parametric tests, as
appropriate. ‘P’ value < 0.05 was taken as level of statistical significance in all tests.

Results

Chemical standardization. Presence of major bioactive phytoconstituents like, phenolics, flavonoids,
triterpinoids, steroids and tannins are observed in SA. The yield or extractive value was found to 14.9%.
As shown in Table 1, SA contains high amount of phenolics acids and flavonoids. Moreover, HPTLC
chromatogram shows distinct peaks for gallic acid (peak 3), quercetin (peak 4) and coumarin (peak 5)
in SA (Fig. 1). R, values of gallic acid, quercetin and coumarin are 0.20, 0.42 and 0.51 respectively.
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Table 1. Chemical constituyentes in Sonneratia apetala

Phenolics Flavonoids HPTLC densitometric quantification
(mg GAE/mg (mg QE/mg (ng/mg extract)
extract) extract) Gallic acid Quercetin Coumarin
SA 7.37+£0.501 7.41+0.209 31.77+£0.654 20.52+0.080 55.13+0.243

Values are mean+SE of triplicate samples; SA:hydro-methanolic (20:80) extract of Sonneratia apetala leaves; GAE:-
gallic acid equivalent; QE:quercetin equivalent

Antiradical activities. /n vitro antiradical properties of SA are exhibited in Table 2. The mangrove ex-
tract exhibits strong reducing abilities, DPPH radical scavenging activity and cation (ABTS") inhibitory
properties. The extract also inhibits nitric oxide generation, superoxide radical formation and hydroxyl
radical activities in a dose dependant manner.

Table 2. /n vitro antioxidant activities of Sonneratia apetala

Assay/Test IC,, (mg/ml SA extract)
Reducing power 156.61+3.50
DPPH* scavenging 0.81+0.01
NO radical scavenging 2.04+0.03
0,°scavenging 2.79+0.02
HO*® scavenging 1.42+0.08
ABTS® scavenging 0.16+0.003

Mean + SE of triplicate samples; SA: hydro-methanolic (20:80) extract of Sonneratia apetala leaves; IC, :50% inhibi-
tory concentration

Figure 1. HPTLC chromatogram of Sonneratia apetala leaves

Antiulcer activity. There are significant differences in gastric mucosal damage score among alcohol
induced control, Omeprazole (20 mg/kg) and SA (125 and 250 mg/kg) treated groups (Table 3). Further,
compare with the alcohol group, SA pre-treatment shows a dose dependent protection from ulcer le-
sion similar to standard Omeprazole. Moreover, SA pre-treatment significantly and dose dependently
reduce the elevation of lipid peroxides, while enhance the concentration of glutathione and catalase
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in gastric mucosa in respect to alcohol induced control. Omeprazole also diminishes lipid peroxidation
and enhances the level of glutathione and catalase in gastric tissues.

Table 3. Anti-ulcer action of Sonneratia apetala leaves

Groups Dose (p.o) | Ulcer Index Gastric tissue
Lipid peroxides Glutathione Catalase
(nM MDA/mg (nM/mg protein) (mM of H,0, decom-
protein) posed/min/mg protein)
Normal 5ml/kg - 0.18+0.012 1.75+0.04 2.27+0.036
control
EtOH 5ml/kg 33+1.57 0.43 +0.014%*** 0.67 £0.02*** 0.58 £ 0.039***
(138.88) (-61.71) (-172.41)
SA+EtOH 125mg/kg | 23.8+1.13°** 0.36 +0.016°* 0.82+£0.03** 0.88 +0.025***
(-27.87) (-16.27) (22.38) (51.72)
SA+EtOH 250mg/kg 18.1+ 0.30 £0.0120*** 0.95 + 0.04%*** 0.94 +0.027°***
0.60°*** (-30.23) (41.79) (62.06)
(-45.15)
OMZ+EtOH 20mg/kg 15+0.81°*** 0.26 +0.14%*** 1.02+0.020*** 0.99 +0.042°***
(-54.5) (-39.53) (52.23) (70.68)

Values are mean + SE; EtOH: alcohol (50% v/v); OMZ: Omeprazole (20 mg/kg); SA: hydro-methanolic (20:80) extract
of Sonneratia apetala leaves; t-test 2vs normal control, ®vs EtOH control; *P<0.05,"*P<0.01,***P<0.001; % change in
parenthesis

Discussion

The annual global average of alcohol consumption is 6.4 L per person older than 15, The World
Health Organization estimates more than 2 billion people worldwide consume alcoholic beverages and
nearly 76.3 million users having alcohol caused with problems?®. It has been reported that consump-
tion of alcohol disrupts the gastrointestinal barrier either by activation of inflammation-associated
transcriptional factors, such as nuclear factor-kappaB or by up regulation of iNOS or overproduction
of NO®, Experimental studies have also been confirmed that oxygen-generated free radicals and lip-
id peroxidation are involved in the pathogenesis of acute gastric lesions induced by alcohol®. It is
therefore, well accepted hypothesis that oxidative stress plays an important role in the pathogenesis
of gastric ulcers. Perhaps, there are also reports that antioxidants have played an important role in the
protection of gastric mucosa against various necrotic agents“’. Recent studies have shown that the an-
tioxidant properties of herbs could be correlated with oxidative stress defence™°, Plant polyphenols
are antioxidants with redox properties, which allow them to act as reducing agents, hydrogen donators
and singlet oxygen quenchers?®. Previous studies point out that mangroves have rich source of novel
compounds along with providing new source of many already known biologically active compounds
with antioxidant properties>19, In the present study, hydro-methanolic extract of Sonneratia apetala
leaves (SA) exhibited all major phytoconstituents like phenolics, flavonoids, triterpinoids, steroids and
tannins. It has been recognized that phenolics and flavonoids play a substantial role in the treatment of
gastric ulcers®”. Densitometric HPTLC fingerprint illustrated the presence of gallic acid, quercetin and
coumarin in SA. There are also considerable pharmacological data to support that these three natural
bioactive constituents have antioxidants, radical scavenging and antiulcer properties"©.

Strong reducing capability and DPPH radical scavenging activity of SA demonstrate its antioxidant
properties. Further, SA inhibited the formation of ABTS* radicals. The discoloration of ABTS" cation
reflects the capacity of an antioxidant species to donate electrons or hydrogen atoms to deactivate
harmful radicals*”. SA also displayed nitric oxide and superoxide radical scavenging properties. iNOS
and nitrotyrosine are considered to be key mediators in inflammation and oxidative stress pathways in
relation with gastric ulcers®. Moreover, it has been considered that hydroxyl radical scavenging capac-
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ity is directly related to its antioxidant activity®. In the present study, SA also showed strong hydroxyl
radical scavenging abilities. Therefore, it may be concluded that SA has the ability to scavenge free
radicals. Other varieties of Sonneratia species and their different parts like bark, roots, fruits have also
been reported for antioxidant potentialities, which corroborated the present findings®*6.

Reactive oxygen species (ROS), primarily super oxide anions, hydroxyl radicals and lipid peroxides are
the harmful major contributors for gastric ulcer development, particularly in alcoholic states®®%, In
this study, polyphenol rich SA showed potential preventive action in alcohol induced gastric mucosal
damage in rats. Further, there are reports that unwarranted alcohol consumption created haemorrhag-
icinjuries, extensive submucosal edema, mucosal frangibility and devastation to the epithelial cells of
gastric tissue®. To scavenge ROS, gastric cells have several enzymatic and non-enzymatic intracellu-
lar antioxidants including catalase, superoxide dismutase, glutathione and sulfhydryl groups, but ex-
cessive generation of ROS augments lipid peroxidation and depletes these antioxidants?®. But, in the
present study, SA controls oxidative stress in gastric mucosal tissues as marked by reduced level of lipid
peroxides and higher level of glutathione and catalase. Glutathione is one of the essential compounds
for maintaining cell integrity because of its reducing properties and participation in the cell metabo-
lism. Furthermore, catalse enzyme is a classical oxidative biomarker that exists mainly in peroxisomes
of all aerobic cells and serves to protect the cells against damage from hydrogen peroxide™*?, There-
fore, it assumed that hydro-methanolic extract of mangrove Sonneratia apetala leaves may lower the
generation of ROS or nitric oxide radicals through its radical scavenging properties and thereby play a
protective role in the prevention of mucosal haemorrhagic injuries by ethanol consumption.

Conclusion

From the above study it may conclude that Sonneratia apetala leaf has the capabilities to protect gas-
tric ulcers caused by alcohol ingestion and that may be due to its strong radical scavenging abilities.
Eventually, this study may lead to the development of effective compounds from Sonneratia apetala
leaves for harmonizing therapeutic approaches to the treatment of complications in gastric ulcers, par-
ticularly in alcohol addicted population.
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Resumen

Introduccion: Los productos orales sélidos de liberacién inmediata que contienen farmacos muy solubles y perme-
ables son candidatos para el proceso de bioexencidn. Este trabajo tiene como objetivo comparar datos in vitro, in
silico e in vivo para establecer si las formulaciones de comprimidos orales de prednisona publicadas anteriormente
son candidatas a la bioexencion.

Método: Para lograr este objetivo se realizaron estudios de permeacién en células Caco-2. Se aplicé un estudio de
bioequivalencia previo entre la formulacién de prueba y el medicamento de referencia en una evaluacién in silico
utilizando Gastroplus® para evaluar la bioequivalencia de otras dos formulaciones propuestas anteriormente.

Resultados: E| coeficiente de permeabilidad aparente para prednisona presenté un valor de 3,69 x 10° cm/s en
180 minutos. El estudio de bioequivalencia muestra que el producto probado y de referencia era equivalente. Las
simulaciones in silico predijeron con éxito la farmacocinética de las formulaciones probadas y las otras dos, ya que
fueron validadas con el estudio in vivo. Ambos exhiben los mismos perfiles de concentracién plasmética frente a
tiempo.

Conclusiones: A través de los resultados in silico, es posible inferir que las otras dos formulaciones ensayadas
pueden ser bioequivalentes respecto al producto de referencia. Este resultado puede ser Util en la solicitud de bio-
exenciones. Para reducir los costos y el uso de seres humanos en los estudios de bioequivalencia, este enfoque
podria ser una forma esencial de trabajar en la industria farmacéutica.

Palabras clave: prednisona; simulacién in silico; biodisponibilidad; bioexencién

Abstract

Introduction: The immediate-release solid oral products containing very soluble and permeable drugs are candi-
dates for the biowaiver process. This work aims to compare in vitro, in silico, and in vivo data to establish if previously
published prednisone oral tablet formulations are biowaiver candidates.

Method: To achieve this goal, permeation studies were conducted on Caco-2 cells. A previous bioequivalence study
between the test and the reference drug product was applied on an in silico evaluation using Gastroplus® to assess
the bioequivalence of two other previously proposed formulations.

Results: The apparent permeability coefficient for prednisone presented a value of 3.69 x 10° cm/s in 180 minutes.
The bioequivalence study shows that the tested and reference product was equivalent. The in silico simulations
successfully predicted the pharmacokinetics of the tested and the other two formulations since they were validated
with the in vivo study. Both exhibit the same plasma concentration vs. time profiles.

Conclusions: Through the in silico results, it is possible to infer that the other two formulations tested may be bio-
equivalent concerning the reference product. This result may be helpful in biowaiver requesting. Toward to reduce
costs and the use of human beings in bioequivalence studies, this approach could be an essential way to work in
the pharmaceutical industry.

Keywords: prednisone; in silico simulation; bioavailability; biowaiver
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Highlights
In silico pharmacokinetic studies could accelerate the registration process for generic drugs applying
for biowaiver.

As a biowaiver candidate, the relevance of in silico studies for BCS class | drugs is even more critical,
given the regulatory scenario.

It may induce regulatory agencies to take a more in-depth view of the dissolution aspects during stabil-
ity studies and how in silico previsions may help develop new projects.

Introduction

As in the USA and Europe, the generic drug registration in Brazil requires bioequivalence (BE) studies.
Pharmaceutical equivalents drug products are considered bioequivalent and, therefore, interchange-
able when the bioavailability is not statistically different between the products after administration at
the same dose and under similar experimental conditions in a BE study®.

Prednisone is a glucocorticoid extensively used in clinical practice for inflammatory diseases. It is con-
sidered borderline class | in the Biopharmaceutical Classification System (BCS), which is highly solu-
ble and permeable. The drug has a plasma protein-binding rate of approximately 90%, bioavailability
around 80%, and volume of distribution ranges from 0.4 to 1.0 L.kg™. It has a biological half-life time
of about 3.6 hours, and maximum serum concentration (C__ ) is reached between one and three hours
after oral administration. The permeability rate of prednisone in artificial phospholipid membrane is
0.3x10°cm/s?.

In Brazil, prednisone is marketed as immediate-release oral tablets at concentrations of 20 mg and 50
mg. The reference medicine is named Meticorten®, produced by Merck Sharp & Dome®®. Numerous
generic formulations of prednisone registered in the Brazilian market prove the BE with the reference
product. These tests require resources and time in the formulation development process. Thus, one
of the main discussions among the academic, industrial, and regulatory arena today revolves around
biowaivers.

A biowaiver account that relative bioavailability or BE tests are not required for drug registration by the
regulatory agency when a suitable in vitro assay could replace it“. The need for the pharmaceutical
industry to obtain a safe tool that allows an in vitro-in vivo correlation (IVIVC) for a possible biowaiver
is increasingly higher. The concept and application of this correlation have been focused attention on
universities, pharmaceutical industries, and regulatory sectors.

The correlation of the in silico simulation with the in vitro and in vivo studies can predict the absorp-
tion, distribution, metabolism, and elimination of several drugs®. Biowaiver procedure could involve
an evaluation through computational simulations that delineate a natural or laboratory process. For
in silico simulation, some software such as SIMCYP™, PK-sim™, CLOEPK™, and GastroPlus® are current-
ly used. However, to obtain a correlation, this software needs some active pharmaceutical ingredient
(API) input data such as permeability rate, pKa, logP, logD, and solubility®.

Gastroplus® was used in a previous study to predict oral absorption and BE of two formulations of gly-
buride'™. Also, the in vitro results combined with in silico simulation to justify a biowaiver for etoricox-
ib®. Even though it is handy in drug bioavailability prediction in the development phase, Brazilian leg-
islation currently does not consider the in silico results to grant exemption or replace bioequivalence
studies. On the other hand, the biowaiver could be required based on the Biopharmaceutical Classifi-
cation System (BCS)“*.

In a previous paper, we presented a pre-formulation study by which a prednisone raw material supplier
was chosen. Tablet formulations were prepared, and a stability study was conducted to select which
one should be scaled up. Moreover, we monitored dissolution and dissolution profiles during stability
study, a not common approach in pharmaceutical literature. Considering the reduction of dissolution
during stability studies, it could eventually impact the in vivo performance of the product over time?.
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This work compared in vitro, in silico, and in vivo data to establish if previously published prednisone
oral tablet formulation is an effective candidate for the biowaiver process. Simultaneously, this paper
brings a wholly new perspective of biowaiver attempt helping to understand this process better.

Methods

Permeation studies on Caco-2 cells

Cytotoxicity studies

Caco-2 cells (passage 57) were seeded in a 96-well plate, 32,000 cells/well, in a total volume of 200
microliters/well, using Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, pH 7.40) supplemented with 10%
(v/v) fetal bovine serum, 1% benzylpenicillin (160 1U/ml) streptomycin sulfate (100 pg/ml) and 1 % of
non-essential amino acids was used as the culture medium. Cell cultures were maintained at 37 °C,
95% air atmosphere, 5% CO,, and 95% relative humidity**? as a culture medium. Subsequently, cell
substrates were taken to the incubator at 37 °C and 5% CO, for 24 hours for cell growth™. After 24
hours, the culture medium was removed from wells, and cells were placed in contact with a 31.5 ug/mL
solution of prednisone in Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) + 5% ethanol (pH 6.8). HBSS and HBSS
+5% ethanol solutions, both at pH 6.8, were used as control groups.

Samples were stayed connected with Caco-2 cells for 3 hours and then aspirated. Thus, the cells were
treated with 2.5 mg/mL 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide solution (MTT
solution in phosphate buffer solution - PBS, pH 7.4), adding 100 pL of HBSS (pH 6.8) and 25 pL of MTT
solution per well. The plate was incubated for an additional 3 hours at 37 °C and 5% CO,. MTT solu-
tion was aspirated, and the cells were washed with PBS (pH 7.4) two times. Then 100 pL/well of di-
methylsulfoxide (DMSO) were added for formazan crystals solubilization, generating a violet coloration
according to the degree of cellular viability. Absorbance readings from the wells were performed on
Microplate Absorbance Reader (iMARKTM, USA), at 570 nm, using 690 nm as referencing, after vigorous
shaking for 60 seconds®*1%),

Caco-2 cells monolayer permeability studies

Samples were subjected to permeability tests through Caco-2 cell monolayers during passage 57. Cells
were seeded onto polycarbonate filters (0.33 cm?, 6.5 mm internal diameter, and 0.4 um pores) in 24
well plates at a density of 2.5 x 10° cells/cm?. The cells’ filters were maintained with cell culture medium
changes for 21 days after seeding and were used for transepithelial electrical resistance and transport
assays"*1%. The media used for APl dilution was HBSS + 5% ethanol (pH = 6.8). This solution was used in
the apical compartment (donor). HBSS (pH 7.4) mimics the microenvironment under the intestinal epi-
thelium in the basolateral compartment (receptor). Prednisone solution at 31.5 pg/mL was prepared in
HBSS + 5% ethanol (pH 6.8). Two hundred microliters of this solution were added into the apical com-
partment of the cell monolayer. At fixed times (30, 60, 120, and 180 minutes), each filter and its apical
compartment were repositioned on a new well containing 600 pL of the fresh basolateral medium. All
receptor solutions were collected and analysed directly (without dilution) by a UV spectrophotometer

(A=239 nm). The apparent permeability coefficient (Papp) was calculated using Eq. (1).

Papp = dq 1

WP = G jAre0-Co)
Where dQ/dt is the permeability rate (amount of prednisone permeated per minute), A is the diffusion
area of the cell monolayer, C is the initial concentration of prednisone in the apical compartment+19.
During the experiment, the integrity of the monolayer was evaluated by Transepithelial Electric Resis-
tance (TEER) at fixed intervals (along with collection times) using the Millicell-ERS system (Millipore
Corp., USA)*41), Monolayer integrity was considered when voltages above 350 Q.cm? were observed .
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Bioequivalence study

The bioequivalence study between the 20 mg prednisone tablets produced by our group (biobatch
P0020020910) and the reference drug product (Mantercorp® Pharmaceutical) was under the respon-
sibility of the Nucleus of Bioequivalence and Clinical Trials (NuBEC) of the Federal University of Sdo
Paulo.

An open, randomized, cross-over study was conducted with two treatments, two sequences, and two
periods, in which volunteers received, in each period, the test or the reference formulation. An amount
of 26 healthy volunteers, men and women aged between 18 and 50 years, and body mass index = 19
and = 28.5 kg.m? receive one tablet containing 20 mg prednisone fasted orally, uniquely with 200 mL
of non-gas mineral water. The confinement period was 24 hours. Blood samples for determination of
plasma concentration of prednisolone were collected before administration and up to 24 hours later
at pre-established intervals. Plasma concentrations of prednisolone were determined by HPLC-MS®*"),

In silico model absorption for prednisone immediate-release tablet

The in silico absorption model was developed using the software GastroPlus® (Version 9.5, Simulation
Plus Inc., USA). The model was built with the integration between the Advanced Compartmental Ab-
sorption and Transit (ACAT) and pharmacokinetic (PK) model (1, 2, and 3-compartment model). The
ACAT model describes the gastrointestinal tract like compartments considering drug (unreleased drug,
dissolved drug, precipitated drug) and physiology (luminal volume, pH, transit time) characteristics.
Once integrated into the PK information, like distribution volume, clearance, and half-life time, it is
possible to observe the simulated drug kinetic absorption and exposition in the gastrointestinal tract.

The software has three main input modules: compound, physiology, and pharmacokinetics. The phys-
icochemical (solubility, permeability, pKa) and drug dosage form (tablet, dose, particle size) proper-
ties were inputted at the compound module. These data were taken from the literature or experimen-
tally determined (Table 1). The effective gastrointestinal permeability (P_.) of prednisone (biobatch
P0020020910) was predicted based on the conversion of the apparent permeability (Papp) with Caco-2
cells using a built-in correlation of the GastroPlus®. The solubility data was determined in pH 1.2, 5.5,
and 6.8 aqueous media(®#19,

Table 1. Input parameters used for the prednisone IR tablet absorption model.

Parameters Value Reference
Molar mass (g/mol) 358.43 (ANVISA, 2019)
LogP 1.46 (Paixdo, Gouveia, & Morais, 2012; Vogt et
al.,2007)
Dose (mg) 20 BE
Dosage form Tablet IR E
Dose volume (mL) 200 BE

Solubility (mg/mL)

pH 1.2 4.48
pHS.5 4.53 (Toehwé et al., 2017)
pH 6.8 455

L in Caco-2 (cm/s x 10%) 3.69 E

Mean precipitation time (s) 900s DV

Drug particle radius (g/ml) 1.2 DV
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Parameters Value Reference
Particle radius (um) 25 DV
Physiology Fasted E
AFS (Model) SA/V 6.1 DV
Body mass (kg) 66.4 BE
Blood/Plasma ratio 1.0 E
Distribution volume (L/kg) 0.69 E
Clearance (L/h) 11,51 E
t,, (h) 2.86 E
Simulation Time (h) 24 E

P, = apparent permeability coefficient; BE = bioequivalence study; E = experimental; DV = GastroPlus®default value

In the physiology module, the Opt logD Model SA/V 6.1 estimates the Gl tract permeability. The absorp-
tion gradient coefficient C1-C4 was used to calculate the absorption scale factors (ASF) and scale the
effective permeability to account for absorption rate variations that differ from one compartment to
another(&:20,

In the pharmacokinetic module, the used data were obtained from the bioequivalence study of the bio-
batch P0020020910, as described above (item 2.3)®%!7, The in vivo plasma concentration versus time
data was loaded into the PKPlus™ module (integrated module of GastroPlus®) and evaluated by the
software according to non-compartmental, 1-, 2-, and 3-compartment PK models. The best model pa-
rameters were then imported into the pharmacokinetic module to enable the in silico plasma concen-
tration versus time data®®2Y, To develop the prednisone absorption model, the “IR tablet mode” was
selected in the compound module that refers to immediate-release tablets?*?". Through Eq. (2) it was
calculated the percent prediction error (%PE) to compare observed and simulated PK parameters®.

(observed — predicted)
%PE = 100 * ()
observed

Results

Permeation studies on Caco-2 cells

Cytotoxicity and Caco-2 cells monolayer permeability studies

The cytotoxicity assessment was performed to determine whether concentrations of 31.5 pug/mL of API
and HBSS pH 6.8 + 5% ethanol medium used in the Caco-2 cell permeability test would harm the cells.
The cell viability was almost 100% for all evaluated media (data not shown), so no cytotoxic effect was
observed among the tested samples.

After 21 days of culture, the mean transepithelial resistance (TEER) of the Caco-2 cell monolayer was
711.2 £ 37.05 Q.cm?. Figure 1 presents the permeation data of prednisone and the mean TEER (Q) as
a function of time. At 180 minutes, prednisone permeation reached 65.84% of the initial mass (6.3 pg)
deposited in the apical compartment.
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Figure 1. Cumulative permeated mass (%) of prednisone across Caco-2 monolayer and TEER values (Ohms) after
180 minutes.

The apparent permeability coefficient (P, ) for prednisone was calculated from the mean of 5 deter-
minations of the permeability test and presented a value of 3.69 x 10° cm/s in the accumulated time of
180 minutes. It should be observed that this value of P, Was used in the simulation of bioavailability

by GastroPlus®.

Bioequivalence studies

The mean plasma concentration vs. time curve of prednisolone (active prednisone metabolite) in vol-
unteers using the biobatch P0020020910 and reference drug product (R023) is shown in Figure 2. The
pharmacokinetic parameters analyzed in the study are described in Table 2.

Table 2. Pharmacokinetic parameters obtained from the mean plasma concentration versus prednisolone time

curve.
Parameters P0020020910 R023
Average SD Mini Maxi | Average SD Mini Maxi
AUC, (ng.h/mL) 563.22 | 120.70 | 365.38 | 972.94 | 598.02 | 186.89 | 365.33 | 1208.02
AUC,, (ng.h/mL) 598.50 | 127.27 | 380.56 | 985.52 | 628.25 | 187.50 | 379.12 | 1222.93

C__ (median/range) (h) 126.08 27.36 78.36 197.49 | 131.65 31.52 101.14 | 247.72

max

T o (median/range) (h) 1.52 0.86 0.75 4.00 1.56 0.78 0.50 3.00
K, (L/h) 0.25 0.05 0.15 0.33 0.26 0.04 0.14 0.37
t, (median/amp) (h) 2.82 0.56 2.07 4.49 2.77 0.59 1.86 4.92

SD = standard deviation; Mini = minimum; Maxi = maximum

According to the estimated geometric meansrratio between C__ andthe AUC , for batches P0020020910,
and R023 the results obtained for these parameters were 104.24% (99.12%, 109.62%) and 100.60%
(96.59%, 104.78%), respectively, considering a 90% confidence interval. These results compile with
the range established by the Guide for tests of relative bioavailability/bioequivalence of medicines®?.
Therefore, the formulations under study are bioequivalent®”.
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Figure 2. Mean plasma concentration of prednisolone versus time in volunteers following a single dose administra-
tion of prednisone 20 mg tablets of biobatches P0020020910 and R023.

In silico absorption model for prednisone immediate-release tablet

The absorption model was developed for prednisone (biobatch P0020020910) immediate-release tab-
let. The fraction of the amount of drug absorbed was 96.4%. Table 3 presents the prednisone simu-
lated compartmental absorption along to the Gl tract. According to the ACAT model, this simulation
confirmed the high absorption in the proximal region (~93,7%).

The simulated and experimental PK parameters after oral administration of 20 mg prednisone imme-
diate-release tablets (biobatch P0020020910) are presented in Table 4. The predicted outputs and bio-
availability in vivo were almost similar. The predicted errors were lower than 10% for all parameters,
except fort, , in the reference product.

GastroPlus® was used to simulate plasma concentration-time curves for all the products (R023,
P0020020910, MESTO01, and MEST 02). The resulting profiles were then compared to the reference prod-
uct (R023) curve plotted with in vivo experimental values to evaluate the proposed formulations’ in vivo
performance (Figure 3). According to the predicted plasma concentration-time curves, the biobatch
P0020020910 show an in vivo performance equivalent to the reference product, as proven by the BE
studies (Figure 2). Furthermore, the MEST01 and MEST02 formulations would show equally in vivo per-
formance compared to the reference product.
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Table 3. Simulation of the percentage absorbed of prednisone (biobatch P0020020910) along with the compart-
ments of the gastrointestinal tract.

Compartments Prednisone (%)
Stomach 0
Duodenum 45.8
Jejunum 1 37.7
Jejunum 2 10.2
Illeum 1 3.1
Ileum 2 1.0
Illeum 3 0.4
Caecum 1.3
Ascending colon 0.4
Total 96.4
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Figure 3. Plasma concentration vs. time curve of the reference product (R023) based on in vivo experimental values
and of products P0020020910, MEST01, and MEST 02 created using simulated values given by GastroPlus®
based on in vitro dissolution data®. The error bars represent the standard deviation for the reference
plot.

Discussion

Permeation studies on Caco-2 cells

MTT test demonstrated that both drugs and media did not cause cell damage since its viability at the
end of the experiment was around 100%. This result follows Yamashita and co-workers, which conclud-
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ed that ethanol up to 5% (v/v) does not cause significant permeability and transepithelial resistance
(TEER). The results also show that HBSS (pH 6.8) and HBSS + 5% ethanol (pH 6.8) media are not altering
cell viability, as expected®.

TEER values were compatible with those reported in the literature for mature monolayers!*>*%. In Fig-
ure 1, it is possible to observe that the most significant permeate fraction occurred in the interval be-
tween 120 and 180 minutes and that TERR remained above 350 Q, confirming that monolayer cells
remained intact throughout the experiment*¥.

As stated by the literature, drugs that show absorption between 70% and 100% should have P__ greater
than 10.0 x 10 cm/s?. A study that evaluated the correlation between biopharmaceutics classification
system (BCS) and P value (cm/s) argued that drugs with Papp greater than 9.75 x 10 cm/s show a
high, and less than 5.00 x 10° cm/s, a low permeability. As previously mentioned, prednisone belongs
toBCSclass|. The Papp obtained in this study for this drug (3.69 x 10-° cm/s) corroborates with BCS clas-
sification®®),

According to Vogt and collaborators®?, there are very limited studies reporting the in vitro permeability
of prednisone since it is a prodrug. However, the FDA Guidance! states that the prodrug permeability
should be measured when the conversion occurs after G| membrane permeation. So, the results about
Caco-2 cells prednisone permeability could be beneficial in a biowaiver decision.

In silico absorption model for prednisone immediate-release tablet

According to the drug solubility of previous studies and permeability analyzed in this work, prednisone
is highly soluble and absorbed in the intestinal tract. These characteristics added to an immediate-re-
lease dosage form shown a dissolution profile of 285% in 15 minutes''?, suggesting, like other class |
drugs, that the prednisone can be highly absorbed in the proximal region of the intestine(2),

The evaluation of the in vivo plasma concentration vs. time curve by GastroPlus® present that predni-
sone kinetics follow a one-compartmental model. It means that the drug promptly occupies the central
compartment, and the plasma concentration decrease depends only on the elimination rate constant,
which follows a first-order process®?"2®,

The predicted outputs and BA in vivo (Table 4) suggest that the in silico absorption model based on the
Table 1 data successfully simulate the in vivo bioavailability of prednisone IR tablets. The lower %PE
values prove that the model could mimic the in vivo PK parameters. Duque and co-workers successfully
used the ACAT model in BA simulated of fluconazole, a BCS class | drug, showing that the prediction
model was also valuable for generic and reference drugs®. Also, this absorption model was widely
applied in BCS class Il drugs®2°,

As mentioned, the biowaiver is requested for BCS class | drugs when using immediate-release tablets.
In this context, a predictive in vitro dissolution could replace the bioequivalence study®. Once the in
silico absorption model was developed for prednisone IR tablets, it becomes possible that the bioavail-
ability simulation helps during the optimization of the formulation process. By evaluating the in vivo
and in silico data, it is possible to infer that an in vivo study is probably unnecessary for these, suggest-
ing the bioequivalence between the MEST 01, MEST 02, R023, and biobatch P002002910.

Table 4. Pharmacokinetic parameters obtained in the in vivo study and simulated by GastroPlus® for biobatch
P0020020910 and reference product R023.

Parameters Simulated R023 %PE P0020020910 %PE
C,..(ng/mL) 318.9 298 -7.01% 313 -1.88%
T (h) 136 117 16.2% 1.50 9.33%
ASC,, (ng.h/mL) 1730.5 1685.7 2.65% 1718.5 -0.69%
ASC, . (ng.h/mL) 1737.1 1769.6 1.83% 1811.6 4.11%
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%PE = percent prediction error

The Brazilian regulatory agency recommendations for the waiver of BE studies according to the BCS
state that IR solid oral products must have rapid drug dissolution (> 85% in 30 min) in 0.1 HCI, pH 4.5,
and pH 6.8, Previously, the dissolution tests were conducted in purified water, as recommended by
the Brazilian compendia®. All the products that meet the requirements of the dissolution rate still
showed an in silico performance equivalent to the reference product. The very rapid dissolution (85%
in up to 15 minutes) of the tested prednisone tablets makes the gastric emptying rate the limiting factor
for in vivo drug absorption, and no more the dissolution rate®”. In some cases, the in vitro dissolution
method was not discriminative for the in vivo process. Al-Tabakha and co-workers evaluated different
products containing amoxicillin and potassium clavulanate that was considered bioequivalent but pre-
senting differently in vitro dissolution profiles®?.

On the other hand, to declare that the tested formulations are bioequivalent to the reference product,
more predictive dissolution studies will be necessary to discriminate the formulation’s performance.
The use of purified water as dissolution media, although recommended for quality control tests"”, may
not be adequate for evaluating pharmaceutical equivalence.

Although the results present by this study provide a biowaiver favorable data based on the in silico
pharmacokinetic study and the BCS, prednisone is at the borderline of the current criteria of BCS class
I. The biowaiver of prednisone must be carefully evaluated considering its indication, therapeutic in-
dex, pharmacokinetic performance, and the possibility of drug-excipients interaction®. Due to many
marked generic products of prednisone and other class | drugs, the use of different formulation excip-
ients could modify their dissolution and oral absorption. Therefore, in vivo bioequivalence studies are
still needed.

Conclusion

The present study evaluates the in silico bioavailability simulations comparing these data with in vivo
ones in order to establish if previous published prednisone oral tablet formulation is a valid candi-
date for the biowaiver process. The in silico bioavailability performed for prednisone in the GastroPlus®
software was successful since the predicted PK parameters were similar to in vivo data. The simulated
plasma concentration vs. time curve based on the previous dissolution data allows us to infer that the
proposed formulations MEST01 and MESTO02 could be bioequivalent with the reference product. In or-
der to confirm this hypothesis, a predictive dissolution study should be applied.

This work turns available the bioavailability profile obtained in human volunteers and compares refer-
ence and tests drug products, which is not common in the offered publications. More than that, it pres-
ents a viable in silico model to simplify post-approval changes in the regulatory scenario. Prednisone is
classified as a BCS class | or borderline class | drug and a promising candidate for biowaiver. However,
a careful evaluation of the excipients used is necessary to claim it. Toward to reduce costs and the use
of human beings in bioequivalence studies, this approach could be an essential way to work in the
pharmaceutical industry.
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Resumen

Introduccién: Milagro Almenara Pérez se licencié en la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada en 1921.
Sin embargo, tras la Guerra Civil, parece que ella nunca existid, y no solo su persona, sino también su expediente
universitario e incluso la farmacia de Granada en la que trabajo. En este articulo se muestra una breve biografia
suya, con el doble objetivo de ponerla como referente ante la sociedad y también de ilustrar las muchas similitudes
existentes entre su vida y la del conocido poeta granadino Federico Garcia Lorca.

Método: Blisqueda de informacidn sobre Milagro Almenara Pérez en fuentes archivisticas, bibliogréficas, digitales
e incluso periodisticas, que ha permitido completar con datos nuevos y recientes algunos aspectos biograficos que
no se encuentran en los no muy abundantes trabajos de investigacion ya publicados sobre ella.

Resultados: Como resultado del estudio realizado se han afiadido datos originales recientes a la biografia de Mi-
lagro Almenara Pérez y se justifica la hipétesis de la existencia de una determinada similitud entre su vida y la del
poeta andaluz Federico Garcia Lorca.

Conclusiones: Durante la Guerra Civil Espafiola se destruyeron, por parte de ambos bandos, muchos documentos,
tanto personales como institucionales, que atafiian a aquellas personas a las que cada bando consideraba desa-
fectas. Entre ellas, la farmacéutica Milagro Almenara, cuya vida presenta muchas coincidencias con la del poeta
Federico Garcia Lorca.

Palabras clave: mujeres farmacéuticas pioneras espafiolas; Milagro Almenara Pérez; Federico Garcia Lorca; conse-
cuencias de la Guerra Civil espafiola.

Abstract

Introduction: Milagro Almenara Pérez graduated from the Faculty of Pharmacy of the University of Granadain 1921.
However, after the Civil War, it seems that she never existed, and not only her person, but also her university record
and even the Granada pharmacy where she worked. This article shows a biography of her, with the double objective
of showing her as a reference to society and also to illustrate the strong parallelism between her life and that of the
well-known Granada poet, Federico Garcia Lorca.

Method: A search for information on Milagro Almenara Pérez has been carried out in archival, bibliographic, digital
and even journalistic sources that has made possible to complete with new and recent data some biographical
aspects that are not found in the few research works already published on her.

Results: As a result of the study, original data have been added to the biography of Milagro Almenara Pérez and the
hypothesis of the existence of a certain similarity between her life and that of the famous Andalusian poet Federico
Garcia Lorca is justified.

Conclusions: In the Spanish Civil War many documents, both personal and institutional, were destroyed by both
sides, which concerned those people whom each side considered disaffected. Among them, the pharmacist Milagro
Almenara, whose life had many coincidences with that of the poet Federico Garcia Lorca.

Keywords: Spanish pioneering pharmaceutical women; Milagro Almenara Pérez; Federico Garcia Lorca; conse-
quences of Spanish Civil War.
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Puntos clave

En este articulo se muestra la biografia de Milagro Almenara Pérez, una de las mujeres pioneras de
los estudios farmacéuticos en Espafia, y se ponen de manifiesto recientes actividades realizadas por
diferentes entidades, entre ellas la Universidad de Granada, para rehabilitar su figura, olvidada duran-
te muchos afios por efectos de la Guerra Civil. Con ello se contribuye al desarrollo de la Historia de la
Farmacia y se aporta una nueva biografia a los estudios sobre la mujer.

Introduccion

La vida de la farmacéutica Milagro Almenara Pérez no esta exenta de un gran misterio y de una cierta
controversia. Ciertamente, es como si ella nunca hubiera existido (de hecho, Martin, Lépez y Cabezas
no pudieron encontrar en la Universidad ninguna documentacion oficial sobre ella que pudieran in-
cluir en su muy completo trabajo sobre las mujeres que estudiaron Farmacia en Granada entre 1850 y
1950%). Y no solamente ocurre esto con su persona, sino también con la farmacia de Granada en la que
trabajé y con otros documentos personales. La orla de su promocién desapareci6 inexplicablemente
del archivo fotografico de la Universidad de Granada, al igual que su expediente, aunque afortunada-
mente este Gltimo ha sido encontrado hace poco en el Archivo Histérico de esa Universidad, repartido
entre tres carpetas sin relevancia.

Todo esto ha hecho que la figura de Milagro Almenara sea practicamente olvidada para la sociedad, a
diferencia de la del poeta Federico Garcia Lorca, quien es conocido por todos gracias a la excelencia de
su obra literaria y que comparte con ella una gran similitud en su vida. Por ser Garcia Lorca tan popular
no entramos en su biografia en este trabajo, dadas las ya muy completas contribuciones existentes® y
la gran cantidad de libros sobre su obra que pueden encontrarse en la literatura.

El objetivo principal de este articulo es rescatar la figura de Milagro Almenara y presentarla como refe-
rente ante la sociedad, al haber sido capaz de estudiar en una época en la que los estudios universita-
rios estaban vedados para las mujeres, ser la primera mujer granadina que se licencio en la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Granada, la cuarta en hacerlo en esa disciplina en esa Universidad y la
primera en tener una farmacia tanto en Granada como previamente en un pequefio pueblo granadino,
La Rabita. Para ello hemos tratado de completar con nuevos y recientes datos algunas de las escasas
biografias existentes sobre su vida, en particular las excelentes colaboraciones del periodista Gabriel
Pozo Felguera, en “El Independiente” de Granada®®*®, en 2017, que permitieron sacar a la luz su figura
y hacer que Milagro Almenara fuese un poco mas conocida.

Otro objetivo, aunque de menor entidad, es enfatizar el hecho de la existencia de muchos episodios
muy similares en las vidas de Milagro Almenara y Federico Garcia Lorca, que las hacen ser muy pareci-
das, a pesar de las también enormes diferencias de todo tipo, género, estudios realizados, aficiones,
fama que alcanzaron, etc, que también las diferencian.

Métodos

Metodoldgicamente, se ha realizado una exhaustiva busqueda de informacion sobre la farmacéutica
Milagro Almenara Pérez en todo tipo de fuentes y se han destacado aquellos aspectos de su vida que
resultan muy similares a otros existentes en la vida del poeta granadino Federico Garcia Lorca.

Resultados: biografia de Milagro Almenara Pérez

En esta seccion se muestra la biografia de Milagro Almenara desglosandola en los distintos apartados
que jalonaron su vida.
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Las circunstancias previas a su nacimiento, cémo se produjo este y sus estudios de bachi-
llerato y universitarios

A consecuencia del “terremoto de Andalucia”, acaecido en la provincia de Granada el 25 de diciembre
de 1884, el pueblo de Arenas del Rey, en el que habia nacido en 1862 y vivia Brigida Almenara Pérez
(futura madre de Milagro Almenara), quedé practicamente destruido, y ella, con 22 afios, huérfana y
desamparada, fue acogida como sirvienta por una familia en Granada. De alli pasé mas tarde a servir
en casa del catedratico del Instituto Salvador de la Cdmara y Arrivillaga, quien vivia solo en Granada
pues sus cuatro hijos mayores ya estaban independizados y los tres menores vivian junto a su esposa
en Almeria.

En la primavera del afio 1900, Brigida (con 38 afios) quedé embarazada y aunque ella nunca reveld de
quién, todas las sospechas recayeron en Salvador (con 68), maxime cuando este acudid a veranear a
la costa cantabrica, como solia hacer todos los afios, pero acompariado de Brigida en esta ocasion, en
el verano de 1900.

Brigida dio a luz una nifia en Santander el dia 2 de agosto de 1900 y su hija fue inscrita en el Registro
Civil de esa ciudad como hija de madre soltera, con el nombre de Milagro y los apellidos de su madre:
Almenara Pérez (véase su Partida de Nacimiento en la Figura 1, izquierda).

Los afios siguientes, ya en Granada y para disimular, figuraba que Salvador vivia solo, mientras que
Brigida y Milagro vivian en otra calle, aunque en realidad era una misma casa, que tenia puertas a
ambas calles.

Entre 1911y 1916, Milagro estudi6 en el Instituto de Secundaria obteniendo 24 matriculas de honor
(véase Figura 1, derecha).

Figura 1. Partida de Nacimiento de Milagro (izquierda) ysu Expediente Académico de Bachillerato (derecha).
Fuentes: Pozo®y Pozo™, respectivamente
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Cuando murid su esposa en 1911, Salvador y Brigida contrajeron matrimonio en 1912, aunque Salva-
dor no reconocié a Milagro como hija suya. Salvador fallecié en 1917, dejandole una sexta parte en su
testamento a Milagro, aunque sin reconocerla tampoco como hija suya en ese documento®.

En 1916, con 16 afios, Milagro obtuvo el titulo de bachiller con el segundo mejor expediente del Ins-
tituto y ese mismo afio se matriculd en la Facultad de Farmacia de Granada (era la Gnica mujer de su
curso). Fue el nimero uno de su promocién 1916-1921. Sac premio extraordinario en las trece asig-
naturas. Superd sobradamente el examen de grado sobre “Rubiéceas y valeriandceas” y en febrero de
1922 le fue extendido su titulo con premio extraordinario. Fue la cuarta mujer licenciada en Farmacia
en la Universidad de Granada, tras Gertrudis Martinez Otero en 1896 (tercera mujer espafiola nacida en
la peninsula en licenciarse en Farmacia, después de Maria Dolores Martinez Rodriguez, en 1893 y Maria
Blanca de Lucia Ortiz, en 1896©) y algunos afios después Antonia Sdnchez Pefiuela y Juana Alvarez
Bafién, ambas en 1918.

Sus trabajos como farmacéutica

Tras ingresar en el Colegio Oficial de Farmacéuticos de Granada el 2 de diciembre de 1926, Milagro
abrid su primera farmacia en La Rabita (Granada), aunque solo estuvo alli dos afios.

Ocho afios después, ya en Granada, Milagro present6 el 3 de julio de 1936 una instancia al Ayuntamien-
to solicitando licencia para poner a su nombre la “Farmacia Compafiia - Dr. Pontes-Guardiola” (Figura
2), situada en la calle Cobertizo de la Botica, n° 1.

. |
g»h&; :

Figura 2. La Farmacia de la Compafiia en tiempos de Milagro. Fuente: Pozo

Su actividad politica

Su entrada en la politica se produjo durante los dos Gltimos afios de su carrera, con motivo de unas
protestas callejeras sociales en febrero de 2019, a las que se sumaron los estudiantes universitarios
uniéndose a una manifestacion en contra de las autoridades gubernativas locales, manifestacién fuer-
temente reprimida por los guardias, que dej6 3 muertos y varios heridos. Asi se bautizé en la politica
quien en sus ultimos afios, ya licenciada, fue llamada “la boticaria roja”.

Milagro entr6 entonces en politica como delegada de la Juventud Universitaria Femenina, asociacion
sufragista y en pro de los derechos de la mujer en Espafia, que trataba de captar a estudiantes, licen-
ciadas y doctoras para formary liberar al sexo femenino. A pesar de su juventud, Milagro coordiné un
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grupo que se relacionaba con ilustres socialistas de la época, como el catedratico Fernando de los Rios,
ganador en 1919 de las elecciones por el Partido Socialista y diputado nacional, Eudoxia Piriz y Elisa
Soriano. De esa formay a partir de entonces, Milagro tuvo un papel destacado en la politica como femi-
nista (fue propulsora del movimiento sufragista femenino 1931-33), activista de izquierdas y también
perteneciente a una logia masodnica (en la calle Elvira), aspectos después determinantes para su final.

Sus ultimos meses de vida y el olvido de su figura

Milagro no pasé mucho tiempo en su farmacia. El Alzamiento en Granada (20/07/1936) produjo que
su farmacia fuese intervenida, al no disponer los sublevados de industria farmacéutica y necesitar el
envio de medicamentos a los frentes de guerra.

Por ello, la farmacia de Milagro permanecié abierta hasta casi mes después, cuando un piquete de
guardias de asalto se presentd en la farmacia con una orden de detencién hacia ella del Gobierno
Civil, y la condujo a la carcel. Alli coincidié con Rosario Fregenal, una modista apodada “la Fregenala”,
también republicana, liberal y feminista. El 2 de noviembre de 1936, las dos fueron llevadas al frente de
Viznar, donde las fusilaron'.

Posteriormente, su farmacia fue comprada por los actuales laboratorios GSK y tras la compra, los pro-
pietarios embalaron todos los materiales y se los llevaron a Londres, donde reprodujeron la antigua
farmacia, que estuvo expuesta hasta la década de los setenta del siglo pasado, estando actualmente
embalada en cajas repartidas por la Collection Trust y The Sciencie Museum (Figura 3)©"

Figura 3. Interior de la rebotica de la farmacia de La Compaiiia, tal como estaba en 1928, antes de ser vendida a Sir
Henry Welcome de Londres. Fuente: Pozo®

Tras su asesinato, toda la documentacion existente sobre Milagro Almenara desapareci6 de forma ex-
trafia, con excepcion de sus cartas politicas dirigidas a la JUF de Madrid y en 1942, lo que quedaba
de la Farmacia de la Compafiia de Milagro se depositd en el Colegio de Farmacéuticos, que declard
“inexistente” el establecimiento.

Sus recientes reconocimientos

Gracias sobre todo a las aportaciones de Gabriel Pozo ya citadas en el periddico “El Independiente” de
Granada, en 2017649, |a figura de Milagro Almenara Pérez ha comenzado a salir del olvido. Entre los
Ultimos recordatorios a su persona pueden citarse los siguientes.
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La Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada, celebré un acto presidido por su rectora, Pilar
Aranda, también farmacéutica, el 6 de marzo de 2018, a las 13.00 horas, en el Aula Magna de la Facultad
de Farmacia, en el que se la homenajed. En ese acto intervinieron la vicerrectora de Responsabilidad
Social, Igualdad e Inclusidn, Teresa Maria Ortega Lopez, la decana de la Facultad de Farmacia, Ana Isa-
bel del Moral, y el periodista y escritor Gabriel Pozo, quien impartié una conferencia titulada “Milagro,
una inteligente farmacéutica en un tiempo dificil”®.

Asenjo publicé un articulo en el nimero 316 de la edicién impresa de “Mundo Obrero”, en mayo de
2018, sobre su figura®y ese mismo mes, el propio Pozo pronuncié una conferencia sobre ella con moti-
vo del centenario de la actual sede del Instituto Padre Suérez de Granada (antiguo Instituto Provincial
de Granada, en el que ella estudi6)®?

Similitudes entre las vidas de Milagro Almenara Pérez y Federico Garcia Lorca

A continuacion se analiza el hecho de que la vida de Milagro Almenara Pérez presenta muchas similitu-
des y semejanzas con la de Federico Garcia Lorca, lo que prueba una hipétesis ligeramente insinuada
por Pozo en sus contribuciones®*9, consistente en que puede establecerse un cierto “paralelismo”
entre las vidas de ambos, a pesar de que no consta en ninguna referencia que los dos llegaran a cono-
cerse, salvo posiblemente en el patio del Instituto en el que ambos estudiaron, y mucho menos que
entablasen amistad.

1. Ciertamente, no es descabellado afirmar que ambos nacieron en la provincia de Granada, pues,
aunque Garcia Lorca lo hizo en Fuente Vaqueros (Granada), en junio de 1898 y Milagro nacid en San-
tander, en agosto de 1900 de manera accidental provocada por su padre, su gestacion y practicamente
todo el tiempo que pasé en el seno materno tuvo lugar en Granada capital. Por tanto, salvando la Gnica
circunstancia fisica del lugar de nacimiento, puede “entenderse” que ambos nacieron en la misma
provincia y ademas con una diferencia de solo dos afios y dos meses entre ellos.

2. Si se considera a Milagro como hija de Salvador de la Camara, lo que realmente fue, a pesar de que
su padre nunca llegara a reconocerla como tal, Milagro tuvo 7 hermanos, mientras que Federico tuvo 3.
Los dos fueron, por tanto, miembros de familias numerosas, otro rasgo comun en sus vidas.

3. Mas tarde, los dos estudiaron en el mismo centro de ensefianza, el Instituto Provincial de Granada,
con brillantes expedientes en ambos casos.

4. Los dos se sintieron atraidos durante su vida universitaria por otros ideales diferentes de los acadé-
micos, politicos en el caso de Milagro, sociales en el caso de Federico.

5. Ambos tuvieron amigos comunes. Entre ellos, Luis Mariscal Parado y Fernando de los Rios. Luis fue
compafiero de promocién de Milagro en el Instituto y miembro, aligual que Garcia Lorca, de la tertulia
“El Rinconcillo”, que se daba cita en el Café Alameda de la Plaza del Campillo. Fernando de los Rios,
también miembro de esa tertulia, fue otro personaje comun en sus vidas, desempefiando ademas un
papel relevante en las mismas. También los dos, aunque Milagro de manera indirecta, conocian a Ma-
nuel de Falla, al haber intercedido la hermana de este, Maria del Carmen, por las vidas de ambos al ser
detenidos, aunque sin éxito.

6. Ninguno de los dos llegd a casarse,

7. Otra semejanza en sus vidas la constituye el hecho de que ninguno de los dos pudiese contar con
la ayuda de sus familias respectivas en sus momentos finales. Las circunstancias de la vida de Milagro
ya han quedado aclaradas en su biografia, hasta el punto de que su madre fue considerada “madre
soltera” cuando ella nacié y su padre nunca llegd a reconocerla. Por su parte, cuando Federico fue
denunciado, opt6 por buscar apoyo no en su familia sino en la de uno de sus amigos, Luis Rosales,
pensando que los dos hermanos de Luis, falangistas en Granada, le podrian ayudar mas que sus pro-
pios familiares.

8. Los dos fueron denostados y envidiados por la sociedad del momento, y acabaron fusilados practi-
camente en la misma fecha y en la misma zona, en la carretera entre Viznar y Alfacar.

9. Sus cadaveres nunca aparecieron.
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10. La Guerra Civil truncé sus carreras profesionales, la presumiblemente brillante de Milagro, primera
mujer con farmacia abierta en Granada, con lo que eso suponia para su futuro y la con toda seguridad
brillante carrera literaria futura de Garcia Lorca.

11. Finalmente, y aunque hubo intentos por parte del bando franquista de hacer que la figura de Garcia
Lorca pasara al olvido, lo cual, afortunadamente, no sucedid, la figura de Milagro si ha permanecido
olvidada durante mucho tiempo, si bien ella, y sobre todo él, han recuperado actualmente la conside-
racidn y el reconocimiento de la sociedad que nunca debieron perder

Conclusiones

La biografia de Milagro Almenara es un ejemplo fehaciente de cdmo la Guerra Civil trajo como una
de sus consecuencias el olvido y destruccion de documentos y pertenencias de muchas personas por
parte de ambos bandos, algunas de las cuales, afortunadamente, estan siendo ahora rehabilitadas.

Por otra parte, ciertamente, podria pensarse que el razonamiento hecho por los autores en la subsec-
cion anterior para justificar el “paralelismo” entre la vida de esta farmacéutica y la de Federico Garcia
Lorca es artificial y forzado. Esto es en parte verdad, pero no es menos cierto que a ellos les ha servido
para poner en valor la vida de Milagro Almenara y la asercion de la crudeza de una guerra que, en am-
bos bandos, ocasiond la pérdida de figuras con mentes privilegiadas que fueron empujadas, mas alla
de su propia muerte, al desconocimiento de la sociedad.
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Resumen

Introduccién: Ni el legislador, ni los diferentes estudios previos han establecido una clasificacién exhaustiva de los
medicamentos de elaboracion o preparacion no industrial en el territorio regulatorio espafiol.

Métodos: Revisidn bibliografica sobre la normativa (nacional y comunitaria) y estudios doctrinales relativos al mar-
co juridico de los medicamentos de uso humano, y el anélisis de la misma.

Resultados: En la literatura no se encuentra una clasificaciéon adecuada de los medicamentos de elaboracién o
preparacién no industrial.

Conclusiones: Se ha propuesto una clasificacién doctrinal de los medicamentos de elaboracién o preparacidn no
industrial basada en cuatro categorias principales.

Palabras clave: Legislacion; Radiofarmacos; Terapia avanzada; Terapia génica; Formulacion magistral.

Abstract

Introduction: Neither the legislator nor the different previous studies have established an exhaustive classification
of non-industrially elaborated or prepared drugs in the Spanish regulatory territory.

Method: Bibliographic review on the regulations (national and community) and doctrinal studies related to the
legal framework of medicines for human use, and their analysis.

Results: There is no adequate classification of non-industrially elaborated or prepared drugs in the literature.

Conclusions: A doctrinal classification of non-industrially elaborated or prepared drugs has been proposed based
on four main categories.

Keywords: Legislation; Radiopharmaceuticals; Advanced Therapy: Gene Therapy; Pharmacy compounding.
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Puntos clave

Los autores son conocedores del complejo y variante marco juridico-administrativo nacional y comu-
nitario de los medicamentos, habiendo estudiado en los dltimos afios la legislacién, la doctrina y la
jurisprudencia sobre los mismos, lo que se ha traducido en que nuestros estudios y reflexiones han
dado lugar a diversas publicaciones en torno a esta tematica.

El estudio incorpora una propuesta novedosa de clasificacion de los medicamentos de produccién o
elaboracion ajena a los laboratorios farmacéuticos. Tradicionalmente en la literatura se ha dado un
tratamiento independiente a las siguientes categorias de medicamentos: a) medicamentos de elabo-
racion industrial, b) formulas magistrales y preparados oficinales. No obstante, entendemos que el
grupo de “medicamentos de elaboracién no industrial” es mas amplio. Para defender esta clasificacion
no apuntada previamente, se aportan argumentos de valor basados en la regulacion vigente de los
medicamentos.

Nuestros resultados permitiran, por una parte, la mejora de la produccién normativa por parte del
legislador, lo que redunda en un claro beneficio para todos los agentes econdmicos del sector -y, en de-
finitiva, también para los profesionales sanitarios y pacientes-. Ademas, también constituye una pode-
rosa herramienta docente, ya que puede ser empleado para esclarecer las diferencias entre diferentes
grupos de medicamentos. Finalmente, también puede constituir una herramienta de interés para los
investigadores en el ambito del marco legal de los medicamentos, en tanto que abre nuevas lineas de
investigacion relacionadas con los “medicamentos de elaboracion no industrial”.

Introduccion

En nuestro Derecho positivo, concretamente, en el articulo 8.1 del Real Decreto Legislativo 1/2015%,
se compendia los medicamentos con reconocimiento legal en los cinco grupos que se relacionan: a)
los medicamentos de uso humano y b) los medicamentos veterinarios elaborados industrialmente o
en cuya fabricacién intervenga un proceso industrial; c) las formulas magistrales; d) los preparados
oficinales; y, e) los medicamentos especiales previstos en esta norma.

El analisis del articulo citado permite diferenciar tres criterios para la clasificacién de medicamentos, a
saber: i) las especies destinadas al empleo de los medicamentos (medicamentos de uso humanoy me-
dicamentos veterinarios); ii) los medicamentos sometidos a una regulacidn concreta y especifica -los
“medicamentos especiales”, de aquellos para los que no se han adoptado disposiciones adicionales, y
finalmente, iii) los locales de fabricacion, elaboracion o preparacion de los medicamentos.

Este ultimo criterio ha llamado especialmente nuestro interés, toda vez que permite la agrupacion de
los medicamentos en dos grandes grupos. Por una parte, la regulacién los medicamentos fabricados
industrialmente esta armonizada a nivel de la Unidn Europea a través de la Directiva 2001/83/CE® en
el caso de los medicamentos de uso humano, cuyas modificaciones introducidas en el afio 2004 son
transpuestas en nuestro ordenamiento juridico a través del Real Decreto 1345/2007).

En el caso de los medicamentos veterinarios, resulta de aplicacion directa a los Estados miembros el
Reglamento (UE) 2019/6“9, aunque siguen en vigor las particularidades establecidas en el Real Decre-
to 109/1995°. Los medicamentos veterinarios de fabricacion industrial se regulan, ademas, a través
del Real Decreto 1246/2008.

Por otro lado, se sitian los medicamentos elaborados o preparados en oficinas de farmacia, servicios
de farmacia hospitalaria, esto es, locales de caracter no industrial. Dentro de esta Gltima categoria se
han aglutinado exclusivamente las férmulas magistrales -tipificadas o no- y los preparados oficinales.
Sin embargo, consideramos que también pueden incorporarse en esta agrupacion otros grupos de me-
dicamentos reconocidos legalmente.

Una de las caracteristicas mas significativas de los medicamentos de elaboracidn o preparacion in-
dustrial, claramente distintiva del resto de los productos de consumo, es que las autoridades regula-
torias requieren una autorizaciéon administrativa para la introduccidn de estos bienes econdémicos en
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los mercados, de tal manera que los laboratorios farmacéuticos solicitaran una autorizacién de comer-
cializacion de los medicamentos, y no podra realizarse una distribucion -para su venta- en el territorio
nacional hasta que haya concluido satisfactoriamente la evaluacién de la relacion beneficio/riesgo del
medicamento por parte de las autoridades competentes en materia de sanidad (cfr. articulo 9.1 del
Real Decreto Legislativo 1/2015"y articulo 6 de la Directiva 2001/83/CE?). No obstante, los medica-
mentos de elaboracidn o preparacién no industrial no se ven afectados por este requerimiento (Tabla
1).

Con respecto a la intervencién sobre los medicamentos de fabricacidn industrial, expone VILLALBA
PEREZ que “la autorizacion sanitaria constituye el elemento formal del concepto juridico de medicamen-
to. Un medicamento no podrd ser considerado como tal si, aun englobdndose en la definicion legal de
medicamento, no ha obtenido la pertinente autorizacion de comercializacion por las autoridades com-
petentes”®. Como ocurre en diversos dmbitos del derecho, existe la excepcidn y este la esencia de este
trabajo es el analisis de esa singularidad.

Nuestro objetivo es analizar la clasificacidon de los medicamentos adoptada, por una parte, por el legis-
lador nacional y comunitario y, ademas, las propuestas por diferentes autores, con el fin de proponer
una nueva clasificacién para los medicamentos de elaboracién o preparacion no industrial.

Tabla 1. Comparativa entre medicamentos de fabricacién industrial y medicamentos de preparacion no industrial.

Medicamentos Férmulas Preparados Radiofarmacos de | Medicamentos de
de fabricacion magistrales oficinales preparacion no terapias avanza-
industrial industrial das de elaboracion
no industrial
Armonizacién comu- Si(1) NO si(1)
nitaria
Exigencia cum- Si NO (2) NO (2) NO (3) Si (Parte IV)

plimiento de las

Normas de Correcta
Fabricacién

Descripcién en el For- NO Si(4) si NO
mulario Nacional
Requerimiento de Si NO NO (4) NO (5) (6)
una autorizacién de

comercializacién
Plazo de renovacién 5afios (7) N/A 3 afios (7)
de la autorizacion
Posibilidad de expor- Si(8) NO
tacion
Lugar de fabricacién/ | Laboratorios farma- | Oficinas de farmacia / Servicios de Servicios de far- Servicios de farma-

preparacién céuticos farmacia hospitalaria macia hospitalaria cia hospitalaria
(Unidad de radiofar-

macia)

(1) Através de la Directiva 2001/83/CE®.

(2) En su caso, se velara por el cumplimiento de las normas de correcta elaboracién y control de calidad de férmulas magistrales y
preparados oficinales, establecidas en el Real Decreto 175/2001, de 23 de febrero®.

(3) En su caso, se velard por el cumplimiento de las Normas de Buena Preparacién Radiofarmacéutica, aprobadas por el Real
Decreto 479/1993, de 2 de abril*? (disposicién normativa derogada).

(4) Sélo en el caso de las férmulas magistrales tipificadas.

(5) Con excepcién de la fabricacién industrial de los siguientes medicamentos: a) generadores, b) equipos reactivos, c) precurso-
res, d) radiofdrmacos, y €) medicamentos de terapia avanzada se efectie a nivel industrial.

(6) Se establece, en su lugar, una autorizacién de uso por parte de la AEMPS en el marco de una determinada institucién hospita-
laria ubicada a nivel nacional.

(7) Las autorizaciones de comercializacién de los medicamentos de fabricacién industrial requieren una dnica renovacion, y una
vez obtenida ésta, posteriormente adquieren caracter indefinido. En cambio, las autorizaciones de uso de los medicamentos de
terapias avanzadas serdn renovadas periédicamente con caracter quinquenal.

(8) El desarrollo reglamentario del comercio exterior de los medicamentos de uso humano y de los medicamentos veterinarios se
encuentra en el Real Decreto 824/2010, de 25 de junio®Y.
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Métodos

Se ha efectuado una revision bibliografica sobre la normativa (nacional y comunitaria) relativa al mar-
co juridico de los medicamentos de uso humano, y el analisis de la misma. Asimismo, se han examina-
do la literatura sobre Legislacion Farmacéutica, concretamente, en torno a la clasificacion doctrinal de
los medicamentos.

Resultados

Los manuales docentes y didacticos"*** se han limitado al examen independiente del régimen juridico
aplicable a las férmulas magistrales y los preparados oficinales, frente a los medicamentos de fabrica-
cién industrial. Asimismo, los estudios doctrinales examinados'??% no se han preocupado por el esta-
blecimiento de los diferentes grupos de medicamentos de elaboracién no industrial, de tal manera que
los diferentes grupos de medicamentos de preparacion no industrial han sido tratados de manerairre-
gular, independiente, y tampoco se han esbozado la similitud respecto a varios grupos heterogéneos
de medicamentos que comparten una trascendente caracteristica comun: su elaboracion, produccion
y control de calidad en entornos no industriales.

A lo anterior, debe sumarse que existen escasas publicaciones que analizan el marco normativo na-
cional®?) o internacional®- relativo a los radiofarmacos, las cuales resultan poco numerosas en el
caso de los medicamentos de terapia avanzada®=", motivo por el cual puede entenderse que hasta la
fecha no se haya propuesto una clasificacién doctrinal de medicamentos de elaboracion o preparacion
no industrial. Por el contrario, la formulacién magistral ha sido explorada en mayor medida tanto en
publicaciones periddicas®®®*”, como en monografias®>*,

En suma, hasta la fecha, la literatura ha tratado de forma independiente a las férmulas magistrales y
los preparados medicinales del resto de medicamentos, debido a su elaboracién o preparacion artesa-
nal, sin llegar a establecerse que existen otros grupos de medicamentos cuya elaboracién tampoco se
efectda a nivel industrial.

. o

Discusion

La clasificacion adoptada por el legislador nacional en el articulo 8.1 del Real Decreto Legislativo
1/2015% no es exhaustiva, ni tiene la precision suficiente para establecer categorias de medicamentos,
habida cuenta de la enorme variedad y complejidad de estos recursos sanitarios, motivo por el cual,
los medicamentos son clasificados indirectamente a lo largo del articulado del texto normativo en
categorias adicionales. Sin embargo, a pesar de la existencia de normas reguladoras de los medica-
mentos de fabricacion industrial®?, no se configura ninguna categoria especifica de medicamentos de
elaboracidn o preparacion no industrial, ni tampoco se detalla explicitamente en nuestro ordenamien-
to juridico los grupos de medicamentos que quedan excluidos del ambito de aplicacién de las normas
reguladoras especificamente de los medicamentos de elaboracién industrial.

Se presenta una clasificacion de los medicamentos de preparacion o elaboracion no industrial, tenien-
do en cuenta ademas no sélo las categorias tradicionalmente reconocidas en la literatura (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién de medicamentos de preparacion o elaboracién no industrial.

Definicion Referencia normativa
1. Férmula magistral Medicamento destinado a un paciente individualizado, Articulo 2, letra i) del
preparado por un farmacéutico, o bajo su direccion, para Real Decreto Legislativo
cumplimentar expresamente una prescripcién facultativa 1/2015%

detallada de los principios activos que incluye, segln las
normas de correcta elaboracion y control de calidad estable-
cidas al efecto, dispensado en oficina de farmacia o servicio
farmacéutico y con la debida informacidn al usuario.
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Definicion

Referencia normativa

1.1. Férmula magis-
tral tipificada

Aquella recogida en el Formulario Nacional, por razén de su
frecuente uso y utilidad.

Capitulo Preliminar del
Real Decreto 175/2001"

1.2. Férmula magis-
tral destinada a los
animales

La prescrita por un veterinario y destinada a un animal
individualizado o a un reducido nimero de animales de una
explotacion concreta, bajo el cuidado directo de dicho facul-
tativo, y preparado por un farmacéutico o bajo su direccién

en su oficina de farmacia.

Articulo 8, apartado
10 del Real Decreto
109/1995¢

2. Preparado oficinal

Medicamento elaborado segln las normas de correcta ela-
boracién y control de calidad establecidas al efecto y garanti-
zado por un farmacéutico o bajo su direccién, dispensado
en oficina de farmacia o servicio farmacéutico, enumerado y
descrito por el Formulario Nacional, destinado a su entrega
directa a los enfermos a los que abastece dicha farmacia o
servicio farmacéutico.

Articulo 2, letra j) del
Real Decreto Legislativo
1/2015%

3. Radiofarmaco

Cualquier producto que, cuando esté preparado para su uso
con finalidad terapéutica o diagndstica, contenga uno o méas

Articulo 48.1, letra a) del
Real Decreto Legislativo

radionucleidos (istopos radiactivos). 1/2015%
4. Medicamento de Cualquiera de los siguientes medicamentos para uso huma- Articulo 2.1 del Real
terapia avanzada no: a) medicamento de terapia génica; b) medicamento de Decreto 477/20144)

terapia celular somatica, c) producto de ingenieria tisular, d)
medicamento combinado de terapia avanzada.

4.1. Medicamentos de
terapia avanzada de
uso consolidado

Aquel medicamento de terapia avanzada para el que se
demuestre que se ha estado utilizando de un modo regular
en una institucion hospitalaria concreta antes del 14 de junio
de 2014, exceptuando el empleo en un ensayo clinico o en un
uso compasivo.

Articulo 2.2 del Real
Decreto 477/2014“)

4.2. Medicamento de
terapia génica

Medicamento bioldgico que, sin ser una vacuna contra las
enfermedades infecciosas, cumple los siguientes requisitos:
a) incluye un principio activo que contiene un écido nucleico

recombinante, o estd constituido por él, utilizado en seres
humanos, o administrado a los mismos, con objeto de regu-
lar, reparar, sustituir, afiadir o eliminar una secuencia génica;
b) su efecto terapéutico, profilactico o diagnéstico depende

directamente de la secuencia del acido nucleico recombi-
nante que contenga, o del producto de la expresion genética
de dicha secuencia.

Anexo |, parte IV,
del Real Decreto
1345/2007%- trans-
posicidn del anexo |,
parte IV, de la Directiva
2001/83/CE®@

4.3. Medicamento
de terapia celular
somatica

Medicamento bioldgico que satisface las siguientes condicio-
nes: a) contiene células o tejidos, o estd constituido por ellos,
que han sido objeto de manipulacién sustancial de modo
que se hayan alterado sus caracteristicas bioldgicas, fun-
ciones fisioldgicas o propiedades estructurales pertinentes
para el uso clinico previsto, o por células o tejidos que no se
pretende destinar a la misma funcién esencial en el receptor
y en el donante; b) se presenta con propiedades para ser
usado por seres humanos, o administrado a los mismos, con
objeto de tratar, prevenir o diagnosticar una enfermedad
mediante la accidn farmacoldgica, inmunoldgica o metabdli-
ca de sus células o tejidos.

Anexo |, parte IV,
del Real Decreto
1345/2007% trans-
posicidn del anexo I,
parte IV, de la Directiva
2001/83/CE®@
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Definicion

Referencia normativa

4.4, Producto de inge-
nieria tisular

Medicamento que contiene o esta formado por células o teji-
dos manipulados por ingenieria, y del que se alega que tiene
propiedades, se emplea o se administra a las personas para

Articulo 2.1, letra
b) del Reglamento
1394/2007“

regenerar, restaurar o reemplazar un tejido humano.
Puede contener células o tejidos -viables o no- de origen
humano, animal, 0 ambos, asi como productos celulares,
biomoléculas, biomateriales, sustancias quimicas, soportes
0 matrices.

Quedan excluidos los productos que no ejerzan principal-
mente una accion farmacolégica, inmunolégica o metabdli-
ca, y a) que contienen o estan formados exclusivamente por
células y/o tejidos humanos o animales no viables, o bien, b)

que no contengan células o tejidos viables.

Articulo 2.1, letra
d) del Reglamento
1394/2007“

4.5. Medicamento
combinado de terapia
avanzada

Medicamento de terapia avanzada que cumple con las
siguientes condiciones: a) tiene que incorporar, como parte
integrante del mismo, uno o méas productos sanitarios -éstos
pueden ser productos sanitarios implantables activos-; b)
su parte celular o tisular tiene que contener células o tejidos
viables, o su parte celular o tisular que contenga células o
tejidos no viables tiene que poder ejercer en el organismo
humano una accién que pueda considerarse fundamental
respecto de la de los productos sanitarios.

Con respecto a los radiofdrmacos, debe matizarse que no todos éstos son medicamentos de elabora-
cién o preparacién no industrial, sino que una parte de los mismos son elaborados por parte de los
laboratorios farmacéuticos debidamente autorizados por parte de la Agencia Espafiola de Medicamen-
tos y Productos Sanitarios (AEMPS). Se establecen, pues, tres supuestos en los que los radiofarmacos
se elaboran en una unidad de radiofarmacia de una instalacién hospitalaria y, por tanto, no se requiere
una autorizacién administrativa para su comercializacién por parte de las autoridades sanitarias com-
petentes, a saber: a) la preparacion de forma extemporanea de radiofdrmacos, entendiendo por tales
a aquellos que se preparan de forma previa a su uso, “a partir del marcaje radioisot6pico de un equipo
o de muestras autdlogas del propio paciente (células, proteinas), con un radionucleido precursor o un
radionucleido producido por un generador de radionucleido”, para dar cumplimiento a una prescrip-
cién facultativa, a tenor de lo dispuesto en el articulo 2.26 del Real Decreto 1345/2007%; b) la prepa-
raciéon de radiofarmacos utilizados para tomografia por emisién de positrones (radiofarmacos PET)
que sean elaborados integramente y utilizados, sin dnimo de lucro, en centros vinculados al Sistema
Nacional de Salud y, ademas, sean sustancias en fase de investigacion clinica, o bien, sean medicamen-
tos que la AEMPS considera que satisfacen las garantias de calidad, seguridad, eficacia, identificacion
e informacidn, y que se elaboren en instalaciones adecuadas [articulo 47.1, letra c) del Real Decreto
1345/2007%); articulo 48.5 Real Decreto Legislativo 1/2015"], y b) la preparacion -en el momento de su
uso- de muestras autdlogas donde participen radioisdtopos, asi como la extraccion de dosis individua-
les de radiofarmacos listos para su uso [articulo 47.1, letra b) del Real Decreto 1345/2007%; articulo 48.4
Real Decreto Legislativo 1/2015Y].

Conclusiones

Se ha realizado una propuesta de clasificacién doctrinal de los medicamentos de elaboracién o pre-
paracion no industrial -esto es, medicamentos que no requieren una autorizacion preceptiva de forma
previa a su introduccion en el mercado- basada en cuatro categorias principales, algunas de las cuales,
a su vez, permiten la consideracion de subcategorias. Esta clasificacion también tiene interés docente.
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Resumen

Introduccién: Los anticuerpos monoclonales dirigidos al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
han demostrado beneficio clinico en el carcinoma de cabeza y cuello en estadios avanzados, sin embargo, a pesar
de los alentadores resultados iniciales, los estudios clinicos evidencian que hay pacientes que presentan tasas de
respuesta muy pobres o nulas con su uso.

Método: Se realiz6 una revision de la bibliografia cientifica en las fuentes especializadas Medline, Cochrane Library
y Google académico sobre los mecanismos moleculares de resistencia que pueden estar involucrados en la reduc-
cion de la eficacia de los anticuerpos monoclonales cetuximab y nimotuzumab.

Resultados: En el caso del cetuximab, se exponen los mecanismos de resistencia intrinseca y adquirida tales
como: la presencia de los polimorfismos EGFR-K,,, y AURKA Phe31-lle, la activacién de puntos calientes de mu-
taciones en PIK3CA y KRAS/HRAS, la pérdida de expresién de PTEN, las mutaciones en el dominio extracelular del
EGFR, la sobreexpresién de MET e induccién de la transicidn epitelial-mesenquimal, asi como algunos mecanismos
que involucran las vias AKT/PI3K, RAS/RAF/MEK/ERK y JAK/STAT. Con respecto al nimotuzumab, |a literatura refiere
que los mejores resultados clinicos con su uso se han asociado con la sobreexpresion del EGFR.

Conclusiones: Los mayores desafios en el carcinoma de cabeza y cuello son comprender la resistencia a estas
terapias e identificar biomarcadores predictivos de respuesta para la seleccién adecuada de los pacientes. Aunque
son multiples las propuestas de biomarcadores que se publican, requieren su validacidn en ensayos clinicos pros-
pectivos para su introduccidn en la practica clinica habitual. Se sugiere la necesidad de incrementar los estudios
sobre los mecanismos de resistencia al nimotuzumab.

Palabras clave: biomarcadores predictivos; carcinoma de cabeza y cuello; cetuximab; mecanismos de resisten-
cia; nimotuzumab.

Abstract

Introduction: Monoclonal antibodies targeting the epidermal growth factor receptor (EGFR) have shown clinical
benefit in advanced stages of head and neck carcinoma; however, despite encouraging initial results, clinical stud-
ies show that there are patients who present rates very poor or null response with its use.

Method: A review of the scientific literature was carried out in the specialized sources Medline, Cochrane Library
and academic Google on the molecular mechanisms of resistance that may be involved in reducing the efficacy of
the monoclonal antibodies cetuximab and nimotuzumab.

Results: In the case of cetuximab, the mechanisms of intrinsic and acquired resistance are exposed, such as: the
presence of the EGFR-K_,, and AURKA Phe31-lle polymorphisms, the hot spots activating PIK3CA and KRAS/HRAS
mutations, the loss of PTEN protein expression, mutations in the extracellular domain of EGFR, overexpression of
MET and induction of epithelial-mesenchymal transition, as well as some mechanisms involving the AKT/PI3K, RAS/
RAF/MEK/ERK and JAK/STAT pathways. About nimotuzumab, the literature refers that the best clinical results with
its use have been associated with EGFR overexpression.

Conclusions: The greatest challenges in head and neck carcinoma are understanding resistance to these therapies
and identifying predictive biomarkers of response for proper patient selection. Although there are multiple propos-
als for biomarkers that are published, they require their validation in prospective clinical trials for their introduction
into routine clinical practice. The need to increase studies on the mechanisms of resistance to nimotuzumab is
suggested.

Keywords: cetuximab; head and neck carcinoma; mechanisms of resistance; nimotuzumab; predictive biomarkers.
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Puntos clave

El trabajo expone algunos mecanismos moleculares de resistencia, tanto intrinseca como adquirida,
reportados por diferentes investigadores, que pueden estar involucrados en la reduccién de la efica-
cia de los anticuerpos monoclonales especificamente dirigidos al receptor del factor de crecimiento
epidérmico, aspecto que limita el beneficio clinico de estas terapias en el tratamiento del carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello en estadios avanzados y que constituye a su vez uno de los
mayores desafios en la lucha contra esta enfermedad en la actualidad.

El estudio de la resistencia a estas terapias se ha focalizado al cetuximab, que es el anticuerpo mono-
clonal de referencia, el de mayor desarrollo clinico y el nico aprobado por la FDA en el tratamiento de
estos tumores, sin embargo, muy poco se ha publicado en este sentido en la literatura cientifica con
respecto al nimotuzumab, anticuerpo monoclonal aprobado en Cuba desde el 2002 y ampliamente
utilizado en el tratamiento de este tipo de cancer y ademas registrado en otros 28 paises. Su aporte a
la literatura es presentar un articulo donde se aborda al nimotuzumab, pero con un nuevo enfoque, el
de la resistencia. Se presentan los resultados positivos obtenidos con su empleo, pero también se de-
muestra la falta de respuesta clinica en algunos pacientes, que evidencian la necesidad de acrecentar
las investigaciones en este sentido.

Las implicaciones para la practica son comunicar a la comunidad cientifica la existencia de un area
del conocimiento que precisa una mayor investigacion, cuyos resultados pueden permitir el estudio
e identificacién de nuevos mecanismos moleculares de resistencia o la validacién de mecanismos ya
reportados para el cetuximab y que pueden estar presentes en el nimotuzumab.

Introduccion

Los carcinomas de cabeza y cuello (CCC) constituyen un grupo heterogéneo de tumores que se locali-
zan en los senos paranasalesy cavidad nasal, nasofaringe, orofaringe (amigdala, paladar blando y base
de la lengua), hipofaringe, laringe (glotis, subglotis y supraglotis), cavidad oral (mucosa oral, encia,
paladar duro, lengua mdvil y suelo de boca), labio y glandulas salivares?. Se clasifican histoldgica-
mente de acuerdo con el tipo celular afectado. De esta manera, se observa que la mayor frecuencia de
tumores es de etiologia epitelial (>90 %) y la minoria son tumores mesenquimales o de estirpe hema-
tolinfoide. El carcinoma escamoso es el tipo histoldgico mas frecuente y representa practicamente el
100 % de los tumores epiteliales de cabeza y cuello®™.

El CCC tiene unaincidencia de alrededor un 4-5 %; representa la quinta neoplasia en la poblacién mun-
dialy séptima en cuanto a mortalidad. Cada afio se diagnostican unos 650.000 casos nuevos y ocurren
aproximadamente 350.000 fallecimientos anuales por esta causa. La falta de terapias efectivas contri-
buye a la mortalidad de los pacientes?. Estos tumores se presentan notablemente mas en hombres
que en mujeres, con una relacién que oscila de 2:1 a 4:1%,

Cuba, segln el ultimo registro de incidencia que data del afio 2016, reportd una incidencia de 2.906
casos nuevos. El cancer de labio, cavidad bucal y faringe y el cancer de laringe ocupaban el cuarto y el
sexto lugar en incidencia para el sexo masculino, con una tasa bruta de 25,0 y 19,8 por 100.000 habi-
tantes, respectivamente®,

De acuerdo a los datos del Anuario Estadistico de Salud de Cuba, durante el 2019 se produjeron 893
defunciones por tumores de labio, cavidad bucal y faringe y 891 defunciones por cancer de laringe, lo
cual representd tasas de 8,0 y 7,9 por cada 100.000 habitantes, respectivamente®.

Los clasicos factores de riesgo asociados al desarrollo de CCC son el consumo de tabaco y alcohol.
Investigaciones mas recientes han relacionado el CCC con la posible exposicion a otros factores con-
tribuyentes como el virus del papiloma humano (VPH) subtipo 16 y el Virus de Epstein-Barr (VEB)®©*.

El prondstico de los pacientes es variable y depende del estadio del tumor en el momento del diagnds-
tico. La supervivencia relativa a los cinco afios esta entre el 76-83 % en pacientes con tumores locali-
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zados (estadio I-11), del 45-63 % en pacientes con tumores locorregionales avanzados (Ill, IVAy IVB) y
35-38 % con tumores en estadio metastasico (IVC)®.

La cirugia y la radioterapia (RT) son los métodos terapéuticos clasicos en el tratamiento locorregional
del CCC. En general, las lesiones de pequefio tamaiio sin afectacion cervical importante, estadios | y
Il, se tratan indistintamente con cirugia o con RT. Ambas modalidades de tratamiento pueden consi-
derarse igualmente efectivas, optando por una u otra en funcién de diferentes factores. En tumores
de mayor volumen, suele ser necesario la combinacién de ambas modalidades. En los pacientes en
estadios localmente avanzados se realiza una terapia multimodal secuencial que engloba cirugia, RTy
quimioterapia (QT)®%, Para tumores inoperables, la alternativa que se prefiere es la quimio-radiotera-
pia (QRT) o RT més anticuerpos monoclonales (AcM)®Y.

Mas del 80 % de los casos de CCC se diagnostican con enfermedad locorregional avanzada. A pesar de
los avances en el tratamiento multimodal, mas de la mitad de los pacientes no son curados y recaen
localmente o en sitios distantes en alglin momento de su evolucidn. De estos sélo un nimero muy
limitado de pacientes son candidatos para cirugia o re-irradiacion. Los pacientes no aptos para dicho
tratamiento suelen recibir QT. El prondstico es desfavorable, pues la supervivencia global (SG) espe-
rada en pacientes con cancer epidermoide recurrente o metastasico se encuentra en torno a los 6-12
meses213),

La incorporacion de AcM anti-EGFR, como el cetuximab y nimotuzumab, al tratamiento del carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC) en estadios avanzados, en combinacidn con los cito-
téxicos clasicos y/o RT, son la Unica estrategia hasta la fecha que ha demostrado una mejoria significa-
tiva en el control locorregional (CLR) y la supervivencia de los pacientes, por esta razén constituye una
opcion terapéutica muy valiosa*»#19,

El objetivo del presente trabajo es exponer algunos mecanismos de resistencia, tanto intrinseca como
adquirida, reportados por diferentes investigadores, que pueden estar involucrados en la reduccion
de la eficacia de los AcM anti-EGFR, aspecto que limita el beneficio clinico de estas terapias en el trata-
miento del CCECC en estadios avanzados y que constituye a su vez uno de los mayores desafios en la
lucha contra esta enfermedad.

Métodos

Se realizd una revision de la bibliografia cientifica en las fuentes especializadas Medline (via Pubmed),
Cochrane Library y Google académico, en el periodo de 2005-2020. Para definir los términos de bus-
queda se empled el Medical Subject Headings (MeSH). Se consideraron adecuados los descriptores
siguientes: “cetuximab”, “nimotuzumab”, “head and neck squamous cell carcinoma”, “mechanism of
resistance”, “biomarker”. Para la identificacion de los articulos se verificé que los términos buscados
se encontraran en el titulo o en el resumen. Se incluyeron los estudios originales realizados in vitro, en
animales o en humanos cuyos resultados estuvieran relacionados directamente con el objetivo de la
revisidn, con acceso a texto completo y la seleccién de estos realizé en base a su mayor actualizacidn
y claridad. Se excluyeron las revisiones, los comentarios, cartas, los trabajos duplicados y los articulos
publicados en un idioma diferente al inglés o espafiol.

Resultados

La seleccion de los estudios se realizé segin el diagrama de flujo PRISMA (Figura 1). La estrategia de
busqueda en las bases de datos permitié identificar inicialmente 231 articulos, de estos, 225 corres-
pondieron al cetuximab y 6 al nimotuzumab. Se evaluaron 82 articulos en texto completo para su ele-
gibilidad y finalmente 17 cumplieron con los criterios de inclusién. De los 17 trabajos evaluados, 7
estudios fueron realizados in vitro, 6 se ejecutaron in vitro y en animales, 1 fue desarrollado in vitro, en
animales y humanosy 3 fueron en humanos.
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Figura 1. Diagrama de flujo PRISMA para la seleccidn de los articulos.

Cetuximab en el tratamiento del CCECC

El cetuximab es un AcM quimérico de inmunoglobulina G1 (IgG1), especificamente dirigido al EGFR®.
El EGFR también conocido como ErbB-1 o HERL, es un miembro de la familia de receptores ErbB. Es
una glicoproteina transmembranal con un peso molecular de 170 kDa, que pertenece a una familia de
receptores con actividad tirosina quinasa, que inician una cascada de sefializacion intracelular a partir
de la unién de los factores de crecimiento, que incluye las vias RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT/mTOR y de
JAK/STAT. Esto se relaciona con un aumento de la proliferacidn celular, diferenciacion, angiogénesis,
metastasis, asi como con disminucion de la apoptosis. El EGFR se encuentra sobreexpresado en el 90
% o mas de los casos de CCC y esta asociado con un mal prondstico y resistencia a los tratamientos on-
coldgicos convencionales como la RT y QT. En base a esto, esta molécula se propuso como una buena
diana para el tratamiento del cancer*29,

El cetuximab se une con alta especificidad al dominio extracelular del EGFR y bloquea competitiva-
mente la unién de los dos principales ligandos enddgenos: el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y
el factor transformante de crecimiento alfa (TGFa). Su unién al EGFR impide la estimulacion del recep-
tor y como resultado de ello, se inhibe la cascada de reacciones en la via molecular correspondiente,
cuya consecuencia es la inhibicidn de la proliferacion celular, el incremento de la apoptosis, asi como
una reduccion de la angiogénesis, la invasividad y metastasis. La union del cetuximab al EGFR también
promueve la internalizacién y posterior degradacion del receptor en los compartimentos endosoma-
les, esto a su vez incrementa la velocidad de degradacién de esta molécula y disminuye el nimero de
receptores disponibles en la superficie para sefializar+-23),

Ademas, el cetuximab es un potente inductor de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(CCDA) y algunos estudios han demostrado que el AcM produce una marcada sinergia en combinacion
con la QT en una variedad de tipos y modelos de células tumorales y también mejora la sensibilidad a
la RTC29,

El cetuximab es el primer AcM antagonista del EGFR aprobado por la Agencia Reguladora de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos (FDA, siglas en inglés) para su aplicacion en pacientes y se considera
el AcM anti-EGFR de referencia®?°).
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Desde el afio 1994, se han ejecutado multiples ensayos clinicos (EC) con el cetuximab, en los que se
han tratado miles de pacientes con tumores de origen epitelial. Este AcM ha sido utilizado tanto en
monoterapia como en combinacién con RT o QT®.

Bonner y col. realizaron y publicaron un ensayo de fase Ill. En el estudio, 424 pacientes con CCC loco-
rregional avanzado, fueron asignados aleatoriamente a un tratamiento con elevadas dosis de RT o a
elevadas dosis de RT mas cetuximab semanal. El grupo experimental mejord significativamente el CLR
y la mediana de supervivencia: 24,4 meses frente a 14,9 (p=0,005) y 49,0 frente a 29,3 meses (p = 0,03)
respectivamente, en comparacion con la RT sola®.

En un estudio de fase Ill conducido por Eastern Cooperative Oncology Group, en el cual se inscribieron
117 pacientes con CCECC recurrente o metastasico y que fueron asignados aleatoriamente para recibir
cisplatino cada 4 semanas, con cetuximab semanal (grupo A) o placebo (grupo B). Se observé una ten-
dencia al incremento tanto en la supervivencia libre de progresion (SLP) 4,2 meses frente a 2,7 meses,
como en la SG, 9,2 meses frente a 8,0 meses, en el grupo A en comparacién con el grupo B?7.

Merlano y col. evaluaron la terapia combinada de cetuximab con cisplatino, 5-fluorouracilo (5-FU) y RT
en 45 pacientes, de ellos 38 presentaban enfermedad en estadio IV y 40 con afectacidn ganglionar. El
criterio de valoracion principal del estudio fue la tasa de respuesta completa (RC). La RC ocurrid en 32
pacientes (71 %)@,

El cetuximab esta aprobado por la FDA desde el 2006 para el tratamiento de pacientes con CCECC lo-
calmente avanzado, de forma concomitante con RT y desde el 2011 en pacientes con enfermedad recu-
rrente y/o metastasica en combinacién con QT basada en compuestos de platino teniendo en cuenta
los resultados positivos de los EC y este esquema es considerado hasta la actualidad como el “estandar
de oro” en el tratamiento de primera linea de estos pacientes?2%1,

Sin embargo, a pesar de los prometedores resultados expuestos anteriormente, también se ha consta-
tado que s6lo una minoria de los pacientes tratados se beneficia de la terapia con cetuximab y que el
CCECC exhibe resistencia al tratamiento con este AcM, aspecto que plantea un desafio para su manejo
clinico eficaz®*3%.

La literatura refiere que la eficacia del tratamiento con cetuximab es baja, con una tasa de respuesta
objetiva de un 13 % en monoterapia y un 36 % en combinacién con QT. El tiempo hasta el fracaso del
tratamiento, oscila alrededor de cinco meses en pacientes tratados con el régimen EXTREME (cetuxi-
mab/cisplatino/5-FU) aunque se mantenga la terapia con cetuximab®2.

Estos datos sugieren que el mecanismo de resistencia intrinseca y adquirida ha limitado considerable-
mente el beneficio clinico del cetuximab en el CCECC, por tal razdn, la comprensidn de los mecanismos
moleculares de resistencia reviste enorme interés clinico en la actualidad y representa uno de los ma-
yores desafios en el tratamiento de esta enfermedad. Su conocimiento puede proporcionar indicacio-
nes valiosas para la identificacion de biomarcadores que pueden utilizarse en la practica clinica para
predecir la respuesta a estas terapias y de este modo seleccionar adecuadamente a los pacientes con
mayor probabilidad de beneficiarse con los AcM anti-EGFR, asi como establecer nuevas opciones de
tratamiento para reducir la resistencia®®>33,

Mecanismos moleculares de resistencia al cetuximab en pacientes con CCECC

Braigy col. refieren un mecanismo especifico de resistencia basado en la presencia de un polimorfismo
de nucleédtido simple (SNP) codificado como EGFR-K,,, 0 alelo K, que tiene un cambio de un aminoaci-
do (arginina por lisina), en la posicion 521 del dominio extracelular del receptor. Este polimorfismo es
expresado en mas del 40 % de los casos de CCECC y previamente habia sido reportada su asociacion
con la respuesta reducida al cetuximab en una pequefia serie clinica de CCECC. En el estudio, los in-
vestigadores confirmaron este dato clinico en una cohorte de 59 pacientes VPH negativo con CCECC,
en tratamiento paliativo con cetuximab en combinacién con QT o RT, de los cuales, el 55,9 % fueron
homo o heterocigotos para el alelo Ky mostraron una SLP mas reducida (mediana 4,93 meses; 95 % Cl,
3,52-6,34) en comparacion con los pacientes que no expresaron el alelo K (mediana 8,25 meses; 95 %
Cl, 3,25-13,26; P = 0,049)¢2,
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Ademas, se realizaron estudios en 12 lineas celulares de CCECC y detectaron que el cetuximab no inhi-
bié significativamente la formacion de colonias en las lineas celulares con una alta frecuencia de alelo
K, lo que sugiere insensibilidad al cetuximab bajo condiciones in vitro, la cual fue también confirmada
in vivo utilizando ratones con xenoinjertos de CCECC con expresién de EGFR-K,, . Los investigadores
proponen que el polimorfismo EGFR-K,,, puede ser un potencial biomarcador predictivo de respuesta
en el CCECC, pero que precisa de validacion en estudios clinicos prospectivos®?.

Otro polimorfismo del cual se ha estudiado su posible asociacién con la respuesta reducida al cetuxi-
mab en el CCECC es el AURKA (aurora quinasa A) Phe31-Ile. La AURKA es una proteina oncogénicay su
funcidn es participar en la division celular en los mamiferos. Este SNP implica la sustitucién de timina
por adenina en el coddn 91 del gen STK15, lo que causa a su vez el cambio del aminoacido fenilalanina
por isoleucina. Se ha demostrado que la variante 31lle se amplifica preferentemente y esta asociada
con el grado de aneuploidia en tumores humanos®,

Pickhard y col. desarrollaron un estudio donde comprobaron que las lineas celulares de CCECC homo-
cigotas de tipo silvestre (Phe/Phe) respondieron al tratamiento en monoterapia con cetuximab, al mos-
trar una disminucion significativa de la supervivencia clonogénica cuando eran tratadas con el AcM,
mientras que las lineas celulares heterocigotas (Phe/lle) no respondieron al tratamiento y demostraron
ser resistentes al mismo. Los investigadores consideran que el estudio proporciona una evidencia in
vitro del valor predictivo del polimorfismo AURKA Phe31-lle en la eficacia del tratamiento con cetuxi-
mab®,

Leblanc y col. realizaron una investigacion en la cual fueron analizados 115 pacientes con CCECC tra-
tados con cetuximab. De ellos, 77 con enfermedad recurrente y/o metastasica, tratados con cetuximab
en primera linea (grupo 1) y 38 con tumores localmente avanzados, tratados con cetuximab y RT (grupo
2). La media de seguimiento fue de 54,1 meses (rango: 3,2-92,5 meses). En el grupo 1 la activacion de
puntos calientes de mutacion en PIK3CA y KRAS/HRAS se correlaciond con una pobre SLP [mutaciones
de PIK3CA (P=0,04), mutaciones en los genes RAS (P < 0,001), y todas las mutaciones juntas (PIK3CA o
KRAS o HRAS; P =0,002)]. En el grupo 2, se identifico que la pérdida de expresion de la proteina homo-
loga de fosfatasa y tensina (PTEN) tendia a tener un impacto negativo en el prondstico de los pacientes.
Los investigadores también proponen que estos resultados deben ser validados adicionalmente en
cohortes independientes teniendo en cuenta los regimenes de tratamiento®®.

Nair y col. encontraron que las mutaciones en el dominio extracelular del EGFR pueden causar sefia-
lizacion independiente del EGF, que conduce a una sefializacién sostenida de la proteina quinasa B
(AKT) y resistencia al cetuximab®. Por otro lado, Yonesaka y col. realizaron un estudio donde se exa-
mind que la heregulina, ligando del receptor del factor de crecimiento epidémico 3 (HER3) de la mis-
ma familia que EGFR, estaba regulada en ascenso en las células con CCECC con resistencia adquirida
al cetuximab, confiriéndoles supervivencia celular a través de la via de sefializacion de AKT. Ademas,
comprobaron que la eliminacién de la heregulina en las células resistentes inhibia la fosforilacion de
HER3 y AKT y recuperaba la eficacia anticancerosa del cetuximab®7.

Wang y col. encontraron que el cetuximab indujo la activacién de HER3 y la dimerizacién de HER2/
HER3 en lineas celulares de CCECC y que el tratamiento combinado con cetuximab y MM-121 (seriban-
tumab) bloqueaba las actividades de EGFR y HER3 e inhibia las vias de sefializacion de PI3K/AKT y ERK
y el crecimiento celular de manera mas eficaz que cuando se empleaba cada anticuerpo de manera
individual®®.

Daly y col. demostraron que las proteinas de fusién FGFR3-TACC3 promueven la resistencia adquirida
cuando se combinan bloqueadores de EGFR y HER3, por activacion de la via RAS/RAF/MEK/ERK en cé-
lulas de CCECC®. En otro estudio se demostrd que las mutaciones de HRAS son bastante comunes en
CCECC (9,44 %) y se asocian con una menor respuesta a la terapia con cetuximab?,

Novoplansky y col. estudiaron un caso clinico de una paciente de 72 afios con CCECC tratada con cetu-
ximab en monoterapia, que desarroll6 una respuesta inicial casi completa, seguida del desarrollo de
resistencia adquirida. Los investigadores encontraron una amplificacion y sobreexpresion sustancial
de una proteina tirosina quinasa receptora, denominada MET y de su ligando, el factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF) en las células resistentes al cetuximab. También comprobaron que la estimu-
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lacién de MET en lineas celulares de CCECC fue suficiente para reactivar la via de la proteina quinasa
activada por mitégenos (MAPK) y conferir resistencia al cetuximab tanto in vitro como in vivo y que
ademas la activacion de la via MET/MAPK elimina la regulacion positiva de HER2/HER3 inducida por
cetuximab®.

Brand y col. encontraron que AXL, un receptor tirosina quinasa, media la resistencia adquirida al ce-
tuximab en CCECC a través de la sefializacién de MAPK y la activacidn posterior del EGFR y el factor de
transcripcidn c-Jun“?, McDaniel y col. encontraron que la tirosina 821 de AXL media la resistencia al
cetuximab mediante la activacién de la proteina quinasa c-ABL en el CCECC y que la inhibicién de la
sefializacion de c-ABL resensibilizé a las células tumorales al AcM“2),

Boeckx y col. observaron que las células resistentes al cetuximab regulan positivamente varios genes,
incluidos los de la interleucina-8 (IL-8), HB-EGF (factor de crecimiento similar a EGF de unién a hepari-
na) y la metaloproteinasa ADAM19. Comprobaron ademds que estas células mostraron rasgos de tran-
sicion epitelial a mesenquimal (EMT), al presentar mayor capacidad migratoria e invasiva, aumento de
la expresion de la proteina mesenquimatosa, vimentina; asi como la expresion de genes involucrados
en la EMT®, Hsu'y col. corrobaron el papel de la EMT en la resistencia adquirida al cetuximab y encon-
traron que esta era inducida por la proteina SNAIL, un marcador mesenquimal®®.

Sen y col. identificaron una mayor activacion del transductor de sefial y activador de la transcripcion
3 (STAT3) en los tumores que reaparecieron después del tratamiento con cetuximab, en comparacion
con los que no recibieron tratamiento y que la inhibicién de STAT3 disminuye el crecimiento de las li-
neas celulares con resistencia intrinseca o adquirida a la terapia anti-EGFR“). En otro estudio, Wheeler
y col. encontraron que EGFRuvIll, una forma mutante de EGFR que confiere resistencia al cetuximab al
presentar un dominio de unién al ligando truncado, indujo la migracién e invasion de células de CCECC
junto con un aumento de la activacién de STAT39.

Nimotuzumab: el AcM anti-EGFR desarrollado en Cuba para el tratamiento del CCECC

En Cuba se emplea el nimotuzumab para el tratamiento del CCECC en estadios avanzados, en combina-
cién con QRT o RT sola “"., El nimotuzumab es un AcM humanizado, inmunoglobulina de isotipo 1gG1,
desarrollado por el Centro de Inmunologia Molecular de Cuba. Reconoce el EGFR con una afinidad
intermedia al presentar una constante de disociacion (KD) de 2,1 x 10 ® mol / L“74849),

El nimotuzumab, al igual que el cetuximab, se une al dominio extracelular del EGFR y bloquea la inte-
raccion de sus dos principales ligandos enddgenos. De esta forma inhibe la actividad tirosina quina-
sa del receptor y se detiene el ciclo celular en la fase G1-S, con un marcado efecto anti-proliferativo.
Ademas, ejerce un efecto antiangiogénico y proapoptético en aquellos tumores que sobreexpresan el
EGFRy reduce el nimero de células CD133+: células madre tumorales, responsables de la radiorresis-
tencia. En estudios recientes se ha demostrado que el nimotuzumab activa las células asesinas natu-
rales (NK), estimula la maduracién de las células dendriticas e induce células T citotdxicas especificas
contra EGFR. También, el AcM restaura la expresion del complejo principal de histocompatibilidad |
(CMH-1) en las células tumorales, lo que dificulta una de las vias de escape inmunoldgico del EGFR®49),

Desde 1998, se han concluido méas de 50 EC en todo el mundo con nimotuzumab'?, El primer ensayo
controlado inscribié a 106 pacientes con CCECC locorregionalmente avanzado, no aptos para recibir
QRT concurrente. Los pacientes fueron aleatorizados para recibir RT mas nimotuzumab o placebo. El
criterio de valoracién del ensayo fue la evaluacion de la tasa de respuesta en ambos grupos. La tasa de
RC fue de 59,5 % en la cohorte de nimotuzumab mas RT frente al 34,2 % en el grupo control, diferencias
estadisticamente significativas. La mediana de SG fue de 12,50 frente a 9,47 meses en el grupo experi-
mental y control, respectivamente®®,

En un estudio controlado realizado en la India, 92 pacientes en estadio IlI/IVA fueron asignados alea-
toriamente a dos grupos: grupo A (RT frente a RT + nimotuzumab) y grupo B (QRT frente a QRT + nimo-
tuzumab). Los sujetos recibieron 60-66 Gy en combinacidn con seis dosis de nimotuzumab semanales.
La QT consistié en cisplatino, 50 mg /semanales durante seis semanas. En el grupo A, la respuesta
antitumoral objetiva fue del 76 % en los sujetos que recibieron RT y nimotuzumab frente al 37 %, en
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los pacientes que solo recibieron RT. En el grupo B, la tasa de CLR fue del 100 % en los pacientes que
recibieron nimotuzumab mas QRT frente al 70 % en los pacientes tratados con QRT®Y.

Después de un seguimiento a largo plazo, la tasa de supervivencia a cinco afios fue del 39 % con RT +
nimotuzumab frente al 26 % con RT sola (p>0,05). La tasa de supervivencia fue del 57 % para el grupo
de QRT+ nimotuzumab frente al 26 % para QRT sola (p = 0,03). El riesgo de muerte fue un 24 % menor
si los pacientes recibieron RT + nimotuzumab en comparacidn con la RT sola, mientras que el riesgo de
muerte fue 64 % menor con QRT + nimotuzumab en comparacidén con QRT®?,

Un estudio de fase Ill fue realizado en Mumbai (India), para evaluar el impacto de nimotuzumab mas
cisplatino/RT en la SLP, CLR, supervivencia libre de enfermedad (SLE) y SG. Fueron incluidos 536
sujetos, con confirmacion de CCE de la cavidad oral, orofaringe, hipofaringe o laringe, estadio lll-IV y sin
metastasis a distancia. Los pacientes fueron asignados a QT (cisplatino semanal 30 mg/m2, 7 semanas)
+ RT (dosis total de 6.600-7.000 cGy) o al mismo tratamiento mas nimotuzumab semanal (200 mg /
dosis) para completar 7 dosis. En los sujetos que recibieron nimotuzumab + cisplatino/RT se aprecié
una SLP de 60,3 meses frente a 21 meses (grupo control) (HR 0,69; p =0,004). La tasa de SLP a los 2 afios
fue de 61,8 % (grupo de nimotuzumab) frente a 50,1 % (grupo control). La SLE a dos afios fue de 60,2 %
(grupo de nimotuzumab) frente a 48,5 % (grupo control) (HR 0,71; p =0,008). El CLR a dos afios fue del
67,5 % (grupo de nimotuzumab) frente a 57,6 % (grupo control) (HR 0,67; p = 0,006). La SG a dos afios
fue de 63,8 % (grupo de nimotuzumab) frente a 57,7 % (grupo control)®*.

Los datos de los EC presentados anteriormente demuestran los resultados positivos obtenidos con el
nimotuzumab en el tratamiento de los pacientes con CCECC, sin embargo, también evidencian que hay
un grupo de pacientes que no responden a esta terapia y por consiguiente no reciben sus beneficios
clinicos, razén por la cual, resulta imprescindible investigar por qué algunos pacientes responden bien
a la terapia con nimotuzumab y en otros la tasa de respuesta no es la esperada y si este comportamien-
to puede estar relacionado con la existencia de mecanismos moleculares de resistencia a la terapia
con este AcM.

Roca y col. publicaron un estudio en el cual se incluyeron 36 pacientes con CCECC en estadios avan-
zados inscritos en un EC fase IV. De estos, 14 recibieron tratamiento con nimotuzumab y RT, 14 fueron
tratados con nimotuzumab combinado con RTy QT y a ocho se les aplic el nimotuzumab solo. Al fina-
lizar el estudio (tres afnos), el 100 % de los pacientes tratados con nimotuzumab en monoterapia o con
nimotuzumab combinado con RT y QT estaban vivos, mientras que en el grupo de nimotuzumab con
RT, de los 14 pacientes iniciales, solamente sobrevivieron cuatro. Los investigadores observaron que
tanto la media de los pardmetros hematoldgicos y de funcién hepatica como la de otras variables del
metabolismo se encontraron en el rango de referencia para cada una de las determinaciones antes del
tratamiento y durante este y que, por tanto, no existieron diferencias significativas para los parametros
de laboratorio®. Los resultados antes expuestos animan a plantear la siguiente interrogante: ;Por qué
los pacientes tratados con la combinacién de nimotuzumab y RT tuvieron una menor supervivencia
en comparacion con el resto de los pacientes incluidos en el estudio que recibieron otros esquemas
de tratamiento?

En este sentido la literatura refiere que las evidencias apuntan hacia la asociacién entre la sobreexpre-
sidén del EGFR en células tumorales y el beneficio clinico de nimotuzumab en pacientes tratados, pues
los estudios clinicos han demostrado que existe una correlacién directa entre la elevada expresidn del
EGFRYy la SG™47,

Se ha planteado que los AcM con afinidades intermedias como el nimotuzumab pueden acumularse
preferentemente en los tumores que muestran mayor expresion del EGFR, mientras que los anticuer-
pos con alta afinidad como es el caso del cetuximab reconocen tumores con menor expresion de la
diana, pero también tejidos normales®*?. Akashi y col. demostraron que la unién del nimotuzumab y
la posterior inhibicion de la fosforilacion del EGFR solamente se detectaron en lineas de células tumo-
rales con media o alta expresion del EGFR (10* receptores por célula o mas)®, por otro lado, Garrido
y col. observaron que la unién de los fragmentos Fab del nimotuzumab Unicamente se detect6 en la
linea celular A431 (10°receptores por célula), mientras que los fragmentos Fab del cetuximab también
fueron identificados en las células tumorales con bajos niveles del EGFR®®,
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En el EC de fase Il realizado en pacientes con CCECC considerados no aptos para recibir QRT, la eficacia
de nimotuzumab combinado con RT se comparé con RT mas placebo. En un subconjunto de pacien-
tes, la expresion del EGFR se evalué mediante inmunohistoquimica. Los pacientes con tumores que
expresaron altos niveles del EGFR y que recibieron nimotuzumab tuvieron una mejoria significativa
en el tiempo medio de supervivencia en comparacion con los pacientes del grupo placebo (16,5 frente
a 7,2 meses, p = 0,0038) mientras que en aquellos pacientes cuyos tumores eran EGFR negativo no se
observé una ventaja significativa del tratamiento con el AcM en comparacién con el grupo placebo®®.
Se observaron hallazgos similares en un EC de fase 1IB en pacientes con CCECC sin tratamiento previo,
que recibieron terapia estandar con o sin nimotuzumab. La expresion del EGFR tuvo una correlacion
significativa con la supervivencia en pacientes tratados con nimotuzumab y QRT (p = 0,02)"7.

Teniendo en cuenta estos resultados, se ha considerado que para el nimotuzumab los pacientes con
alta expresién del EGFR pueden obtener un mayor beneficio clinico y que esta caracteristica puede ser
un posible biomarcador predictivo de eficacia, pero que precisa de validacién en EC prospectivos®*7,
Paradéjicamente para el cetuximab, que tiene la capacidad de conservar su eficacia incluso en aque-
llos tumores con baja expresion del EGFR™, los niveles de expresion del receptor no parecen influir en
la respuesta clinica diferencial mostrada por los pacientes, es por ello que la sobreexpresién tumoral
del EGFR, al parecer, no es un biomarcador predictivo clinicamente Gtil en el CCECC. Los andlisis reali-
zados en grandes ensayos aleatorizados han revelado que no hay asociacion entre el estado del EGFR
determinado por inmunohistoquimica y el beneficio del cetuximab en estos tumores®®. Estas obser-
vaciones parecen indicar que, ademas de los niveles de expresion del EGFR, los resultados clinicos
con la terapia anti-EGFR en el CCECC, pueden involucrar otros mecanismos moleculares y genéticos
de extraordinaria complejidad y heterogeneidad que precisan ser investigados para el nimotuzumab.

. o ¢
Discusion
Los resultados de la revision bibliografica confirman el enorme interés que ha despertado la compren-

sidn de la resistencia al tratamiento con cetuximab en el CCECC, al reportarse varios mecanismos mo-
leculares de resistencia tanto intrinseca como adquirida al AcM.

Un mecanismo al cual se le ha prestado gran atencién es la influencia del polimorfismo genético en
la respuesta clinica diferencial mostrada por los pacientes tratados con cetuximab, tanto en el EGFR
como a nivel de proteinas oncogénicas como la AURKA. La sobreexpresion de MET e induccién de la
EMT por marcadores mesenquimales como SNAIL y la regulacidn positiva de varios genes como IL-8,
HB-EGF y ADAM19, también han depertado gran interés. Las mutaciones en el dominio extracelular
del EGFR, aunque han sido intensamente estudiadas, fueron las que arrojaron el menor nimero de
publicaciones en la bisqueda realizada. Prevalecieron los estudios en los que se asocié la reduccion
de la eficacia del tratamiento con cetuximab con vias alternativas, que pueden incluir sefiales compen-
satorias de otros receptores de la familia EGFR, como HER3, asi como otros mecanismos de resistencia
relacionados con alteraciones moleculares en las vias de sefializacion: AKT/PI3K, RAS/RAF/MEK/ERK y
JAK/STAT, particularmente las que involucran a las proteinas de la familia Ras, PIK3CA, PTEN y STAT3,
asi como el receptor tirosina quinasa AXL.

Con respecto al nimotuzumab, aparte de los hallazgos anteriormente expuestos, en la literatura dispo-
nible consultada no se encontraron otros estudios que aborden los posibles mecanismos que subya-
cen en la variabilidad de la respuesta clinica a la terapia con nimotuzumab en los pacientes con CCECC
y si este comportamiento puede involucrar la presencia de mecanismos moleculares de resistencia,
resultado que sugiere la necesidad de realizar mas investigaciones en este sentido.

Conclusiones

La incorporacién de terapias dirigidas al EGFR, como el cetuximab y nimotuzumab, han demostrado
beneficio clinico en combinacién con los tratamientos oncoldgicos clasicos. Sin embargo, los estudios
clinicos evidencian que hay pacientes que presentan tasas de respuesta pobres o nulas con su uso.
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En el caso del cetuximab la eficacia clinica ha sido considerada limitada; debido a que pueden estar
implicados los mecanismos de resistencia intrinseca y adquirida tales como: la presencia de los poli-
morfismos, EGFR-K,,, y AURKA Phe31-lle, la activacién de puntos calientes de mutaciones en PIK3CA
y KRAS/HRAS y la pérdida de expresion de PTEN, entre otros. Aunque son mdltiples las propuestas de
biomarcadores que se publican, requieren su validacidén en EC prospectivos para que sean introduci-
dos en la practica clinica habitual y de este modo seleccionar a los pacientes con mayor probabilidad
de beneficiarse con estas terapias. Se sugiere la necesidad de incrementar los estudios sobre los meca-
nismos de resistencia al nimotuzumab.
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Resumen

Introduccion: Revisar la evidencia cientifica sobre las consecuencias derivadas de la automedicacién con benzo-
diacepinas (BZD) en personas adultas.

Método: Revisidn exploratoria de los articulos recuperados de las bases de datos MEDLINE (PubMed), Embase, Co-
chrane Library, Scopus y Web of Science hasta octubre de 2020. La busqueda se formulé'mediante los descriptores
“Self Medication” y “Benzodiazepines”, utilizando los Entry Terms relacionados y los filtros: «<Humans» y «Adult:
19+years». La calidad de los articulos se evalué’mediante STROBE.

Resultados: De las 388 referencias recuperadas, tras aplicar los criterios de inclusion y exclusidn, se seleccionaron
14 articulos. Las puntuaciones STROBE oscilaron entre minimo de 8,7 y maximo de 17,7, con mediana de 14,3. En
8 articulos se estudié la automedicacién; en 2 el abuso; en otros 2 la automedicacidn o el abuso con la finalidad de
tratar las emociones, el estrés o, directamente, drogarse. Otros resultados fueron la sobredosificacién y el consumo
previoy posterior de BZD al ingreso en programa de metadona.

Conclusiones: Los articulos revisados reportaron elevada prevalencia de automedicacién y auto-manipulacién de
BZD. Es necesario conocer el patrén de uso en cada grupo poblacional para establecer medidas que garanticen
una adecuada prescripcidn y uso racional. Mejorando la atencidén farmacéutica en el proceso de dispensacién de
BZD (alertando sobre las consecuencias de un tratamiento crénico y la exclusividad de las recetas) y la validacién
farmacéutica (deteccién de prescripciones inadecuadas), se podria actuar contra la automedicacién de las BZD y
las consecuencias derivadas.

Palabras clave: Automedicacion; Benzodiazepinas; Trastornos Relacionados con Sustancias; Programas de Moni-
toreo de Medicamentos Recetados; Medicamentos bajo Prescripcion.

Abstract

Introduction: To review the scientific evidence on the consequences of self-medication with benzodiazepines
(BZD) in adults.

Method: Exploratory review of the articles retrieved from the bibliographic databases MEDLINE (PubMed), Embase,
Cochrane Library, Scopus and Web of Science until October 2020. The search query was formulated using the de-
scriptors “Self Medication” and “Benzodiazepines”, also using the related Entry Terms and filters: <Humans» and
«Adult: 19+years». The quality of the articles was evaluated using the STROBE questionnaire.

Results: From the 388 references retrieved, after applying the inclusion and exclusion criteria, 14 articles were se-
lected. Once the articles were evaluated by means of the STROBE questionnaire for this review the scores ranged
from a minimum of 8.7 to a maximum of 17.7, with median equal to 14.3. Self-medication was studied in 8 articles;
overuse was researched in 2 of them; 2 other articles’ aim was to examine self-medication or overuse with the pur-
pose of treating emotions, stress or, directly, using them as drug. Other observed outcomes were overdosage, in
addition to their previous and subsequent consumption to joining the methadone program.

Conclusions: The revised articles have documented a high prevalence of self-medication and self-manipulation of
BZD. Itis essential to know the use pattern of each population branch in order to establish measures which guaran-
tee both suitable prescription and rational use. By improving pharmaceutical care in the process of dispensing BZD
(warning of the effects of chronic treatment and the exclusivity of prescriptions) and pharmaceutical validation (de-
tection of unsuitable prescriptions) BZD self-medication and its derived consequences could be actively prevented.

Keywords: Self Medication; Benzodiazepines; Substance-Related Disorders; Prescription Drug Monitoring Pro-
grams; Prescription Drugs.
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Puntos clave

Las benzodiacepinas son consumidas, por un alto nimero de personas, sin una adecuada prescripcion
médica. La atencién farmacéutica puede favorecer el adecuado uso de estos medicamentos los cuales
estan sujetas a altas tasas de automedicacion.

Introduccion

Las benzodiacepinas (BZD), constituyen un grupo farmacoldgico conocido y de amplia prescripcion
desde su aparicidn en la década de los 60, del siglo XX, como sucesores de los barbitiricos. Se trata
de un grupo de farmacos que comparte sus efectos farmacoldgicos ansioliticos, hipnéticos, anticon-
vulsivantes, miorelajantes asi como de inducir amnesia anterégrada. Y, como era de esperar, también
comparten sus potenciales efectos adversos y toxicos, los cuales se vinculan con la posologia y dura-
cién de tratamiento™.

Las BZD han sido, y contintan siendo, los farmacos de eleccidn para el tratamiento de los desérdenes
de la ansiedad y el insomnio. Debido a esto, son de los farmacos mas prescritos en el mundo®.

Hoy en dia, se cuestiona la correcta utilizacion de este grupo farmacolégico, debido al enorme abuso
que se realiza de los mismos, fundamentalmente para el tratamiento de la ansiedad e insomnio, don-
de se recomienda una duracién del tratamiento de 2 a 4 semanas en insomnio y de 8 a 12 semanas en
ansiedad, incluyendo en ambos casos la retirada gradual, tiempo que se excede en la mayoria de los
casos, llegando incluso a convertirse en un tratamiento crénico en algunos pacientes®. Ademas, el
uso de medicamentos por iniciativa propia, sin consulta previa al médico (la automedicacién), es una
problemdtica que acompafia al abuso de las BZD".

Ademas, y a pesar de los conocimientos actuales sobre una mayor sensibilidad a los efectos secunda-
rios en los ancianos, que deberia conducir a una mayor precaucion, solo un tercio de las prescripciones
de BZD, en este grupo de edad, se consideran apropiadas. Las situaciones impropias mas frecuentes
son la duracién y/o dosificacion excesiva de una prescripcion médica o la automedicacion, especial-
mente en un contexto en el que estaria contraindicado, por ejemplo, BZD de accidn prolongada en
ancianos®.

De acuerdo con el informe mundial, emitido por la Organizacion Mundial de la Salud en 2019°, las
BZD son una de las tres sustancias mas utilizadas en varios paises y su uso sin prescripcion médica
ocupa el primer lugar, siendo Sudamérica una de las regiones donde existe un mayor consumo de BZD,
situacion confirmada por la Organizacion de los Estados Americanos que emitié un informe en el 2019
respecto al consumo de drogas en América donde se indica que las BZD eran uno de los tranquilizantes
mas usados en la region'™.

En Espafia, se ha demostrado que hasta en un 82,5 % de los casos se excede la duracidn del trata-
miento, hecho que lleva a pensar que nos encontramos ante una adiccion invisible, llegando incluso
a ser cuestionadas por algunos investigadores, pues su consumo a largo plazo conlleva dependencia
en la mayoria de los pacientes, siendo muy frecuente la automedicacion entre la poblacion®. Segun el
informe de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios®®, publicado en 2014, sobre
la utilizacién de medicamentos ansioliticos e hipnéticos, en Espafia durante el periodo 2000-2012, se
observé un incremento sostenido del 2 % al 3 % anual, con excepcién de los afios 2004 y 2006, en los
que elincremento fue del 6 % y 5 % respectivamente y los afios 2008 y 2011 que fueron los que experi-
mentaron un mayor incremento en el consumo de toda la serie (7 %y 8 % respectivamente).

Por todo lo anteriormente expuesto, el objetivo de este trabajo fue revisar la evidencia cientifica sobre
las consecuencias derivadas de la automedicacién con benzodiacepinas en personas adultas.
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Métodos

Diseifo
Estudio descriptivo transversal y analisis critico de los trabajos recuperados mediante revision siste-
matica.

La estructura de la presente revision siguié la guia de comprobacidn para revisiones sistematicas Pre-
ferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses (PRISMA)™%),

Fuente de obtencidn de los datos

Los datos se obtuvieron de la consulta directa y acceso, via Internet, a las siguientes bases de datos
bibliograficas del ambito de las ciencias de la salud: MEDLINE (via PubMed), Embase, Cochrane Library,
Scopus y Web of Science.

Tratamiento de la informacion

Para definir los términos de la busqueda se consultd el Thesaurus desarrollado por la U.S. National
Library of Medicine. Se considerd adecuado el uso de los términos “Self Medication” y “Benzodiazepi-
nes”, como descriptores y como texto en los campos de registro del titulo y el resumen, conformando
la sintaxis de bisqueda final mediante la interseccién booleana de dos ecuaciones: (Ecuacion 1) AND
(Ecuacion 2).

« Ecuacién 1 - Automedicacién:
“Self Medication”[MeSH] OR “Self Medication”[Title/Abstract]
« Ecuacién 2 Benzodiazepinas:

“Benzodiazepines”[MeSH] OR “Benzodiazepines”[Title/Abstract] OR “Benzodiazepine”[Title/Abstract]
OR “Benzodiazepin”[Title/Abstract] OR “Benzodiazepin Derivative”[Title/Abstract] OR “Benzodiazepi-
nones”[Title/Abstract]

La ecuacion de bisqueda final se desarroll6 para su empleo en la base de datos MEDLINE, via PubMed,
utilizando los filtros: <Humans» y «Adult: 19+ years».

Esta estrategia se adapté a las caracteristicas de cada una del resto de bases de datos consultadas. La
busqueda se realizé desde la primera fecha disponible, de acuerdo a las caracteristicas de cada base
de datos, hasta octubre de 2020 y se completd con el examen del listado bibliografico de los articulos
que fueron seleccionados.

Seleccidn final de los articulos

Se escogieron para la revision y analisis critico los articulos que cumplieron los siguientes criterios de
seleccion: ser articulo original que se ajuste a los objetivos del estudio (automedicacién con benzo-
diazepinas), estar escritos en inglés, castellano o portugués y estar publicados en revistas arbitradas
por pares.

Se excluyeron: los articulos que no se pudieron obtener a texto completo, que no existiera relacion
causal entre la intervencidn y el resultado (automedicacién con benzodiacepinas y estudio del suceso)
y que no se realizara en personas adultas.

La eleccién de los articulos pertinentes se realizé de forma independiente por los autores: CCA'y JSV.
Para dar por vélida la inclusién de los estudios se establecié que la valoracidn de la concordancia entre
estos autores (indice Kappa) debia ser superior al 60 % (fuerza de la concordancia buena). Siempre que
se cumpliera esta condicidn, las posibles discordancias se solucionaron mediante el consenso entre
los autores*¥.

La calidad de los articulos seleccionados se valoré utilizando como apoyo las pautas para informar los
estudios observacionales STROBE (STrengthening the Reporting of Observational studies in Epidemio-
logy)"?, que contiene una lista de 22 puntos de control esenciales que deben describirse durante la
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publicacién de estos documentos. Para cada articulo seleccionado, se asigné un punto por cada item
presente (en caso de no ser aplicable, no puntuaba). Cuando un item estaba compuesto por varios
puntos, estos se evaluaron de forma independiente, dandole el mismo valor a cada uno de ellos y
posteriormente se realiz6 un promedio (siendo éste el resultado final de ese item), de tal forma que en
ningln caso se pudiera superar la valoracién total de un punto por item.

Para conocer el nivel de evidencia y su grado de recomendacion se utilizaron las recomendaciones de
la U. S. Agency for Healthcare Research and Quality (AHRQ)™).

Extraccion de los datos

El control de la correccidn de los datos se realizé mediante dobles tablas que permitieron la deteccion
de las desviaciones y su subsanacién mediante nueva consulta de los originales.

Para determinar la actualidad de los articulos se calculé el semiperiodo de Burton-Kebler (la mediana
de la edad) y el indice de Price (porcentaje de articulo con edad inferior a los 5 afios).

Los estudios se agruparon seguln las variables a estudio, con el fin de sistematizar y facilitar la compren-
sién de los resultados, considerando los siguientes datos: primer autor y afio de publicacidn, disefio
del estudio, poblacién incluida en los articulos, pais, periodo de implementacion de la intervencién, la
intervencidn y el resultado principal obtenido en el estudio.

Resultados

Al aplicar los criterios de busqueda se recuperaron un total de 388 articulos: 82 (21,1 %) en MEDLINE
(via PubMed), 44 (11,3 %) en Embase, 9 (2,3 %) en Cochrane Library, 122 (31,4 %) en Scopus y 131 (33,8
%) en Web of Science. No encontrandose ningiin documento mediante bdsqueda manual en los lista-
dos bibliograficos de los articulos seleccionados.

Tras depurar los 154 registros repetidos, aplicar los criterios de inclusion y exclusion (figura 1), fue po-
sible seleccionar 14 articulos™2", para su revisién y andlisis critico, ver tabla 1.

Figura 1 — Identificacion y seleccion de estudios

Registros identificados a Registros adicionales
través de la busqueda en identificados a través de otras
bases de datos tuentes (busqueda manual)
n =388 n=0

I y
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eaIstios 5_9 eceionados = - Articulos en otro idioma diferentc a
n=234 los de seleccién: 18

- Texto completo no encontrado: 7

Identificacion

Articulos excluidos: n =195

Articulos en texto - No articulo original: 40
completo evaluados para - No trata de automedicacién: 77
I la seleccian - Nu liala de benvodiacepinas 48
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l
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El acuerdo sobre la pertinencia de los estudios seleccionados, entre los dos evaluadores, calculado
mediante el indice Kappa fue del 100 %.

Los articulos elegidos presentaron una obsolescencia, seglin el indice de Burton-Kebler, igual a 13
afios, con un indice de Price del 14,3 %. El afio con mayor ndimero de trabajos publicados fue el 2011,
con 3 publicaciones!'-1?),

Al evaluar la calidad de los articulos seleccionados para la revisién, mediante el cuestionario STROBE,
las puntuaciones oscilaron entre minimo de 8,7 (41,4 % cumplimiento) y maximo de 17,70 (84,3 %
cumplimiento) con mediana igual a 14,3 (tabla 2).

El disefio de los 14 trabajos revisados fue descriptivo, por lo que segln los criterios de la AHRQ esta
revision presenté evidencia Ill (procede de estudios observacionales bien disefiados) con grado de
recomendacion C.

Tabla 1. Resumen de los estudios revisados sobre las consecuencias derivadas de la automedicacién con benzodia-

cepinas en personas adultas

Primer autor | Disefio Poblacion Pais | Idio- | Periodo | Intervencion | Resultado principal
y aiio ma
Murphy, et al. |Descripti-| Ntotal=13 |lIrlanda | Inglés| Entre Explorar las Los participantes
201844 votrans- | H/M=11/2 junio de experiencias informaron que
versal Edad = entre 2012y de los jévenes usaban benzodia-
18y 25 afios abrilde | que abusan con | cepinas (BZD) para
2013 altas dosisde | evitar efectos nega-
benzodiacepi- | tivos emocionalesy
nas. factores estresantes
diarios.
Rubio Gonza- | Descripti- | N total = 1.814 | Espafia | Espa- | Entreel 1 | En las urgencias | Eldiagndstico mas
lez, et al. vo trans- H/M = fiol | deenero | hospitalariasre- | frecuente fue sobre-
20169 versal 638/1176 de 2009 | lacionadascon | dosis/intento auto-
Edad =entre yel3lde| elconsumode | liticoconBZD (29,3
15y 54 afios diciem- | hipnosedantes | %), siendo lorazepam
bre de la mas consumida.
2013 Enel23,3%delos
€asos se consumid
mas de un hipno-
sedantey el 9 % se
asocio a trastornos
psiquidtricos.
Caro-Mantilla, | Descripti-| Ntotal=93 |Espaiia| Espa- | Entre Caracterizar el Los psicofdrmacos
etal.2013"9 | votrans- | H/M=38/55 fiole | junioy | usoinadecuado mas consumidos
versal | Edad = mayo- inglés | diciem- | de psicofarma- fueron las BZD,
prospec- | res de 60 afios bre de cos. principalmente por
tivo 2006 automedicacién.
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Primer autor | Disefio Poblacion Pais | Idio- | Periodo | Intervencién | Resultado principal
y afio ma
Chen,etal. |Descripti-| Ntotal=194 | Esta- |Inglés | Entredi- Estimar la La mitad de los con-
201107 vo trans- | H/M=110/84 dos ciembre | prevalenciadel | sumidores de BZD
versal | Edad =media | Unidos de 2009 uso indebido | (54 %) comenzaron a
de 46,6 afios yjuliode | deBZDenun |utilizarlas después de
y mediana de 2010 programade | ingresar en el progra-
47 afios metadonay ma de metadona.
proporcionar | El61 % de los que las
informacion consumian previa-
sobre las carac- | mente, aumentaron
teristicas de los | o reanudaron el uso
consumidores | después de ingresar
de BZD compa- en el programa.
randolos con los
no consumi-
dores.
Khan, etal. |Descripti-| Ntotal=700 | Pakis- | Inglés | Entre Conocer el 97 enfermeras (14 %)
201109 vo trans- | H/M=0/700 tan agostoy | patrondeuso | usabanBZD,de las
versal Edad = entre noviem- deBZD en cuales 71 (73 %) por
15y 45 afios bre de enfermeras. automedicacién.
2006
Klemenc-Ketis, | Descripti- | N total = 1195 | Eslove- | Inglés | Entre el Determinarla | Mas mujeres (94,8 %)
etal.2011"? | vo trans- H/M = nia 20de incidencia de que hombres (87,8
versal 270/925 marzoy | automedicacion | %) utilizaron BZD en
Edad = media el8de en estudiantes automedicacién
de 22,4 afios abril de universitarios
2008 y determinar
los patrones de
automedicacién
segln el género.
Marin, etal. | Descripti- | N total=4017 | Argen- | Inglés | En sep- Establecer la EL 6,9 % consumid
201029 Vo trans- H/M = tina tiembre | frecuenciade | BZD,de los cualesel
versal 2.089/1.928 de 2008 | automedicacion | 39 % fue por autome-
Edad = media y la prevalencia dicacién.
de 23,6 afios del consumo de
(+5,2 afios) drogas ilicitas
en estudiantes
universitarios.
Divac, etal. | Descripti- | N total=1800 | Serbia | Inglés | Entre Investigar el La utilizacién de
2004024 vo trans- H/M = 1990y consumoy el BZD aumenté en
versal 716/1.084 2001 patrén de uso la década anterior
Edad = media de las BZD. a la realizacién del
de 58 afios estudio, lo que indica
unatendenciaala
automedicacion.
Silva Herrera, | Descripti-| Ntotal=804 | Cuba | Espa- | Entre no- Estimar la La automedicacién
etal. Vo trans- H/M = fiol | viembre prevalencia fue
2002 versal 212/592 de 1999y | deluso crénico | detectadaen el 25,1
Edad =mas enerode | deBZDentre | % delosconsumido-
de 15 afios 2000 los pacientes | rescrdnicos de BZD.
que acuden a
los servicios
de atencion
primaria.
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Primer autor | Disefio Poblacion Pais | Idio- | Periodo | Intervencién | Resultado principal
y afio ma
Segura Nogue- | Descripti- | N total=243 | Espafia | Espa- | Mayo de Valorar el ELl 8 % de los pa-
ra, et al. 2000% | vo longi- | H/M=80/163 fiol 1999 consumo de cientes que refirié
tudinal | Edad = media psicofarmacos | consumir psicofar-
de 84 afios en los pacientes | macos lo hacia por
crénicos domi- automedicacion.
ciliarios. El grupo farmacold-
gico mas consumido
fueron las BZD, en un
64 %.
Gelkopf, etal. | Prospec- | Ntotal=213 | Israel |Inglés| En1993 | Estudio de los Mas de la mitad de
199904 tivo H/M=no patrones de los pacientes abusé
consta prevalencia de BZD durante el
Edad =no yelcursodel | primer mes de trata-
consta abuso de BZD miento.
en pacientes en | Algunos pacientes se
tratamiento de | automedicaban con
mantenimiento | BZD para tratar sus
con metadona. | problemas emocio-
nalesy otros para
“drogarse”.
El flunitrazepam fue
la mas utilizada en
automedicacién.
Kouyanou, |Descripti-| Ntotal=125 | Reino | Inglés No Prevalencia El 18 % usaba BZD.
etal. votrans- | H/M=46/79 | Unido consta del uso, mal Se observaron tasas
19979 versal | Edad = media uso, abusoy bajas de uso inde-
de 41 afios dependenciade | bido (4,8 %), abuso
(entre 18y 65 medicamentos | (4 %)y dependencia
afios) en pacientes (3,2 %) de BZD.
con dolor
crénico.
Ochs,etal. | Descripti-| Ntotal=223 | Alema- | Inglés | Entre di- | Determinarel | Se detectd diazepam
1988 vo trans- | H/M =93/130 nia ciembre | usorealdeBZD | vy flurazepam en 10
versal | Edad = media de 1979 | midiendo con- | pacientes que no te-
de 45 afios y abrilde | centraciones nian prescritas BZD.
(entre 13y 81 1980. plasmaticas.
afos)
Ladewig Descripti- | Ntotal=180 | Suiza |Inglés| Entre Conocer las 172 pacientes mos-
1983¢7 vo trans- | H/M=47/125 1980y | causasy conse- | traron abuso aislado
versal Edad=+45 1981 cuencias por lo de BZD.
afios una determina-

da poblacién
muestra un
abuso aislado
de BZD.
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Tabla 2. Andlisis de la calidad metodoldgica de los estudios a través de los 22 puntos de valoracién de la guia

STROBE
Articulo Puntuacion de los items del cuestionario *
1 2 3 9 |10 |11 |12 13 | 14 |15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 TO- %b
TAL
Murphy, et 0 1)1 0O|1]|0|NA|lO 0|00 1/0|1]1]01]0 9 42,9
al.t %
Rubio 1 1)1 0|11 |NA|OG|OS5|12 06|22 |12 |0]| 1| 17,7 | 84,3
Gonzélez et %
al.ts
Caro-Manti- | 1 1|1 0|1|1|NA|O3|05]1 (06|11 |0|1|0)|O0]| 154 73,3
lla et al.’®
Chen,et |05| 1 |1 1|1|1/|NAjOG|OS5] 1|03 1|1|1|1|0]1]| 169 | 80,5
al.0” %
Khan, et 1 11 0|1]0]|NAIO3|0,5] 1 ojo0o40}041}0)|0/| 11,8 | 56,2
al.t® %
Klemenc-Ke-| 1 | 1|1 0l0|1|NAJO3|05| 10311 |1|1|0]0]161] 76,7
tis, et al.?) %
Marin, et 0,5/ 111 0|11 |NA|OG|O5]12 (03|12 |12|0|1 0|0 149 |71%
al.®
Divacet | 1 |1 |1 0|1]1]|NAjO3|05| 1031|121 |1]|1|0]1]161] 767
al.? %
Silva Herre- | 1 1)1 0] 1|0 |NA|O3|05]| 1 0 1/1}(1|1,0]0]| 128 |61%
ra, et al.”?
Segura 1 1)1 0|11 |NA|OG|IOS5|12 (03|22 |21 |1|0]|O0]| 154 | 733
Noguera, et %
al®
Gelkopf, et 1 1|1 1|/1]0/|NA|O3| O 1 0 1/170|1,0}|0] 11,3 | 53,8
al. %
Kouyanou, [0,5] 1 | 1 0|1]0|NAIO3|03]| 1 0 1/0(1]0|0}|1] 11,1 | 52,9
etal.® %
Ochs, et 0,5/ 111 01| 0|NAIOG| 1 1 0 1/1}1|1,0/|1] 131 624
al.%® %
Ladewig® |0,5| 1 | 1 00| 0 |NA|OG|IOG| 1| O0O|12|2]|]0|2]0]O 8,7 41,4
%

a-0=no cumple el item ni ninguna de sus partes; 1 = cumple el item en su totalidad; 0 a 1 = Cumple parcialmente el item; NA = no

aplica

b - Porcentaje de cumplimiento del total de items, excluyendo los que no aplican (NA).

La filiacion de los trabajos incluidos en la revision fue espafiola, con 3 trabajos*>'%%) siendo el resto de
filiaciones irlandesa”, estadounidense'”, paquistani®®, eslovena*®, argentina®’, serbia®), cubana®®?,
israeli®, britdnica®, alemana®y suiza”.

Los trabajos aceptados en esta revision estuvieron redactados mayoritariamente en inglés, en 10 oca-
siones17-212421) v en 3 |o fue en castellano*>?2%%; 1 articulo fue redactado de forma bilingiie (castella-
no/inglés)",

La poblacidn incluida en los trabajos recopilados en esta revision oscilé entre un minimo de 13 per-
sonas™ y un maximo de 4017%, situdndose el rango de la edad entre 13 y 84 afios. Si bien la revision
se centrd en poblacion adulta y ello era uno de los criterios de exclusion, se aceptaron 3 articulos que
incluyendo esta poblacion la edad inicial se estableci6 en los 15 afios">'#?? y el estudio de Ochs et al.??),
que incluyd personas a partir de los 13 afios.
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Se comprobd que los estudios revisados presentaban una adecuada relaciéon hombre/mujer, si bien en
el trabajo de Gelkopf et al.?® no se informaba sobre la separacion, segliin sexo, de la poblacion.

El periodo temporal que presentaron los estudios oscilé entre 1 mes, mayo de 1999 en el articulo de
Segura Noguera et al.?¥ y septiembre de 2008 en el de Marin et al.??, y 11 afios, entre 1990 y 2001,
correspondiente al estudio de Divac et al.?. El trabajo de Kouyanou et al.?® no indic6 el periodo de la
intervencion.

Intervenciones observadas

De los 14 estudios analizados en esta revision, 8 (57,1 %) realizaron acciones para estudiar el uso o
abuso de benzodiacepinas!#171821.222426.27): 3 (14 2 %) trabajos se centraron en la automedicacion®92,
Pero, ningln articulo relacioné ambas intervenciones conjuntamente.

La intervencidn de 6 estudios (42,9 %) se centraron en las prevalencias de uso®2%22242%; uno de ellos

de los medicamentos en general®), otro de drogas ilicitas?” y los 4 restantes de las BZD exclusivamen-
te(17,22,24,26)‘

Asimismo, 3 (21,4 %) articulos realizaron acciones para conocer los patrones de comportamiento*8:%24;
2 de ellos en relacién con el patron de uso de BZD"#2Y y otro de automedicacion®,

Por otro lado, 2 (14,3 %) trabajos estudiaron el abuso de BZD"?" y 3 (21,4 %) investigaron el uso de
psicofdrmacos e hipnosedantes de forma general 1623,

Resultados principales obtenidos en la revisién de los articulos seleccionados

En el resultado principal de todos los estudios revisados se centré en las BZD. En 8 (57,1 %) de
ellos"18-2329 se estudid la automedicacion; en 2 (14,3 %)?>?", el tema investigado fue el abuso; en
otros 2 (14,3 %)"**?* el objetivo fue conocer la automedicacidn o el abuso con la finalidad de tratar las
emociones, el estrés o, directamente, drogarse.

Otros resultados observados fueron el estudio de sobredosificacién y el consumo previo y posterior
de las mismas al ingreso en programa de metadona”.

. o #
Discusion
La revisidn realizada muestra la existencia de trabajos que evidencian las consecuencias derivadas de
la automedicacién con benzodiacepinas en personas adultas.

La obsolescencia de los documentos revisados presentd una mayor antigliedad a lo previsto para el
area de las ciencias de la salud®® e incluso en el ambito de la produccién cientifica sobre farmacia®. Si
bien, en este Ultimo campo del conocimiento existen trabajos bibliométricos que presentan una mayor
obsolescencia®?. Asi pues, la baja actualidad observada y el escaso nimero de articulos encontrados
mostré la necesidad de una actualizacién del tema a estudio. Esta afirmacion vino refrendada por la
fecha de publicacion de la Ultima revision sistematica que versé sobre el objetivo revisado, indizada en
MEDLINE, que data del afio 2017¢Y. Aunque, dicha revision se centrd en el uso de las BZD y no exclusi-
vamente en la automedicacion.

La evaluacion de la calidad de los estudios incluidos en este trabajo, mediante STROBE, no resulté muy
elevada, aunque analoga a la observada en otras revisiones anteriores. De todos modos, no se elimind
ningun estudio dado el bajo nimero de ellos y a la bisqueda de una mayor informacién que recogiera
la relacion causal estudiada, situacion ya mencionada en anteriores revisiones sistematicas®>*3.

El disefio de los estudios revisados mostré una moderada evidencia y grado de recomendacion, segin
la clasificacidn de la U. S. Agency for Healthcare Research and Quality (AHRQ). El optar por el disefio
observacional se debié a la blsqueda de una consistente relacion causa-efecto, ya que se buscaban
trabajos de intervenciéon®. En consecuencia, se encontrd un predominio de los trabajos con disefio
descriptivo transversal, método de estudio apropiado para el objetivo de la revision realizada (auto-
medicacién por Benzodiazepinas).
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Era predecible la filiacién angléfona de una mayoria de articulos y que estuvieran redactados, princi-
palmente, en lengua inglesa, este idioma es el elegido para la publicacion de la mayoria de los articulos
ya que hacerlo en otra lengua distinta resulta negativo para la visibilidad. Asimismo, el nimero de
revistas angléfonas contenidas en las principales bases de datos bibliograficas es muy elevado y pu-
blicar en ellas facilita la citacion®-%. No obstante, en esta revision es destacable el nimero de trabajos
redactados en castellano,

La poblacién a estudio mostré gran heterogeneidad, tanto en la muestra a estudio como en la edad
de las personas estudiadas. Es cierto que la revisidn se enfocé a poblacidn adulta y al final fueron in-
cluidas personas a partir de los 13 afios. Pero, como ya se indic6 anteriormente, no se elimind ningun
estudio con el fin de obtener la maxima informacidn posible. Ademas, del Informe del Observatorio
Espafol de las Drogas y las Adicciones (OEDA) se pudo conocer que el inicio del consumo de BZD en los
adolescentes esta alrededor de los 14 afios, lo cual constituye una conducta de riesgo, considerando la
inmadurez neuroldgica y psicoldgica de los jovenes, el potencial adictivo de las benzodiacepinas y sus
consecuencias neuropsicoldgicas. Sin embargo, no de forma frecuente, esta extendido el uso de BZD
entre los adolescentes. Los padres son la principal fuente de suministro (cuando se trata de automedi-
cacion), seguido de la prescripcién médica. En ambos casos utilizadas con fines terapéuticos. Aun asi,
una minoria las obtiene del mercado ilegal y las utiliza con fines no terapéuticos®*.

Es necesario idear formas de educar de manera factible a los pacientes adolescentes y a sus padres,
sobre los posibles riesgos tanto del uso no médico como del uso indebido con fines médicos de ansio-
liticos y medicamentos para dormir. Se deberia de realizar una evaluacidn del uso de sustancias antes
de prescribir un medicamento controlado; si la evaluacidn es positiva, el paciente debe ser monitorea-
do de cerca mientras usa ansioliticos 0 medicamentos para dormir. La prescripcidén de un ansiolitico
o medicacién para dormir durante un mayor nimero de afios durante la adolescencia se asocia con
mayores probabilidades de uso no médico®.

La relacién hombre/mujer fue adecuada teniendo en cuenta que las BZD son las Unicas sustancias
adictivas que son mas consumidas por mujeres que por hombres®®. Matizar que las BZD estan indica-
das principalmente en el manejo de sintomas de ansiedad e insomnio, y utilizadas con mayor frecuen-
cia en mujeres, en relacion con la prescripcion de BZD en la poblacidn general®Y.

En cuanto al periodo de seguimiento resulté adecuado para valorar los resultados de la intervencion,
requisito que cumplieron la mayoria de los estudios seleccionados. Se considerd necesario un perio-
do minimo de varias semanas para poder valorar los resultados derivados de la automedicacién. En
la mayoria de los casos, las personas que recurren a las BZD de forma abusiva lo hacen durante un
tiempo prolongado, incluso durante afios (36). Aparte, hay que tener en cuenta que se recomienda una
duracion del tratamiento de 2 a 4 semanas en insomnio y de 8 a 12 semanas en ansiedad, incluyendo
en ambos casos la retirada gradual®*".

Esimportante destacar las intervenciones realizadas para el estudio de la automedicacién con BZD. En
este sentido, Maletzky y Klotter®, sefialaron que la mayoria de las personas tratadas ajustaron su pro-
pia dosis, aproximadamente la mitad la aumenté y se observé que el diazepam fue susceptible de au-
to-manipulacidn porque al igual que otras sustancias adictivas, como anfetaminas o alcohol, produce
efectos positivos inmediatos. Las personas que tomaron dosis mas altas y durante mas tiempo fueron
mas susceptibles de desarrollar tolerancia. En consecuencia, la automedicacidn es una opcién que no
deberia contemplarse nunca. El uso prolongado de BZD conlleva riesgo de tolerancia, dependenciay
efectos secundarios que pueden ser graves. Por tanto, existen pautas de uso racional que deben cono-
cerse al realizar su prescripcion, siendo la mejor medida preventiva la prescripcién de esta medicacion
durante un periodo limitado, informando al paciente desde el inicio de la duracién del tratamiento, asi
como de los efectos adversos de su utilizacion a largo plazo™.

Opaleye et al.®”, concluyeron que los médicos deberian avisar, a sus pacientes, que la receta es solo
para la persona mencionada y que existen riesgos en caso de poner la receta a disposicion de otros
miembros de la familia. Los farmacéuticos también podrian tener un papel importante en la preven-
cién del uso no prescrito de estas sustancias, no solo informando a los usuarios sobre la exclusividad
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de la prescripcion, sino también sobre el cuidado que se debe tener en cuanto al almacenamiento y
eliminacion de medicamentos en el hogar.

Para ayudar a prevenir el abuso y la desviacién de sedantes, Weaver®? propuso que los prescriptores
deberian tomar las precauciones adecuadas, similares a las que se usan al prescribir otras sustancias
controladas, como los opioides. Esto incluiria conocer los registros médicos anteriores (historia clinica)
o el utilizar un programa de monitoreo de medicamentos psicotrépicos recetados. La adecuada pres-
cripcién es el origen en el control del abuso de estas sustancias.

Es conocido el aumento sustancial del uso ambulatorio de las BZD. A la luz de las crecientes tasas
de efectos adversos abusos que implican a las BZD, entender y abordar los patrones de prescripcion
puede ayudar a frenar el uso creciente de estas sustancias'*’. A pesar de los riesgos asociados con su
uso, las BZD se siguen utilizando de forma mas generalizada que prudente. En este contexto, parece
esencial comprender mejor cdmo sus patrones de uso pueden asociarse con sus posibles efectos ad-
versos‘“?, El tratamiento prolongado con BZD es una practica comun a pesar de las recomendaciones
clinicas de uso a corto plazo. Asi, después de un uso prolongado, a menudo es dificil suspender las BZD
debido a la dependencia psicoldgica y fisioldgica*?.

Posibles limitaciones al estudio: La principal limitacidn seria el escaso niumero de estudios recupe-
rados que impidid tener una clara evidencia entre la intervencion estudiada. Asimismo, la moderada
evidenciay grado de recomendacion obtenida, pero que es coherente con el tema revisado que, obvia-
mente, solo se puede basar en estudios observacionales.

Por otro lado, las bases de datos de Scopus y Web of Science recuperaron muchos trabajos que final-
mente fueron irrelevantes, lo que podria deberse a la falta de indexacion (la busqueda se realizé en
formato de texto consultando el titulo, el resumen y las palabras clave) y la imposibilidad de limitar la
busqueda por tipo de articulo (restringido a ensayos clinicos). Este alto “ruido” de documentos tam-
bién se observéd en otras recientes revisiones sistematicas®*,

Por todo lo anteriormente expuesto, se podria concluir: Los resultados descriptivos de los estudios
seleccionados: actualidad, disefio, poblacién, filiacion y periodo estudiado son acordes al tema a estu-
dio. Los articulos revisados reportaron una elevada prevalencia de automedicacién y auto-manipula-
cién de BZD. Es necesario conocer el patrén de uso en cada grupo poblacional para establecer medidas
que garanticen una adecuada prescripcion y uso racional. Mejorando la atencion farmacéutica en el
proceso de dispensacién de BZD (alertando sobre las consecuencias de un tratamiento crénico y la
exclusividad de las recetas) y la validacion farmacéutica (deteccion de prescripciones inadecuadas), se
podria actuar contra la automedicacion de las BZD y las consecuencias derivadas.

. ° ,
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Resumen

Introduccidn: Los objetivos de este trabajo son revisar y resumir los datos publicados hasta el momento que rela-
cionen el uso de estatinas con el riesgo de aparicion o de agravamiento de glaucoma y plantear una hipdtesis que
explique los efectos protectores de las estatinas y su asociaciéon con un menor riesgo de glaucoma.

Método: se realizé una revisién en PubMed usando los términos “statins, hmg coa” o “hmg coa inhibitors” y “glau-
coma” o “open angle glaucoma” o “intraocular pressure”. Se seleccionaron todos los articulos que incluian estudios
clinicos o meta-analisis y se excluyeron comentarios, cartas a editor, articulos retractados e investigaciéon en mode-
los animales. Todos los articulos fueron posteriores a 2004. Se emplearon en la revisidn 17 articulos.

Resultados: la mayor parte de los estudios muestran un efecto protector de las estatinas frente a la aparicién y
agravamiento del glaucoma de angulo abierto. Sin embargo, otros estudios no llegan a encontrar una relacién sig-
nificativa e incluso alguno muestra una relacién entre el glaucomay el empleo de estatinas a altas dosis. Los efectos
neuroprotectores y la inhibicidn de la Rho-quinasa podrian explicar los efectos encontrados.

Conclusiones: la evidencia publicada no es suficiente como para recomendar el tratamiento con estatinas con el
objetivo de prevenir el avance o la aparicidn del glaucoma.

Palabras clave: estatinas; inhibidores HMG-Coenzima A; glaucoma.

Abstract

Introduction: The objectives of this article are to review and summarize the updated published data that show the
relation between treatment with statins and the incidence and progression of glaucoma. We also aimed to pose a
hypothesis to explain the protective effects of statins and its association with glaucoma risk.

Method: a review of the literature was carried out in the PubMed database considering the MeSH terms “statins,
hmg coa” or “hmg coa inhibitors” and “glaucoma” or “open angle glaucoma” or “intraocular pressure”. All articles
including clinical studies and meta-analysis were selected. Comments, letters to editors, retracted articles and re-
search on animal models were excluded. All the articles were published from 2004. 17 articles were finally selected
for review.

Results: most of the studies showed a protective effect of statins on incidence or progression of open angle glauco-
ma. Nevertheless, other studies did not find a significant association and even one study found association between
statin treatment at high doses and more incidence of glaucoma. Neuroprotective effects of statin and inhibition of
Rho-kinase may help explain the described effects.

Conclusions: The published results are not enough evidence to support statin recommendation as preventive treat-
ment for the incidence or progression of glaucoma.

Keywords: statins; hmg coa inhibitors; glaucoma
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Puntos clave

Las estatinas son los farmacos hipolipemiantes mas empleados en el mundo. Diferentes estudios ob-
servacionales muestran cémo estos farmacos pueden ser capaces de reducir el riesgo de aparicion o
agravamiento de glaucoma de 4dngulo abierto. Los efectos pleiotropicos de las estatinas pueden ex-
plicar estas observaciones. Destacan la neuroproteccion asociada a un aumento del 6xido nitrico y la
mejora del flujo del humor acuoso a través de la malla trabecular consecuencia de la inhibicion de la
Rho-quinasa. Sin embargo, la evidencia no es concluyente, ya que parte de los estudios publicados
muestran un resultado neutro o incluso un mayor riesgo de glaucoma. La recomendacidn terapéutica
de estatinas como tratamiento preventivo del glaucoma requeriria estudios mas robustos y a ser posi-
ble, ensayos clinicos.

Introduccion

Los inhibidores de la HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA) reductasa, o estatinas, se consideran
actualmente los medicamentos hipolipemiantes mds importantes. Se usan para reducir los niveles
séricos de colesterol en pacientes con dislipidemia y para la prevencién primaria y secundaria de en-
fermedades cardiovasculares y cerebrovasculares!*?.

Las estatinas son inhibidores competitivos y reversibles de la enzima HMG-CoA reductasa y por tanto
inhiben la sintesis de colesterol. Esta reduccién produce una estimulacion de la sintesis de recepto-
res de LDL y su expresion en los hepatocitos y, por lo tanto, se reducen los niveles de LDL. Producen,
igualmente, una cierta disminucion de la concentracion plasmatica de triglicéridos y un aumento de
las HDL®.

Se ha demostrado que esta clase de medicamentos ejercen efectos beneficiosos independientemente
de sus propiedades hipolipemiantes, efectos a los que [lamamos pleiotrdpicos, y que son beneficiosos
para reducir la progresion de la aterosclerosis y que pueden ayudar a explicar la disminucién de la
mortalidad que produce su empleo®. El mecanismo que explica estos efectos esta relacionado con la
menor produccién de metabolitos intermediarios en la ruta biosintética del colesterol, responsables
de la isoprenilacion y regulacion de la actividad de las proteinas Rho y Rac®. Precisamente, la Rho
quinasa, se ha mostrado una diana farmacoldgica de utilidad para el tratamiento del glaucoma, ya
que la inhibicidn de esta enzima produce cambios en la morfologia de las células trabeculares, en las
uniones intercelulares e inhibe la fosforilacion de las cadenas ligeras de miosina, y como consecuencia
consigue una mejoria en la salida de humor acuoso®.

El glaucoma es una neuropatia dptica cronica, progresiva y multifactorial caracterizada por cambios
estructurales en la cabeza del nervio dptico y pérdida del campo visual, a menudo en presencia de
presion intraocular (P10) elevada™”. Es la principal causa de ceguera irreversible y hay estimaciones
de que podria llegar a afectar a 112 millones de personas para 2040®. Su prevalencia esde 1,5a 2% en
mayores de 40 afios y aumenta hasta el 4% en mayores de 70 afios. Estas cifras indican la necesidad
de identificar tratamientos, con el objetivo de prevenir su aparicién, asi como la disminucidn de su
progresion'™.

La causa de esta enfermedad es la disminucidn del drenaje del humor acuoso a través de la malla
trabecular y el consecuente aumento de la PIO hasta valores nocivos que producen un deterioro de
las células ganglionares de la retina y, por tanto, una pérdida de la vision™. La forma mas comUn es el
glaucoma de angulo abierto (GAA), que se caracteriza por su evolucidn lenta, progresiva y asimétrica'y
que presenta alteraciones morfoldgicas de la papila, capa de fibras nerviosas de la retina y alteraciones
campimétricas en presencia de un angulo abierto®. Practicamente no hay sintomas al inicio y, como
consecuencia, aproximadamente la mitad de los casos permanecen sin diagnosticar hasta la aparicion
de cuadros avanzados en los que las alteraciones del campo visual se hacen evidentes, pudiendo evo-
lucionar a ceguera en las fases finales. Por esta razén, la deteccion y tratamiento en las etapas iniciales
es esencial para limitar la discapacidad visual®.
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El principal factor de riesgo para el desarrollo y la progresion del glaucoma es la PIO. Ademas, es el Uni-
co factor modificable?. Los tratamientos existentes se centran exclusivamente en la reduccion de la
P10 hasta niveles normales mediante la utilizacion de medicamentos, laser y/o cirugia para asi prevenir
la progresion de la enfermedad. Sin embargo, puede que la enfermedad progrese a pesar de la dismi-
nucion de la PIO, por lo que, el descubrimiento de otras estrategias terapéuticas para el glaucoma,
representaria un gran avance en el tratamiento de una enfermedad que puede limitar severamente la
calidad de vida del paciente.

Actualmente, existen estudios que han demostrado efectos beneficiosos de las estatinas en una va-
riedad de enfermedades oculares™. Crecientes datos clinicos han sugerido que las estatinas pueden
tener un efecto protector contra el desarrollo y la progresion del GAA, aunque existe controversia por
la falta de unanimidad de los resultados publicados. Los objetivos de este trabajo son revisar y resumir
los datos clinicos y evidencias publicados hasta el momento que relacionen el uso de estatinas con el
riesgo de aparicidn o de agravamiento de glaucoma y plantear una hipdtesis que explique los efectos
protectores de las estatinas y su asociacién con un menor riesgo de glaucoma.

Métodos

Serealizé una busqueda avanzada en la base de datos Medline a través del motor de busqueda PubMed
empleando los términos “statins, hmg coa” y “glaucoma” como encabezados de temas médicos (MeSH
Terms). La busqueda arrojé como resultado 30 articulos, que fueron revisados para comprobar si se
correspondian con estudios clinicos (casos-controles, cohortes y ensayos clinicos) o con meta-analisis.
Se excluyeron 15 articulos: 1 por haberse retractado los autores, 5 por tratarse de comentarios o cartas
omentando otros articulos, 3 por tratarse de revisiones sin datos o analisis originales, 3 por ser datos
preclinicos obtenidos en modelos animales o en células y 2 por no estar relacionados con el objetivo
del trabajo. Quedaron seleccionados 15 articulos.

Se completd la busqueda con los términos “statins, hmg coa” y “open angle glaucoma”, encontrando
15 articulos (todos ya seleccionados). El empleo del término “hmg coa inhibitors” en lugar de “statins,
hmg coa” arroj6 como resultado los mismos 30 articulos anteriormente encontrados. También se in-
trodujeron los términos “statins, hmg coa” e “intraocular pressure”, que mostraron 24 articulos. Una
vez eliminados los duplicados, se afiadieron 2 articulos a la revision, que por tanto, se basara en 17
articulos.

Todos los articulos seleccionados habian sido publicados desde el afio 2004 en adelante. No fue nece-
sario establecer ningun filtro de fecha de publicacién.

Resultados

Los trabajos revisados fueron estudios observacionales de casos y controles y estudios de cohortes.
Tan solo se encuentra publicado un pequefio ensayo clinico con 12 pacientes cuyo objetivo no fue eva-
luar el riesgo de glaucoma sino la circulacién retiniana, aunque también valord presion intraocular®.
También se encontrd un meta-analisis de los resultados observacionales publicados hasta 20162,
Algunos de los estudios, ademas de estatinas, incluyeron en su objetivo el andlisis del efecto de di-
ferente medicacidn sistémica sobre la aparicion de glaucoma®®, Aunque la mayoria de los trabajos
publicados mostraron un efecto protector de las estatinas, no todos llegaron a la misma conclusién.
A continuacidn, resumimos los datos revisados y los clasificamos en funcion de que mostraran una
proteccidn frente al glaucoma, ningln efecto o incluso un mayor riesgo de glaucoma asociado al tra-
tamiento con estatinas.

Estudios que muestran un efecto protector de las estatinas

La primera referencia publicada sobre el efecto de las estatinas sobre la aparicidon del glaucoma es
un estudio retrospectivo publicado por McGwin et al. en 20049, Se trata de un estudio de casos y
controles en el que se incluyeron pacientes varones mayores de 50 afios de un hospital de veteranos.
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Las mujeres fueron excluidas al constituir menos del 10% de la poblacién estudiada. La informacion
se obtuvo de los registros entre 1997 y 2001 y los casos se definieron como los pacientes que en ese
periodo de tiempo presentaron por primera vez glaucoma. Se seleccionaron al azar 10 controles por
cada caso entre los pacientes de la misma edad. En los registros se contabilizaron la prescripcion de
estatinas (atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, pravastatina, simvastatina y lovastatina) y de otra
medicacion hipolipemiante (fibratos y acido nicotinico). Asimismo, se registrd la presencia de diabe-
tes, hipertension, enfermedad cardiovascular, cerebrovasculary arteriopatia periférica que se conside-
raron factores de confusion para el ajuste en el calculo del riesgo. El riesgo de aparicion de glaucoma se
expresé como odd ratio (OR, razén de momios en espaiiol) y su intervalo de confianza (IC). Los resulta-
dos principales se recogen en la Tabla 1.

Este trabajo mostré como el tratamiento con estatinas se asocié a un menor riesgo de aparicién de
glaucoma (OR 0,86; IC 95% 0,66-1,11) después del ajuste con las patologias anteriormente menciona-
das. El riesgo se reduce y es significativo si el tratamiento con estatinas supera los 23 meses (OR 0,60; IC
95% 0,39-0,92). Aunque con un menor nimero de pacientes, los autores también calcularon el riesgo
en pacientes que usaron otros hipolipemiantes (OR 0,59; IC 95% 0,37-0,97) o la combinacidn entre
otros hipolipemiantes y estatinas (OR 0,52; IC 95% 0,24-1,04). A pesar de que la OR mostré un mayor
efecto protector en pacientes que empleaban otros hipolipemiantes, este dato no fue estadisticamente
significativo. Incluso presentando algunas limitaciones metodoldgicas, este trabajo constituye un pun-
to de partida para los estudios posteriores.

En 2006 se publica un pequefio ensayo clinico en 12 voluntarios sanos, en los que se tratd de valorar
de la administracion oral de simvastatina a corto plazo (7 dias), sobre la circulacién retiniana. Este
pequefio ensayo mostrd que simvastatina fue capaz de aumentar el flujo sanguineo y la concentracidn
de nitritos y nitratos en plasma (derivados del 6xido nitrico), asi como reducir la PIO™. Este pequefio
ensayo es el Unico estudio clinico no observacional que ha tratado de valorar los efectos oculares de
las estatinas.

Ya en 2007, Castro et al. publicaron un estudio retrospectivo observacional en el que tratan de identi-
ficar los efectos protectores de estatinas sobre los dafios en el nervio dptico presentes en pacientes en
los que habia sospecha de glaucoma®®.. Para ello, revisaron los historiales de 76 pacientes con sospe-
cha de glaucoma, PIO y campo visual normal y que presentaran datos fiables de consumo de medica-
mentos. Para su estudio consideraron 4 grupos: usuarios de estatinas (n=12), de aspirina (n=13), estati-
nasy aspirina (n=12) y controles (n=39). Para ser incluidos en la clasificacién, el periodo de utilizacion
de estos medicamentos tenia que ser mayor de 23 meses.

En este estudio, se valoraron por laser confocal de barrido (Heidelberg Retina Tomograph, HRT) los
parametros estructurales del nervio dptico que sirvieron para valorar si los tratamientos tenian efectos
neuroprotectores. De media a los pacientes se les hicieron 2,82+0,99 pruebas HRT. Los datos (Tabla 1)
muestran cdmo el grupo de pacientes tratados con estatinas presentaron diferencias significativas res-
pecto a los controles en los parametros de volumen del anillo, variacion de la altura del contorno, en el
area de seccion de la capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR) y en el espesor de la CFNR. Los grupos
de usuarios de aspirina y de aspirina y estatinas, mostraron también efectos protectores, aunque no
llegaron a alcanzar una variacion significativa™.

Este trabajo también recoge cuantos pacientes de cada grupo llegaron a desarrollar glaucoma, en-
contrando que fueron el 23,1% de los pacientes del grupo control, frente al 8,33% de los tratados con
estatinas, el 23,1% de los tratados con aspirina y el 16,7% de los que recibieron ambos medicamen-
tos. Esta menor proporcidn no resultd ser significativa, aunque esto podria deberse a que el tamafio
de la muestra fue calculado con el nimero de ojos revisados necesarios para que, en los parametros
estructurales, se tuviera una potencia estadistica del 80%%. Tampoco se puede descartar la pobre
correlacion entre los parametros morfoldgicos evaluados por HRT y la progresion del glaucoma que
han mostrado otros autores.

En 2010, un estudio prospectivo de cohorte evalla si existe una asociacion entre el consumo de sim-
vastatina y la progresion de la reduccién del campo visual en pacientes con glaucoma y PIO normal®.
La cohorte constaba de 256 pacientes, de los que 31 (12,2%) estaba en tratamiento con simvastatina
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(20 2 40 mg). A todos los pacientes se les hizo un seguimiento de 36 meses a intervalos de 4 meses para
la evaluacidn de la progresion del campo visual.

En los resultados obtenidos (Tabla 1), se pudo observar que 8 de 121 (6,6%) de los sujetos con progre-
sion del campo visual frente a 23 de 135 (17,0%) de los sujetos con campo visual estable estaban to-
mando simvastatina (P=0,011). Por lo tanto, el uso de estatinas se asocié con la estabilizacién del cam-
po visual, ya que hubo un mayor nimero de pacientes que tomaban simvastatina que permanecieron
estables y sin progresién. Ademas, el modelo de regresién logistica con ajustes por antecedentes de
accidente cerebrovascular, hemorragias de disco éptico y edad al inicio del estudio, mostrd que el uso
de simvastatina confirié un efecto protector contra la progresion de la reduccién del campo visual, al
obtener un riesgo relativo (RR) de 0,36 con un IC del 95% 0,14-0,91 (P=0,030). Un RR de 0,36 equivale a
una reduccion del riesgo de progresion de mas del 60%.

No obstante, no hubo diferencias estadisticamente significativas (P=0,213) entre la PIO media en el
grupo que recibid estatinas (15,04 + 2,47 mm Hg) en comparacion con el grupo que no las recibi6 (14,37
+2,78 mm Hg), ni entre la maxima medida de PIO en el grupo que tomaba estatinas (17,61 + 2,93 mm
Hg) en comparacién con el grupo que no (17,71 + 3,71 mm Hg) (P=0,865).

De nuevo el estudio presenta limitaciones, aunque los resultados son interesantes porque muestra un
efecto de las estatinas sobre la progresion del glaucoma que no se relaciona con una reduccién de la
PIO y propone los efectos vasculares y neuroprotectores de las estatinas, como responsables de la ac-
cién. Asimismo, en el analisis univariante, no encontraron que otros medicamentos antihipertensivos
(incluidos beta-bloqueantes), diuréticos o aspirina, afectaran al riesgo de progresién del deterioro del
campo visual.

En 2012, otro estudio prospectivo de cohorte llevado a cabo por Marcus et al. corroboré el efecto
protector de las estatinas frente a la aparicion de GAA®. En esta ocasion, el objetivo no fue evaluar
solamente a las estatinas, sino a todos los agentes reductores de lipidos, aunque en los datos se dife-
renciaron a los inhibidores de HMG-CoA reductasa del resto de hipolipemiantes. Se realizé un segui-
miento de 3939 pacientes mayores de 55 afios, de los que el 2,7% desarrollé GAA. Durante el periodo
de seguimiento 811 pacientes recibieron tratamiento con estatinas, frente a los 113 que requirieron
otros hipolipemiantes. El periodo de seguimiento tuvo una duracién media de 9,8 afios y durante él se
realizaron revisiones oftalmoldgicas que incluyeron campimetria y medidas de la PIO.

El riesgo de incidencia de GAA se expresd como cociente de riesgo (hazard ratio, HR) calculado gracias
al modelo de regresidn de Cox y con un ajuste por edad, sexo, valor basal de P10, tratamiento con hipo-
tensores oculares, historial familiar de glaucoma y presencia de miopia. Los resultados (Tabla 1) mos-
traron una reduccidn significativa del riesgo de GAA en los pacientes tratados con estatinas (HR 0,59; IC
95% 0,31-0,96; P=0,034). Por el contrario, en el grupo tratado con otros hipolipemiantes, el riesgo fue
mayor, aunque sin alcanzar la significacion estadistica (HR 2,07; 1C 95% 0,81-5,33; P=0,13). Cuando solo
se consideraban tratamientos de estatinas con una duracion mayor de 2 afios, el valor de HR se reduce
20,46 (IC 95% 0,23-0,94; P=0,033)?V.

En concordancia con los estudios previos, Marcus et al. no encontraron que las estatinas fueran capa-
ces de reducir la PIO, por tanto, se posicionaron a favor de que un potencial efecto neuroprotector de
las estatinas, estuviera implicado en su accidn preventiva®?.

El efecto protector de las estatinas es corroborado por otro estudio de cohorte, aunque en esta oca-
sidn es retrospectivo longitudinal®. Este analisis incluy a 524.109 individuos mayores de 60 afios, con
hiperlipidemia diagnosticada y un historial de al menos una visita previa al oftalmélogo o al optome-
trista. Para el cdlculo del HR, se emple? la regresion de Cox multivariante ajustando por factores de
confusion demograficos (edad, sexo, raza) y de comorbilidades oculares (cataratas, degeneracién ma-
cular...) o generales (hipertension, diabetes), asi como por el indice de comorbilidad de Charlson. En
esta ocasion, se midieron cuatro variables dependientes: la aparicion de glaucoma de angulo abierto
de nuevo diagndstico, la progresion desde sospecha a diagndstico confirmado de GAA, la necesidad de
tratamiento farmacoldgico y la de tratamiento quirdrgico.
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Los resultados se expresaron como la estimacion del HR por cada mes o cada afio de tratamiento con
estatinas sobre las variables descritas. Asimismo, se calculd el porcentaje de reduccion del riesgo que
supondrian un mes, un afio o dos afios de tratamiento. Los resultados se recogen en la Tabla 1. Desta-
ca que mientras la necesidad de tratamiento quirtrgico no se ve reducida, cada mes de tratamiento
con estatinas reduce el riesgo de nuevo diagndstico en 0,3%, el riesgo de evolucion de sospecha a
diagndstico confirmado en 0,4% y la necesidad de tratamiento hipotensor ocular en 0,4%. El riesgo de
aparicion de GAA después de 1 afio de estatinas, se redujo en 5%, mientras que después de 2 afios, lle-
g6 al 9% de reduccidn. Estos datos muestran un efecto protector a largo plazo y de nuevo concuerdan
con lo mostrado en los estudios anteriores*>??, Al contrario que McGwin et al.*?, pero en concordancia
con Marcus et al.??; el resto de hipolipemiantes no confiere un efecto protector. Este trabajo también
muestra codmo los pacientes con un glaucoma avanzado (los que podrian necesitar una intervencion
quirdrgica), no obtienen beneficio del tratamiento con estatinas.

Este mismo grupo de investigacidn publicé en 2017 un segundo estudio de cohorte en el que se tratd
de evaluar si la dosis o el tipo de estatina empleado, afectaba al efecto preventivo de la aparicién de
GAA?), La cohorte estaba formada por mas de 25.000 pacientes, todos ellos mayores de 60 afios, con
dislipemia, sin diagndstico preexistente de GAA, y que tuvieron un seguimiento por parte de un oftal-
moélogo u optometrista durante un periodo de dos afios. Este estudio confirmé que el riesgo de apa-
ricién de GAA era un 21% menor en los usuarios de estatinas. Ademas, puso de manifiesto la no exis-
tencia de diferencia entre atorvastatina y el resto de las estatinas prescritas (lovastatina, simvastatina,
cerivastatina, fluvastatina, rosuvastatina y pravastatina). Tampoco encontré diferencias entre la dosis
diaria de 40 mgy el resto de las dosis (10,20 y 80 mg). Los valores de HR se recogen en la Tabla 1. Debido
a que el riesgo de efectos adversos aumenta con el incremento de la dosis diaria de estatinas, exponer
a los participantes a una dosis alta de 80 mg pareceria innecesario, siendo una dosis de 40 mg o menos
mas apropiada. Ademas, en comparacion con la atorvastatina, ninglin otro tipo de estatina fue mas
protector contra el GAA. Por esta razdn, el estudio concluye que atorvastatina 40 mg seria la propuesta
a seleccionar para un ensayo clinico dirigido a constatar y medir el efecto protector frente al GAAZ),

Aligual que Leung et al. mostraron en 2010 que las estatinas prevenian la progresion del GAA en una
cohorte de pacientes de Hong-Kong®Y, en 2018, es publicado otro estudio con un objetivo similar, aun-
que en esta ocasion en una cohorte de veteranos en Estados Unidos que habian sido diagnosticados
de GAA®, La cohorte estuvo constituida por 847 pacientes, mayoritariamente hombres caucésicos y
afroamericanos en los que se comprobd que la progresion del GAA sobre el campo visual aparecia en
el 32,9% de los pacientes usuarios de estatinas frente al 54,4% de los pacientes no usuarios (P<0,001).
Con el objetivo de descartar la influencia de otros factores sobre la progresion del glaucoma, este tra-
bajo propuso un modelo predictivo que se empled para clasificar a los pacientes en funcién de su
propension a la progresion del glaucoma. Con estos datos, se seleccionaron grupos control y casos
(usuarios de estatinas) pareados y se comprobé que la proporcidn de pacientes en los que se manifies-
ta la progresion del deterioro del campo visual era de nuevo menor en los usuarios de estatinas (34,9%
versus 56,6%; P<0,001).

Ya en 2020, la pregunta de qué tipo de estatina podria tener algin efecto sobre la aparicion de GAA
vuelve a aparecer en la literatura. En esta ocasidn, se valora en una cohorte de pacientes provenientes
de Japédn y que habian iniciado tratamiento con estatinas en los 6 meses anteriores®”. La cohorte se
dividi6 entre usuarios de estatinas de alta potencia (atorvastatina y rosuvastatina) y de baja potencia
(pravastatina, fluvastatina, pitavastatina y simvastatina). La HR estimada para la aparicién de glauco-
ma no mostro diferencias entre los grupos (HR=1,08; IC 95% 0,93-1,24). Sin embargo, este trabajo no
analiza la estimacion frente a los no usuarios, por lo que solo se podria concluir que, en cortos periodos
de empleo, todas las estatinas podrian tener un efecto similar sobre la aparicion de glaucoma, tal y
como ya proponia un trabajo previo®.
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Tabla 1. Resumen de los resultados de los estudios que muestran efecto protector de las estatinas frente al glau-

coma.
Estudio Tipo Participantes Parametros Resultados Factores de con-
evaluados fusién
McGwin et | Casosy contro- |Varones>50afos. | Riesgo de apari- OREST: 0,86 Diabetes, dislipemia,
al., 2004 les anidados Casos (n=667) | cidn de glaucoma (0,66-1,11) HTA, enfermedad
diagnostico glau- OR (IC 95%) ORHPL: 0,60 cardiovascular, en-
coma en historia (0,30-1,18) fermedad cerebro-
clinica. Controles OR HPL+EST: 0,52 | vascular, arteriopatia
(n=6667) (0,26-1,04) periférica.
OREST>23
meses: 0,60 (0,39-
0,92)
Nagaoka et | Ensayo clinico | Voluntariossanos | PIO (mmHg)alos | PIO basal: 14,3
al. 20062 controlado (n=12) 90minyalos7 +0,4
aleatorio dias de SV PIO SV 90 min:
12,6 +0,5 (P<0,05)
PIO SV 7 dias:
12,4 +0,6 (P<0.01)
Castroetal. | Cohorte retros- Pacientes con Variacién Pardmetros en Edad, sexo, raza,
2007 pectivo sospecha de pardmetros es- grupo EST PO, grosor corneal,
glaucoma, PIO | tructurales nervio | Volumen anillo: | error refractivo, HTA,
y campo visual 6ptico (HRT) 26,7% (P=0,0156) | diabetes, migrafia,
normal (n=76) Variacién altura | cdancer, dislipemia
contorno: 14,7% hipotiroidismo,
(P=0.0118) enfermedad autoin-
Area CFNR: 24,3% | mine, vasculitis, en-
(P=0.0051) fermedad coronaria,
CFNR: 26,6% cerebral o arteriopa-
(P=0,0114) tia periférica.
% pacientes control: 23,1%
que desarrollan EST: 8,33%
glaucoma aspirina: 23,1%
EST+aspirina:
16,7%
Leungetal. | Cohorte pros- Pacientes con RR (IC95%)de | RRHD:3,26(1,21-| Antecedentesde
2010 pectivo glaucomay PIO progresion de 8,76) P=0,019 ACV, hemorragias de
normal (n=256) | lareducciéndel | RRSV:0,36 (0,14- | disco épticoy edad.
campo visual 0,91) P=0,030
RRACV: 2,28
(1,03-5,06)
P=0,043
RR Edad: 1,38
(1,08-1,76)
P=0,009
Marcus et Cohorte pros- | Pacientes mayo- HR (IC 95%) de EST HR: 0,54 Edad, sexo, PIO
al.2012# pectivo res de 55 afios aparicion de (0,31-0,96) basal, tratamiento
(n=3939) glaucoma P=0,0034 con hipotensores
EST>2 afios HR: | oculares, historial fa-
0,46 (0,23-0,94) | miliar de glaucoma,
P=0,033 miopia
HPL HR: 2,07
(0,81-5,33) P=0,13
Ars Pharm. 2021;62(4):419-437 426



Pastor L, Alvarez-Sotomayor M.

Estudio Tipo Participantes Parametros Resultados Factores de con-
evaluados fusion
Stein et al., Cohorte Pacientes mayo- | HR (IC 95%) por HR por mes de Edad, sexo, raza,
20127 retrospectivo res de 60 afios, mes o afio 02 EST comorbilidades ocu-
longitudinal con hiperlipide- | afios de GAAnue- | HRnuevo GAA: | lares, HTA, diabetes,
vo, confirmacion 0,997 (0,994- indice de Charlson

miay visita oftal-
moldgica previa
(n=524109)

de sospecha de
GAA, necesidad
tratamiento
farmacoldgico o
quirdrgico

0,999) P=0,0056
HR diagnostico
GAA: 0,996 (0,993-
0,999) P=0,0062
HR tratamiento
HO: 0,996 (0,993-
0,998) P=0,0002
HR cirugia: 1,002

(0,994-1,010)
P=0,6811

GAA: 0,952 (0,920-

HR por afio de
EST
HR nuevo GAA:
0,960 (0,933-
0,999) P=0,0056
HR diagnostico

0,986) P=0,0062
HR tratamiento
HO: 0,950 (0,924-
0,976) P=0,0002
HR cirugia: 1,002
(0,925-1,127)
P=0,6811

HR por 2 afios
de EST
HR nuevo GAA:
0,922 (0,870-
0,976) P=0,0056
HR diagnostico
GAA: 0,907 (0,846-
0,973) P=0,0062
HR tratamiento
HO: 0,902 (0,854-
0,953) P=0,0002
HR cirugia: 1,042
(0,856-1,269)

P=0,6811

Ars Pharm. 2021;62(4):419-437

427



Pastor L, Alvarez-Sotomayor M.

Estudio Tipo Participantes Parametros Resultados Factores de con-
evaluados fusion
Talwar et al. | Cohorte retros- Pacientes HR (IC 95%) de EST HR: 0,79 Edad, sexo, raza,
2017% pectivo >60 afios, con | aparicion de GAA. | (0,66-0,96) P=0,02 | situacion socioeco-
dislipemiay sin | Comparaciéon con | EST 80mg HR: némica, LDL basal,
diagndstico GAAy ATV 1,03 (0,59-1,80) HTA, obesidad, ap-
con seguimiento P=0,91 nea suefio, diabetes,
oftalmolégico en Comparaciénvs | migrafia, patologia
2 afos (n=25420) ATV ocular, uso de HPL,
LV HR: 1,09 (0,71- | indice de Charlson
1,68) P=0,69
CV HR: 0,61 (0,09-
4,41) P=0,63
RSV HR: 0,83
(0,48-1,41) P=0,51
FLV HR: 0,89
(0,39-2,02) P=0,78
PV HR: 1,29 (0,93-
1,79) P=0,13
SV HR: 1,03 (0,83-
1,29) P=0,78
Whigham et | Cohorte retros- Pacientes con % pacientesen | % progresa con- Sexo, edad en
al., 201824 pectivo GAAreflejado en | los que progresa trol: 56,6 la visita inicial,
historial clinicoy | el deteriorodel | % progresaEST: raza, enfermedad
visitas a consulta campo visual 34,9%; P<0,001 cardiovascular,
oftalmoldgica diabetes, enferme-
(n=847) dad cerebrovascular,
insuficiencia renal,
severidad basal del
glaucoma
Oobaetal., | Cohorteretros- | Pacientes 40-75 HR (IC 95%) de HR: 1,08 (0,93- Edad, sexo, medica-
20207 pectivo afios estatinas | aparicion de GAA. 1,24); P=0,31 cién concomitante,
durante 6 meses Comparacion comorbilidades,
minimoy sin entre estatinas indice Charlson
diagndstico de de altay baja
glaucoma. Exclu- potencia
ye diabéticos

ACV: accidente cerebrovascular; ATV: atorvastatina; CFNR: capa de fibras nerviosas de la retina; CV: cerivastatina;
EST: estatinas; FLV: fluvastatina; GAA: glaucoma de dngulo abierto; LV: lovastatina; HD: hemorragia disco; HO: hipo-
tensor ocular; HPL: otros hipolipemiantes; HR: hazard ratio; HRT: Heidelberg Retina Tomografia; HTA: hipertensién
arterial; IC: intervalo de confianza; OR: Odd-ratio; PIO: presién intraocular; PV: pravastatina; RR: riesgo relativo; RSV:
rosuvastatina; SV: simvastatina.

Estudios que no encuentran relacion entre las estatinas y el glaucoma

En 2009, Iskedjian et al. exploraron la posibilidad de que varios medicamentos sistémicos entre los que
se encuentran las estatinas, pudieran ralentizar la progresion del glaucoma®. Para ello, se revisaron
los datos de prescripcion de medicamentos de una aseguradora de Canada durante mas de 8 afios y se
cuantificaron los pacientes que tuvieran prescritos colirios con analogos de prostaglandinas conside-
rados de eleccidn en el tratamiento del glaucoma (8548 pacientes). Se trata, por tanto, de un estudio
observacional y retrospectivo.

El empeoramiento de la patologia ocular se definié como la necesidad de afiadir otro hipotensor ocu-
lar adicional al analogo de prostaglandinas en el primer afio de haber sido prescrito. Asimismo, se
cuantificaron los pacientes a los que se hubieran prescrito antihipertensivos, antidiabéticos, diuréticos
y estatinas y se exploré la asociacion entre la doble terapia hipotensora ocular y la prescripcion de
medicacion sistémica.

Ars Pharm. 2021;62(4):419-437 428



Pastor L, Alvarez-Sotomayor M.

Este trabajo no encuentra que la proporcion de pacientes que requieren terapia adicional al lata-
noprost, bimatoprost o travoprost, fuera menor en los que usaban estatinas. No hubo diferencia esta-
disticamente significativa en la proporcion de pacientes que iniciaron la terapia adyuvante en aquellos
que usaban estatinas (29,2%; P=0,076) en comparacién con aquellos que no tomaban medicamentos
sistémicos (32,4%, Tabla 2). Sin embargo, se puede observar que si hubo diferencia estadisticamente
significativa en la proporcion de pacientes que iniciaron la terapia adyuvante de glaucoma entre aque-
llos que tomaban estatinas junto con antihipertensivos (25,2%; P<0,001) y aquellos que no tomaban
medicamentos sistémicos (32,4%). Ocurre lo mismo con aquellos pacientes que combinaban estatinas
con antihipertensivos y medicamentos antidiabéticos (21,8%; P<0,001) y aquellos que usaban diuréti-
cosy al menos 1 de los siguientes medicamentos: estatinas, antihipertensivos o antidiabéticos (24,5%;
P<0,001). Asi pues, en estos casos fueron menos los pacientes que comenzaron una terapia comple-
mentaria para el tratamiento del glaucoma.

Tampoco los que estaban en tratamiento con antidiabéticos presentaron diferencias en la necesidad
de otro hipotensor ocular (36,4%; P=0,266). Por el contrario, encontraron que los antagonistas del cal-
cio, los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECAs) y la combinacion de antihiper-
tensivos si se asociaban a una menor proporcién de pacientes que necesitaron mas de un farmaco
oftalmico hipotensor ocular,

Otro estudio retrospectivo de casos y controles llevado a cabo en Reino Unido en 2010 tampoco encon-
tré que las estatinas protegieran frente al glaucoma. En esta ocasion, el objetivo fue conocer si los be-
ta-bloqueantes y las estatinas lograban asociarse a una menor prevalencia de glaucoma. Sin distincién
del tipo de glaucoma, los casos fueron 8778 pacientes en cuyos historiales recogieran el diagndstico
de glaucoma. Como controles se tomaron los datos de 8778 pacientes con similares caracteristicas
demograficas y sin diagndstico de glaucoma™.

Se calcularon las OR de tratamiento con estatinas y betabloqueantes (betal selectivos y no selectivos)
en los 5 afios anteriores al diagndstico de glaucoma con un ajuste por comorbilidades, nimero de me-
dicamentos usados y nivel socioecondmico. Los datos se muestran en la Tabla 2 y podemos comprobar
cémo la OR para los pacientes usuarios de estatinas fue de 0,96 (IC 95% 0,88-1,06). Al contrario de lo
publicado previamente™, tampoco los antagonistas del calcio se asociaron a una proteccion frente a
glaucoma. Los que si lograron mostrar un efecto protector fueron los beta-bloqueantes betal selecti-
vos con una OR de 0,85 (IC 95% 0,78-0,92).

Parte de este efecto protector de los beta-bloqueantes, pero no de otros farmacos, podria ser atribuido
a su capacidad para reducir la P10. En 2014, y en una cohorte de pacientes britanicos de 40 a 79 afios sin
historial de glaucoma, se valord la posible asociacion entre su medicacion sistémica (antagonistas del
receptor de angiotensina Il -ARAII-, IECAs, antagonistas de calcio, alfa-bloqueantes, beta-bloqueantes,
nitratos, diuréticos, aspirina, estatinas, insulina, sulfonilureas y AINE) y el cambio de la PIO"%, El estu-
dio mostr6 como beta-bloqueantes y nitratos redujeron significativamente la P10 (-0,92 mmHg y -0,63
mmHg, respectivamente). Aunque en un primer analisis, tanto estatinas como aspirina se asociaban a
menores valores de PIO, el ajuste con los beta-bloqueantes como factor de correccidn, descarté dicha
asociacion.

Ya en 2019, y con el objetivo de confirmar la asociacién de dislipemia y GAA en la poblacién coreana,
se publica un estudio en el que se evalian parametros morfolégicos del nervio 6ptico y perfil lipidico
en 16934 pacientes mayores de 40 afios?®. En este estudio no se distinguen las estatinas de otros hipo-
lipemiantes, como tampoco se ven reflejados como factores de confusidn el empleo de otros medica-
mentos sistémicos que como hemos visto, podrian afectar a la PIO"*%), Aunque en un primer analisis,
los pacientes en tratamiento mostraron mayor riesgo de GAA (OR=1,51; 1C95% 1,15-1,98; P<0,03), tras
realizar la correccidn con los factores de confusion que mostraron predisponer al glaucoma (edad, PIO
elevada, miopia y tasa de filtrado glomerular reducida), el riesgo de GAA fue similar en ambos grupos
(OR=1,08; 1C95% 0,75-1,56; P=0,83).

Tampoco el estudio longitudinal llevado a cabo en 2019 en Holanda con pacientes diagnosticados de
GAA o con sospecha del mismo, encontré que el tratamiento con estatinas cambiara alguno de los pa-
rametros evaluados. En esta ocasion, el objetivo fue comprobar si existia asociacion entre el tratamien-
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to con estatinas, diuréticos, beta-bloqueantes, antagonistas del calcio, IECAs y ARAIl y la aparicion de
GAA o el paso de sospecha a diagndstico confirmado. En esta ocasion fueron los IECAs y ARAII los que
mostraron una asociacion protectora frente a la progresion del GAA®®. Es destacable que, sin realizar la
correccidon que tuviera en cuenta los tratamientos antihipertensivos, las estatinas mostraron un efecto
protector frente al paso de sospecha a confirmacion de GAA (OR=0,26; 95%IC 0,1-0,65; P=0,014). Por
tanto, se pone de manifiesto la necesidad de que estos estudios observacionales registren y valoren la
influencia no solo de las estatinas, sino de al menos los medicamentos antihipertensivos.

Tabla 2. Resumen de los resultados de los estudios que no encuentran asociacidn entre el empleo de estatinas y

el glaucoma.
Estudio Tipo Participantes Parametros Resultados Factores de con-
evaluados fusion
Iskedjian et | Cohorte re- Pacientes que % pacientes % no medicacién Edad, sexo
al., 20094 | trospectivo | tuvieran prescrito | que requieren sistémica: 32,4

tratamiento con
colirios analogos de
prostaglandinas

terapia adicio-

nal. Asociacion
con medica-

cidn sistémica
(comparavs

pacientes sin
medicacidn

sistémica)

% EST: 29,2 (P=0,076)
% Anti-HTA: 22,5
(P<0,001)

% BB: 23,6 (P=0,114)
% ACA: 21,4 (P=0,011)
% IECA: 22,6 (P=0,001)
% antidiabético: 36,4
(P=0,266)

% Anti-HTA + EST: 25,2
(P<0,001)

% Antidiab+EST: 32,0
(P=0,745)
%Antidiab+An-
ti-HTA+EST: 21,8
(P<0,001)

Owen et
al., 201019

Casosy
controles

Casos: pacientes
con cualquier
tipo de glaucoma
(n=8778)
Controles: similares
caracteristicas
demograficas sin
glaucoma (n=8778)

OR (IC 95%) de
tratamiento con
ESTyBBen5
afios anteriores
al glaucoma

OR BB: 0,90 (0,83-0,97)
OR BB select: 0,85
(0,78-0,92)

OR BB no select: 1,09
(0,95-1,25)
ORIECA: 1,01 (0,94-
1,09)
ORACA: 1,03 (0,95-
1,12)
ORDIUR: 1,10 (1,02-
1,18)
OREST: 0,96 (0,88-
1,06)

OR otros anti-HTA:
1,05(0,92-1,18)

Edad, sexo, comor-

bilidades, nimero

de medicamentos,

y nivel socieconé-
mico.
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Estudio Tipo Participantes Parametros Resultados Factores de con-
evaluados fusion
Khawaja et Cohorte Pacientes de 40 a Cambioenla | IECA:-0,07(-0,29-0,15) | Edad, sexo e IMC.
al., 201409 79 afios sin historial | PIO media (IC P=0,55 HbA1lc en pacientes
de glaucoma 95%) ARAII: 0,07 (-0,26-0,40) | con antidiabéticos
(n=7093) P=0,68
AB: -0,23 (-0,56-0,11)
P=0,18
BB:-1,03 (-1,28--0,78)
P<0,001
ACA: -0,15 (-0,40-0,20)
P=0,82
Nitratos: -1,08 (1,54-
-0,62) P<0,001
EST:-0,31(-0,51--0,12)
P=0,002
Insulina: 0,07 (-0,77-
0,91) P=0,87
Aspirina: -0,46 (-0,67-
-0,25) P<0,001
AINEs: -0,02 (-0,32-
0,27) P=0,88
Shony Cohorte Pacientes > 40 OR (IC 95%) de OR GAA: 1,08 (0,75- Edad, PIO elevada,
Sung, afios, seguimiento | GAAYy alteracio- 1,56) P=0,838 miopia, tasa de fil-
201929 oftalmoldgico (ex- | nes morfoldgi- | ORHDO: 0,64 (0,15- | tracién glomerular
clusidn por patolo- | casdel nervio 2,73) P=0,648 reducida
gia ocular diferente optico OR CAD elevado: 1,02
de GAA). Grupos (0,81-1,28) P=0,763
cony sin tratamien- OR espesor CFNR: 0,97
to para dislipemia (0,67-1,42) P=0,857
(n=16934)
Pappelis et Cohorte Pacientes con OR (IC 95%). Analisis univariante Ninguno
al., 20190® diagndstico o sos- | Relacion entre | OREST: 0,26 (0,1-0,65)

pecha de GAAen su
historial (n=362)

medicacion
sistémicay
conversion de
sospecha a
diagndstico de
GAA

P=0.002
ORDIUR: 0,20
(0,07-0,59) P=0,001
ORARAII: 0,11
(0,01-0,87) P=0,008
OR IECA: 0,24 (0,07-
0,78) P=0.009
ORACA: 0,50 (0,17~
1,44) P=0,19
OR BB: 0,53 (0,22-1,28)
P=0,15
ORIBP: 0,62 (0,26-
1,43) P=0,26

Analisis multivariante:
ORARAII: 0,12 (0,01-
0,98) P=0,014
ORECA: 0,23 (0,07-
0,79) P=0,012

Sexo, P10 antes del
tratamiento, trata-
miento anti-HTA

AB: alfa-bloqueante; ACA: antagonista de calcio; AINEs: antiinflamatorios no esteroideos; ARAII: antagonista recep-
tor de angiotensina II; BB: beta-bloqueante; CAD: cociente drea-disco; CFNR: capa de fibras nerviosas de la retina;
DIUR: diuréticos; EST: estatinas; GAA: glaucoma de angulo abierto; HDO: hemorragia del disco éptico; HTA: hiper-
tensién arterial; IBP: inhibidor de la bomba de protones;IC: intervalo de confianza; IECA: inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina; IMC: indice de masa corporal; OR: odd-ratio; PIO: presion intraocular.
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Estudios que muestran un mayor riesgo de glaucoma en pacientes tratados con estatinas

Como se ha expuesto, no todos los trabajos que investigaban el posible efecto de las estatinas sobre
el desarrollo del glaucoma mostraron el mismo resultado. De hecho, en 2015 se publicd un estudio
observacional de casos y controles llevado a cabo en Taiwan que mostré un mayor riesgo glaucoma en
los pacientes tratados con estatinas a dosis altas®”.

Este estudio incluyd 1276 casos, definidos como pacientes con GAA e hiperlipidemia y 12760 contro-
les que no presentaron glaucoma, pero si hiperlipidemia. Los controles presentaban caracteristicas
similares que los casos en cuanto a edad, sexo, historial de diabetes y afios de diagndstico de hiper-
lipidemia y fueron seleccionados en razén 1:10. El trabajo presenta como novedad la clasificacién de
los pacientes en tres grupos en funcidn de las dosis de estatinas empleadas. Para esta clasificacion
se calculd la dosis diaria definida acumulativa (DDDs) por afio, dando lugar a tres grupos: dosis bajas
(hasta 30 DDDs), intermedias (30 a 119 DDDs) y altas (a partir de 120 DDDs). Los principales resultados
se muestran en la Tabla 3.

El célculo de las OR se ajustd teniendo en cuenta como factores de confusion la edad, el sexo, las co-
morbilidades (hipertensién arterial y depresion), el indice de Charlson de comorbilidad, la frecuencia
de visitas al oftalmdlogo y el uso de hipolipemiantes no estatinas. En general, la incidencia del GAA no
resultd afectada por el uso de estatinas, mostrando una OR de 1,02 (95% IC, 0,90-1,15). Sin embargo, al
seleccionar el grupo tratado con dosis altas de estatinas, la OR fue de 1,24 (95%IC, 1,03-1,24), mostran-
do un riesgo 1,24 veces superior de aparicion de glaucoma en los pacientes que recibieron estas dosis
altas de los inhibidores de HMG-CoA reductasa. Por tanto, las dosis altas aumentaban la incidencia de
glaucoma de manera significativa (P=0,0458).

Otro de los resultados negativos fue reportado por Ho et al. en 2017 que, aunque no estudiaron la
asociacion entre consumo de estatinas y riesgo de glaucoma, mostraron que los pacientes tratados
con estos farmacos presentaban valores superiores de PIO, con un aumento estimado en 0,21 mmHg
(95% IC, 0,02-0,4; P=0,03). En este estudio llevado a cabo en Singapur, se incluyeron pacientes sin pa-
tologia ocular previa y se cuestiond si diferentes medicamentos sistémicos podrian afectar a la PIO,
con el resultado de que tan solo los beta-bloqueantes fueron capaces de reducir la PIO. Este estudio
emplea una correccion por el objetivo de la medicacion sistémica con la finalidad de identificar efec-
tos que fueran independientes de las acciones principales. Asi, el efecto de las estatinas fue corregido
tomando como factor de confusidn los niveles de lipidos y el efecto de los beta-bloqueantes tomando
el valor de presidn arterial.

Tabla 3. Resumen de los resultados de los estudios que encuentran un mayor riesgo de glaucoma en pacientes
tratados con estatinas.

Estudio Tipo Participantes Parametros Resultados Factores de
evaluados confusion

Chenetal., Casosy con- Casos (pacientes | OR(IC95%) de | OR dosis bajas: 0,87 | Edad, sexo, HTA,
201507 troles con GAA e hiperli- | GAAen grupos (0,73-1,03) depresién, indice
pidemia n=1276). | con dosis bajas, | ORdosisinterme- | de Charlson, nu-

Controles hiperlipi- | intermediaso |dias: 1,03 (0,88-1,27) | mero de visitas a
demia (n=12760) altas de EST OR dosis elevadas: | oftalmélogo, afios
1,24 (1,03-1,49) de dislipemia, uso

P=0,0048 de HPL
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Estudio Tipo Participantes Parametros Resultados Factores de
evaluados confusion
Ho et al. Cohorte Pacientes 40-80 Cambiosen la IECA: 0,33 (0,08- Edad, sexo,
201747 afios. Examen P10 (IC 95%) 0,57) P=0,08 IMC, raza y valor
oftalmoldgico y ex- ARAII: 0,40 (0,05- objetivo de la
clusion de pacien- 0,75) P=0,02 medicacién
tes con patologia BB:-0,45 (-0,65- | sistémica (presion
ocular que afecte a -0,25) P<0,001 arterial en HTAy
PI1O (n=8063) BIG: 0,16 (-0,11- perfil lipidico en
0,43) P=0,25 dislipemia)
SuU: 0,34 (0,05-0,63)
P=0,02
EST: 0,21 (0,02-0,4)
P=0,03

ARAIl: antagonista del receptor de angiotensina Il; BB: beta-bloqueantes; BIG: biguanidas; EST: estatinas; HPL: otros
hipolipemiantes; IC: intervalo de confianza; IECA: inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina; IMC: indice
de masa corporal;OR: odd-ratio; PIO: presion intraocular; SU: sulfonilurea.

Meta-analisis

En 2017, McCann et al. publican un meta-analisis de todos los resultados publicados hasta el momento
que trataran de relacionar el tratamiento con estatinasy el glaucoma"?. Una vez filtrados por la evalua-
cién de la calidad de los estudios, los autores incluyeron tan solo cinco de los trabajos hasta entonces
publicados®!%1%:2228),

Para el analisis conjunto se calculé la OR para la aparicion de glaucoma en pacientes tratados con
estatinas menos de 2 afios, mas de 2 afios o por un periodo indefinido de tiempo. Tan solo la OR en el
tratamiento con inhibidores de la HMG-CoA reductasa a corto plazo, mostré un resultado significativo
(Tabla 4). Llama la atencidn, que este resultado se opone a lo que en general muestran los estudios
individuales. De hecho, McCann et al. muestran una OR de 0,70 (IC 95%, 0,46-1,06) en el grupo de esta-
tinas durante mas de 2 afios, aunque un valor de P=0,09 no permite generalizar la conclusién?.

El meta-analisis sefiala algunas limitaciones importantes. Por ejemplo, las diferencias en la seleccidn
de los pacientes con glaucoma, que en algunos solo requiere que estuviera registrado en su histo-
rial®192228) mientras que en uno de ellos se realiza diagndstico clinico™. Por otro lado, no todos corri-
gen los mismos factores de confusion, proponiendo McCann et al. que el empleo de beta-bloqueantes
y de otros hipolipemiantes, deberian ser considerados siempre!'?,

Tabla 4. Asociacion entre uso de estatinas e incidencia de glaucoma. Calculo del meta-andlisis de McCann et al.®?

OR (IC 95%) P
Uso estatinas < 2 afos 0,96 (0,94-0,99) 0,05
Uso estatinas > 2 afios 0,70 (0,46-1,06) 0,09
Uso estatinas sin estratificacion por duracion del tratamiento 0,94 (0,83-1,06) 0,33

. o #
Discusion
Una vez revisados los datos clinicos, no resulta concluyente afirmar que las estatinas puedan prevenir
la aparicidn de glaucoma o proteger frente a su avance. Aunque la mayoria de los estudios publicados
muestran algln efecto protector®'21°2:29 otros no llegan a mostrar algun efecto!*¢27 e incluso
algunos estudios muestran un mayor riesgo en dosis altas de estatinas®® y una repercusion negativa
sobre la PIO de los pacientes que emplean estos medicamentos™”.

Esta discrepancia entre los resultados encontrados podria explicarse si tenemos en cuenta algunas de
las limitaciones de los estudios. Todos ellos son estudios observacionales, de cohorte o de casosy con-
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troles, y han sido llevados a cabo en un Unico pais. Por tanto, las caracteristicas de la poblacién pueden
ser muy diferentes, por ejemplo, en cuanto a la presencia de individuos de diferentes grupos raciales.
Mientras que los estudios realizados en Estados Unidos incluyen a poblacién caucasica, afroamericana
y latina, los originarios de paises asiaticos, no representan a los mismos grupos. Por ejemplo, en el es-
tudio de Ho et al. realizado en Singapur, los grupos incluidos fueron chinos, indios y malayos™”. Inclu-
so0, en dos de los trabajos publicados, la cohorte provenia de un grupo de veteranos estadounidenses
con nula®™ o minima® representacion de mujeres.

Pero no solamente las caracteristicas de la poblacién dependen del lugar en el que se lleve a cabo el
estudio. Al tratarse de investigaciones observacionales, el empleo de estatinas y de cualquier otra me-
dicacion sistémica objeto de analisis, viene condicionado por las guias de practica clinica vigentes en
cada momento y para cada pais. Por lo tanto, el nivel de LDL a partir del que se prescriba una estatina
y la dosis de estatina seleccionada, puede también diferir entre los estudios, ya que vendrian condicio-
nados por la practica clinica.

Observamos que en algunos de los estudios**¥, no solamente se valora el efecto de las estatinas, sino
que se analizan también otros medicamentos. Entre ellos queremos destacar aspirina, beta-bloquean-
tes, IECAs y ARAII, ya que al igual que para las estatinas, los resultados no son homogéneos. En general,
aquellos estudios que incluyen varias medicaciones sistémicas, no encuentran un efecto protector o
al menos no significativo de las estatinas®“*®. De hecho, seria recomendable que en futuros estudios
observacionales en los que se pretendiera evaluar el efecto de los inhibidores de la HMG-CoA reduc-
tasa sobre la progresion o incidencia del GAA, se midiera también el consumo de otros medicamentos
sistémicos y estos fueran considerados factores de confusidn para el andlisis estadistico de los datos.
De hecho, y como se recoge en las Tablas 1, 2 y 3, no todos los estudios incluyen los mismos factores
de confusidn en el analisis.

Sin embargo, a pesar de esta disparidad, si que existen algunos datos experimentales tanto en pacien-
tes como en modelos animales, que pueden ayudar a explicar un efecto protector de las estatinas sobre
la progresion y desarrollo del GAA. Entre ellos, debemos destacar el potencial efecto neuroprotector de
estos farmacos, que bien podria extenderse al nervio dptico. Las estatinas han mostrado su capacidad
para prevenir la muerte neuronal por dafio isquémico, habiéndose propuesto como mecanismos de
esta neuroproteccion la reduccidn de la toxicidad del glutamato®?? y su capacidad antiinflamatoria
de estos farmacos®”. Este efecto neuroprotector ha sido también demostrado en un modelo de isque-
mia-reperfusion de la retina en ratas®. El ensayo de Castro et al. en el que se confirma una mejora en
los parametros estructurales del nervio dptico de los pacientes en tratamiento con estatinas vendria a
corroborar la importancia de la neuroproteccion en los efectos de las estatinas*.

Asimismo, la viabilidad de la cabeza del nervio dptico depende en gran medida de la perfusion ocular
especialmente de la retina. En este sentido, las estatinas también son capaces de aumentar el calibre
de arterias retinianas™! y bien podria ampliarse este efecto a la vasculatura periférica del nervio dptico.
Este efector promotor de la circulacidn retiniana, se propone como dependiente de un aumento en la
produccion de éxido nitrico y ha sido confirmado en diferentes modelos animales y estudios clinicos, y
corroborado en estos mismos pacientes*?.

Pero ademas de la neuroproteccidn, no se puede descartar que las estatinas puedan también mejorar
el flujo trabecular del humor acuoso, contribuyendo a una reduccién de la PIO. La inhibicién de la
isoprenilacion de Rho GTPasa y de la actividad Rho-quinasa, son consecuencia de la inhibicidn de la
HMG-CoA reductasa y forman parte de los efectos pleiotropicos de las estatinas. Esta inhibicion de
Rho-quinasa, es capaz de aumentar de manera significativa la salida del humor acuoso a través de la
malla trabecular®*”. Ademas, existe cierta evidencia de que el aumento del 6xido nitrico disminuye la
PIO®?, La reduccién de la PIO ha sido de nuevo confirmada en pacientes”, aunque no queda igual-
mente reflejada en los estudios observacionales que hemos revisado®-2219,

En resumen, y aunque el resultado no es el mismo en todos los estudios, si existe una base farmaco-
l6gica para explicar un efecto protector de las estatinas frente a la aparicion o al agravamiento del
GAA. En este sentido, al profundizar en los datos revisados resultan interesantes algunos aspectos. El
primero de ellos es que este efecto parece ser comun a todos los farmacos de la clase®y que no parece
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requerir dosis altas, que incluso podrian ser perjudiciales?”. El segundo comentario es el relacionado
con la duracién del tratamiento, donde de nuevo, nos encontramos con algunas limitaciones. Si bien
varios trabajos muestran una mayor proteccion con tratamientos superiores a 2 afios®'?, el meta-ana-
lisis de los mismos, no llega a reflejar esta situacion?,

Como conclusidn, la evidencia publicada no es suficiente como para recomendar el tratamiento con
estatinas con el objetivo de prevenir el avance o la aparicidn del glaucoma. Sin embargo, no se puede
descartar que estos farmacos puedan contribuir a la proteccién de aquellos pacientes que los usan
con el objetivo de controlar su dislipemia o como proteccién secundaria de eventos cardiovasculares.
Seria necesaria la realizacion de ensayos clinicos con el objetivo de concluir si las estatinas consiguen
tal efecto protector que compense la potencial iatrogenia en pacientes que no requieran su empleo
con otra finalidad.

. . ’
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Resumen

Introduccion: el correcto funcionamiento y la supervivencia de la célula vienen mediados por multitud de proce-
sos clave. El delicado equilibrio que se requiere entre dichos fendmenos hace que un error en los mecanismos de
control desencadene el inicio de la carcinogénesis. Dentro de las rutas metabdlicas encargadas de su regulacion
se encuentran las vias de sefializacién del Wnt. De esta forma, aquellas moléculas que intervengan en dichas vias
presentaran un papel clave para el estudio de la patologia, entre las que destaca secreted Frizzled - Related Protein
4 (sFRP4).

Método: se ha llevado a cabo una blsqueda bibliografica en bases de datos de referencia, como es el caso de Med-
line, Scopus o Web of Science.

Resultados: a sFRP4 se le ha otorgado el papel de modulador negativo de las vias de Wnt debido a su capacidad
de competir por los ligandos Wnt y evitar el inicio de dichas rutas. Por lo tanto, sSFRP4 serd esencial en el control
del inicio y desarrollo del cancer en aquellos tejidos donde se exprese la proteina, dentro de los que se considera
el tejido mamario.

Conclusiones: los recientes estudios acerca de la implicacién de sFRP4 en el desarrollo de diversas patologias,
justifican que la proteina haya captado la atencidn en los Gltimos afios. De esta forma, se puede afirmar que sFRP4
presenta un interesante potencial como biomarcador en el tratamiento, diagndstico y prondstico del cancer de
mama, entre otras enfermedades.

Palabras clave: sFRP4; 3 - catenina; candnica; no candnica; Frizzled; cancer de mama.

Abstract

Introduction: cell’s correct functionality and surveillance are brokered by a wide range of essential proceedings.
The delicate equilibrium required between those phenomenon means that an error in the control mechanisms pro-
voke the carcinogenesis commencement. In those metabolic pathways in charge of controlling the mechanisms are
found the Wnt signaling pathways. Therefore, molecules that interact with the pathways mentioned, where secret-
ed Frizzled - Related Protein 4 is located, will play a key role in the pathology knowledge.

Method: a bibliographic research has been done in referral databases, such as Medline and Scopus.

Results: sSFRP4 has been identified as a negative modulator of the Wnt signaling pathways. This is due to its capacity
of competing for the Wnt ligands and avoiding the commencement of the pathways. Otherwise, sFRP4 is essential
for the control of the cancer beginning and development in those tissues where the protein is expressed, being
mammary tissues considered into them.

Conclusions: recent studies about the implications of SFRP4 in the development of several pathologies justify that
the protein had garnered attention in recent years. Furthermore, it can be affirmed that sSFRP4 presents an inter-
esting potential as biomarker in the breast cancer treatment, diagnosis and prognosis, among other pathologies.

Keywords: sFRP4; 3 - catenin; canonical; non - canonical; Frizzled; breast cancer.
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Puntos clave

Secreted Frizzled - Related Protein 4 es un glicoproteina que interviene como modulador negativo en
las vias de sefializacion del Wnt, relacionada con el inicio y progresion del cancer en aquellos tejidos
donde se expresa, entre los que se considera el tejido mamario.

El estudio recoge y actualiza la informacion disponible acerca de la sintesis, estructura y funcién de
sFRP4, asi como su relacidn con el cancer de mama.

Secreted Frizzled - Related Protein 4 estd implicada en la génesis y progresion del cancer de mama,
aunque los estudios realizados sobre ello no permiten definirla como biomarcador de la enfermedad.
Asimismo, nuevas lineas de investigacion deben realizarse, dirigidas a elucidar las implicaciones de la
glicoproteina en la patologia.

Introduccion

La familia de proteinas sFRP estd compuesta por un total de cinco miembros, dentro de los cuales po-
demos considerar a secreted Frizzled - Related Protein 4 (sFRP4). Dichas glicoproteinas se expresan en
una amplia variedad de tejidos humanos tanto a nivel embrionario como adulto®.

El crecimiento celular, la proliferacion, la migracidn, la diferenciacion y la apoptosis son procesos fun-
damentales que tienen lugar en el ciclo vital de la célula para su correcto desarrollo natural. De esta
forma, la ejecucidn erratica de alguno de estos mecanismos puede desencadenar la carcinogénesis
celular®*%, Es por ello, que las diversas rutas metabdlicas implicadas en dichos procesos seran claves,
asi como las moléculas que intervengan en su control. De esta forma, tanto la cascada de sefializa-
cién del Wnt como las proteinas de la familia sSFRP desempefiaran un papel critico en la patologia del
cancer. Inicialmente, dichas glicoproteinas fueron definidas como “supresores tumorales” debido a su
actividad como antagonistas de las vias de sefializacién mencionadas. Esto se debe a la actuacion de
las proteinas sFRPs como moduladores de las vias del Wnt, mediante la competicion con el receptor
Frizzled (FZD) por los ligandos Wnt*2),

Métodos

En el periodo de marzo-junio de 2021 se hizo una blsqueda en las bases de datos Medline, Scopus y
Web of Science, utilizando las palabras clave: “sFRP4”, “breast cancer”, “treatment”y “Wnt pathways”,
utilizando el operador booleano “AND”. De la totalidad de los articulos encontrados se seleccionaron
aquellos de interés en el tema de revision, redactados en inglés y en los que se tuvo acceso al texto

completo como criterios de exclusién o inclusion.

Resultados

Esta parte del articulo se estructurd en los siguientes apartados: familia de Secreted Frizzled - Related
Proteins, vias de sefializacion del Wnt y sFRP4, sFRP4 en el cancer de mama y sFRP4 y el tratamiento
del cancer de mama

Familia de Secreted Frizzled - Related Proteins

La familia de glicoproteinas sFRP estad conformada por un total de cinco miembros (sFRP1 - sFRP5),
dentro de la cual se puede realizar una subdivision atendiendo a la homologia entre ellos. Por un lado,
se encuentra la subfamilia 1Sarp, constituida por sFRP1, sFRP2 y sFRP5. Por otro lado, son sFRP3 y
sFRP4 quienes conforman la subfamilia 2FrzB®®. Con respecto a su actividad, esta familia se ve encua-
drada dentro de los “antagonistas de la via de sefializacion del Wnt”,
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Elsilenciamiento del gen 8p11.21 en pacientes diagnosticados de cancer de mamay de colon permitié
la determinacién del primer miembro de esta familia, SFRP1“%. Dicho gen codifica para una glicopro-
teina de 314 aminoacidos (aa) capaz de establecer puentes disulfuro con el receptor FZD®?. Comparan-
do con el resto de miembros, ésta presenta una mayor homologia con sFRP5%1%, El segundo miembro,
sFRP2, viene codificado por el gen 4g31.3, que da lugar a una proteina de 300 aa aproximadamente®®*%,
La expresion de esta suele ocurrir a nivel del estroma tumoral en la mayoria de tipos de cancer, al igual
que sucede con su hermana sFRP4“'2, Por su parte, sFRP3 viene codificada por el gen 2q32.1°. Esta
glicoproteina fue uno de los primeros miembros de la familia en determinarse, que inicialmente se de-
nomind FRZB debido a su actividad como antagonista de la via de sefializacion del Wnt*?), sSFRP3 actua
regulando la polaridad epitelial, ademas de presentar un papel fundamental en la homeostasis del
huesoy del cartilago"***. El Gltimo miembro de la familia, sSFRP5, viene codificado por el gen 10g24.2°.
La inhibicion de la expresion de esta glicoproteina se encuentra relacionada con una gran variedad de
patologias cancerigenas, como son el cancer de prostata, el cancer ovarico epitelial®® o el cancer de
mama, siendo incierto el papel de ésta en el melanoma™”. La expresion de ésta se ve disminuida en la
mayoria de tumores primarios, al igual que ocurre con su hermana sFRP1¢19,

Estructuray localizacion genética y celular de sFRP4

sFRP4 se determind por primera vez en 1997 de manos de Wolf y su equipo. En la literatura cientifica
se pueden encontrar otras referencias a esta glicoproteina como FRP - 4, frpHE (FRP Human Endome-
trium), LOC6426, MGC26498 y FRZB2. Esta ultima denominacion se debe a su homologia (48,6%) con
SFRP3 (FRZB1). Asimismo, sFRP4 es el miembro mas conocido de la familia, la cual presenta diferen-
cias fundamentales con el resto basadas en la presencia de seis residuos de cisteina unida mediante
puentes disulfuro®,

Estructuralmente, la proteina se caracteriza por estar conformada por un total de 364 aa y presentar
un peso molecular aproximado de 39,9 kDa®*\. Los plegamientos conformacionales posteriores a la
sintesis de la proteina dan como resultado dos dominios independientes. Por un lado, encontramos el
CRD, constituido por 110 - 120 aa y cuya fraccion terminal guarda un 30% de homologia con el domi-
nio localizado en los receptores FZD. Ello se debe a la presencia de 10 residuos de cisteina en ambos
dominios®**?°, Por otro lado, en el dominio NTR o NDL se aprecia una regién de elevado contenido
en serinay treonina. Este dominio es la diana perfecta para la accion de serina o treonina quinasas, al
componerse de varios lugares de fosforilacidn serina/treonina (9 en el caso de los humanos). Ademas,
los seis residuos de cisteina presentes en el dominio permiten el establecimiento de tres puentes di-
sulfuro®%2Y ver figura 1.

Cromosoma 7 secreted - Frizzled Related Protein 4 (sFRP4) 364aa
[ peéptido seal Bl DominicRicoen Cisteina [@ Dominio Netrin -
(Cysteine - Rich Domain, CRD) Related (NTR) 0

Netrin - Like (NTL)

Figura 1. Representacion de la localizacion genética del gen 7p14.1y la estructura de la proteina sFRP4. En
ella se aprecian dos dominios independientes y un péptido sefial, que indica que ésta es una proteina
secretada.
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Este gen codificante para sFRP4 presenta tres transcritos y se asocia con 29 fenotipos®'#?2, Ademas,
cuenta con la presencia de seis exones y una longitud de 10,99 kb, siendo dentro del primer exén don-
de se localiza el codén de iniciacidn para la traduccién. Por otro lado, la transcripcion del gen ocurre
desde el telémero hacia el centromero, es decir, en sentido opuesto %223 Como producto de dicho
proceso se obtiene un transcrito primario que cuenta con 2974 pares de bases (pb), de las cuales, 1041
pb conforman la secuencia codificante o mRNA maduro®*°??, ver figura 1.

La expresién de sFRP4 viene regulada mediante estrégenos y progesterona, de manera que podria
intervenir en la morfologiay funcion uterina®. Por su parte, dicha proteina cuenta con una amplia pre-
sencia a nivel de tejidos humanos, destacando principalmente el estroma endometrial (existe una ma-
yor expresién de la misma en la fase proliferativa del ciclo menstrual), ovario, rifién, cerebro, glandulas
mamarias, cérvix, pancreas, estdmago, colon y pulmén®?9, A nivel celular, la sintesis de sFRP4 ocurre
en el nicleo, mientras que las modificaciones posteriores y su almacenamiento se suceden en el reti-
culo endoplasmatico perinuclear. Con respecto a la secrecion de la proteina, ésta tiene lugar mediante
vesiculas procedentes del reticulo y dirigidas hacia la membrana celular. Tanto la localizacién celular
como la secrecion de sFRP4 estan mediadas por el ligando Wnt3a. La presencia de éste se traduce en
la formacién de agregados oligoméricos entre sFRP4 y CRD en la region perinuclear y, por ende, se da
una redistribucién intracelular de la proteina®),

Vias de sefializacion del Wnt y sFRP4

Desde el descubrimiento del primer gen codificante para Wnt (Wnt1) hasta hoy, se ha logrado identifi-
car un total de 19 genes que codifican para estas glicoproteinas. La familia de proteinas Wnt presenta
un alto grado de conservacion a través de la evolucion, desde el género Drosophila, hasta los vertebra-
dos. Estas proteinas son fundamentales para el correcto desarrollo embrionario y el mantenimiento
de la homeostasis en el adulto”?. La familia de ligandos Wnt hace referencia a un conjunto de glico-
proteinas solubles que se caracterizan por unirse con receptores FZD, principalmente, y correceptores
LRP5/6 (proteinas relacionadas con el receptor de lipoproteinas de baja densidad, LDL)™. Su actividad
se centra en el inicio de una cascada de sefializacion donde la § - catenina juega un papel clave, dife-
renciando entre la via candnica (dependiente de la B - catenina) y la via no candnica (independiente
de la B - catenina)®”.

Por su parte, los receptores FZD se integran dentro de una familia de proteinas constituidas por siete
dominios transmembrana (7TM), los cuales se caracterizan por presentar CRDs en su fraccidn extrace-
lular (N - terminal). Estos dominios son, de hecho, el lugar de unidén de los ligandos Wnt a este recep-
tor(®28),

Via Canonica

En la via candnica, cuando el ligando Wnt no inicia la cascada, la B - catenina es objeto de fosforilacion
por accién del complejo proteico de destruccion. Este esta constituido por la unién de las proteinas de
andamiaje APC y Axina; las proteinas quinasas CK1 y GSK3B, y la E-3 ubiquitina ligasa 8 - TrCP®3031,
Ello permite actuar a la ubiquitina ligasa 3 - TrCP sobre la 3 - catenina, de manera que podra ser degra-
dada por el proteasoma®®>%*), De esta forma, los factores de transcripcién TCF/LEF reprimen los genes
diana de la B - catenina mediante el reclutamiento de correpresores Groucho®®. Por otro lado, cuando
el ligando Wnt se une al FZD y su correceptor LRP5/6, la via se activa. Asi, la proteina citoplasmatica
de andamiaje Dishevelled (Dvl) recluta a la Axina y permite la fosforilacién del extremo citoplasmatico
del correceptor LRP5/6%%25%3738 Como resultado de ello se da la acumulacidn citoplasmatica de la 3 -
cateninay la translocacion al nicleo de la misma, uniéndose a TCF/LEF y desplazando a los represores
Groucho®24?), Todo ello, junto con el reclutamiento de coactivadores transcripcionales como BCP y
Pygo/Bcl - 9“9, permite la expresion de genes relacionados con la carcinogénesis como CCND1, MYC,
axina2, DKK1 o LEF1¢%%%) ver figura 2.
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Via no canodnica

La via no candnica suele iniciarse mediante los ligandos Wnt5a y Wnt11(". Dentro de ella, podemos
diferenciar entre la via del Calcio (Ca*) y la via de la Prioridad Celular Planar (PCP)®2%?, La primera de
ellas se puede activar por unién del Wnt a FZD o bien al receptor ROR?2 (tyrosine kinase - like orphan
receptor - 2)“V. Ello se traduce en una activacién de las proteinas G, que acttan sobre la PLC, aumen-
tando los niveles citoplasmaticos de DAGs (diacilglicéridos) e IP3 (inositol trifosfato). Por su parte, el
IP3 difunde hasta el reticulo endoplasmatico liso (smooth endoplasmic reticulum, SER), permitiendo la
liberacién del Ca* contenido en éstel2#344, Cabe destacar que, el aumento del Ca>* puede darse como
resultado de la inhibicién de la proteina quinasa G (PKG) mediante la accién de la proteina p38©>*). El
Ca? activa a la calcio/calmodulina dependiente de quinasa Il (CaMKiIl) y, por ende, a la calcineurina, la
cual interviene en la activacion del NFAT (nuclear factor of activated T cells)“**®), Por su parte, la actua-
cién de los DAGs activa a la proteina quinasa C (PKC) a nivel de la membranay como resultado de ello,
el IkB actla sobre el factor nuclear kB (NF - kB). Este ultimo migrara al ndcleo, de manera que, junto
con el NFAT, intenvendran como factores de transcripcion®>%, ver figura 2.

Por otro lado, la via PCP se inicia cuando la unién de Wnt al FZD activa a las proteinas de unién a GTP
RhoA y Rac, asi como a sus quinasas efectoras: Rho - quinasa y JNK, promoviendo su translocacién al
nicleo®““?, La via se ve interrumpida por la accidn las proteinas Van Gohg (Vangl) y Prickle (Pk)©5%), ver
figura 2. Esta via se asocia con la reordenacion del citoesqueleto y adhesion celular, regulando los mo-
vimientos de la célula y su disposicién©®>#9, Es importante mencionar que la cascada no tiene porqué
ser estrictamente a nivel epitelial®®.

ViA CANONICA ViACANONICA VIANO CANONICA VIA NO CANONICA
Desactivada Activada Viadel Calcio Prioridad Celular Planar (PCP)

Acciones

@ desencadenadas T J'

por proteinas G

e ? l
o °O
[e]
Q,
Degradacion de la Reticulo 5 ﬁ
B-catenina por el Proteosoma Endoplasmico

\ Liso (REL)
Nicleo \| \ 4 /
GENES DIANA DE LAS VIAS WNT

0P,
(B) B-catenina (@) a-catenina % Ubiquitinas C\ E-cadherina 0 (2 Calcio B camkn
[«

Figura 2. Representacion de las vias de sefializacion del Wnt. Se aprecian la via candnica (en su estado activo e
inactivo) y la via no candnica (via del calcio y de la Prioridad Celular Planar, PCP).
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Mecanismos de accion de sFRP4

Las modificaciones conformacionales posteriores a la sintesis de sSFRP4 dan lugar a una homologia del
30% entre los sitios de unidn de los receptores FZD para los ligandos Wnt y los CRD de la proteinat®2%:24,
En la actividad de sFRP4 se requieren la presencia tanto del dominio CRD como del NTR. Con respecto
al papel del primero, es el lugar por el cual se establece la unidn entre los ligandos Wnty la glicoprotei-
na mediante la formacién de puentes disulfuro. Por otro lado, la importancia del domino NTR radica
en que éste es el encargado de conferir estabilidad a la estructura proteica, permitiendo asi una unién
eficaz®.

La homologia existente entre el CRD de los receptores FZD y sFRP4 permite a los ligandos Wnt la ca-
pacidad de unirse tanto al receptor como a la proteina. De esta forma, en caso de que se establezca la
unidn con ésta ultima, no se desencadenara el inicio de la cascada de sefializacién del Wnt. Todo ello
hace que se le atribuya a sFRP4 la funcién de inhibidor o modulador negativo de la via, principalmen-
tel>3742.5051 Asi mismo, se afirma que sFRP4 interviene como regulador competitivo en la via de sefiali-
zacion del Wnt®2, Por otro lado, existen estudios que sugieren que sFRP4 se puede comportar como un
complejo proteico®. Atendiendo a dicha afirmacidn, se apunta que la actividad de la proteina va mas
alla de la inhibicién de dicha via, pudiendo actuar del mismo modo como transportador de proteinas
o de ligandos Wnt de amplio rango. Es decir, llevando los ligandos de zonas con menor densidad de
receptores, a aquellas donde existe una mayor concentracién de los mismos.

Segun los trabajos de Pawar & Rao y Claudel et al., se pueden resumir los diversos mecanismos de ac-
cion de sFRP4 como modulador de la via de sefializacion del Wnt en los siguientes puntos.

a. Lainteraccion de sFRP4 con el ligando Wnt a través de cualquiera de los dos dominios se conoce
como antagonismo clasico.

b. A bajas concentraciones de sFRP4 se ha apreciado un aumento de la actividad de la cascada de
sefializacion del Wnt. Dicho fendmeno tiene lugar mediante un mecanismo todavia desconocido.

c. Lainhibicidn delinicio de la cascada de sefializacion del Wnt se puede llevar a cabo por la forma-
cién de complejos inactivos entre los receptores FZD y sFRP4.

d. Launién simultanea del ligando Wnt a sSFRP4 y el receptor FZD favorece la sefial de transduccion.

De esta forma, se puede apreciar que sFRP4 interviene en la regulacidn de tres vias metabdlicas rela-
cionadas con el Wnt, como son la via candnica, la via no candnica del calcio y la via no candnica PCP.
Por otro lado, se ha observado que las proteinas sFRP son capaces de interaccionar con otras molécu-
las diferentes a las que intervienen en las vias del Wnt, como es el caso de la BMP (bone morphogenetic
protein)®),

sFRP4 en el cancer de mama

La génesis tumoral requiere de multitud de procesos celulares como son el desarrollo, la proliferacion,
la migraciony la apoptosis; en los cuales las vias de sefializacion del Wnt presentan un papel clave®*".
Por ello, se puede afirmar la existencia de una correlacion entre la cascada de sefializacion del Wnt y
el cancer de mama en humanos”*?, Ademas, se ha descrito que sFRP4 es una pieza clave para el inicio
de la apoptosis en el cancer de mama a través de la inhibicion de la via de sefializacién Akt/PKB, la cual
bloquea la apoptosis®?.

El medio condicionante tumoral (tumour conditioned medium, TCM) que conforma el microambiente
es necesario para que se den los cambios adecuados en la morfologia y la funcién de aquellos com-
ponentes celulares no cancerigenos que rodean al tumor, como es el caso de las células madre me-
senquimales, macréfagos, células endoteliales, células epiteliales y fibroblastos. Como resultado de
la presencia de este TCM, se originan fibroblastos asociados al tumor (tumour - associated fibroblasts,
TAFs), los cuales contribuyen a la progresion y metastasis tumoral®?. Debido a las diversas propieda-
des que presenta sFRP4 (antitumorales, antiangiogénicas y propoapoptéticas) se ha demostrado que
la proteina juega diferentes papeles en el desarrollo del cancer de mama®. Como ejemplo de dicha
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intervencidn, se ha observado que sFRP4 interfiere en la diferenciacion de las células madre adiposas
derivadas del tejido mesenquimal (adipose derived mesenchymal stem cells, ADMSCs), evitando que
éstas muestren un fenotipo carcinogénico y favoreciendo la respuesta al tratamiento®**.

El desencadenamiento de la carcinogénesis se asocia con eventos erraticos ocurridos a nivel genético
y epigenético®*®, El mecanismo por el que los niveles de sFRP4 se ven disminuidos en el cancer de
mama es la hipermetilacién del promotor, debido a un fallo en la actividad del enzima DNA metiltrans-
ferasa 1 (DNMT1). Como consecuencia de ello, la pérdida de las funciones contribuye a la activacion
de la via del Wnt en la génesis tumoral mamaria®**", En resumen, se afirma que la metilacién del
promotor conlleva una disminucion en la expresion de sFRP4.

Por su parte, la complejidad etioldgica que presenta el cancer de mama, donde intervienen multitud
de procesos, hace que sFRP4 presente varios frentes de actuacién en los que su papel puede ser cla-
ve®®, Atendiendo a diversos estudios in vitro realizados sobre tejidos cancerigenos de diverso tipo,
entre ellos el tejido mamario; existe una disminucion en la expresién de sFRP4 en dicha enfermedad.
De esta forma, un aumento en los niveles de la proteina se tradujo en una reversién de la patologia®™*,
Sin embargo, se ha podido determinar que, en ciertos casos, un aumento en la expresion no se corres-
ponde necesariamente con la apoptosis celular o con una disminucidn de los mecanismos anteriores.
Esto puede deberse a la implicacion de sFRP4 en otras vias de sefializacién®. Todo ello lleva a pensar
que una disminucion en la expresion de sFRP4 se asocia con la aparicién del cancer de mama.

Finalmente, se ha observado que en concentraciones crecientes de glucosa sFRP4 interviene de forma
negativa tanto en la adhesion, como en la capacidad de renovacion de las células madre cancerosas
(CSCs). Esto indica que la accién antiproliferativa de sFRP4 es independiente de aquellos nutrientes
exdgenos que son clave para el microambiente. Por otro lado, la accidn de la proteina disminuye el
ratio NAD*/NADH, haciendo a las CSCs mas susceptibles al estrés inducido por las especies reactivas de
oxigenos (EROs). Asi mismo, sFRP4 es capaz de intervenir en el metabolismo de la glutamina, dismi-
nuyendo por tanto la secrecion de glutamato®. Todos estos mecanismos permiten afirmar que sFRP4
altera el metabolismo de las células madre cancerosas.

sFRP4 y el tratamiento del cancer de mama

En el tratamiento del cadncer de mama se pueden seguir diversas estrategias. La principal de ellas es
la cirugia, la cual se suele combinar con quimioterapia, radioterapia u hormonoterapia. Sin embargo,
los numerosos efectos adversos y la posibilidad de desarrollar resistencia al tratamiento, hacen que
los esfuerzos cientificos se dirijan a buscar tratamientos que aborden la patologia de una forma mas
especifica5260,

Desde el descubrimiento de sFRP4, esta proteina se ha asociado con el inicio y el desarrollo del can-
cer®), De acuerdo con dicha afirmacion, existen estudios que se han focalizado en dicha proteina y
el tratamiento del cancer de mama. Siguiendo esta linea, se ha descrito un aumento de la apoptosis
como resultado de la intervencion de sFRP4 en el ciclo celular de las células cancerosas>*V. Dicha ac-
tividad se ve incrementada cuando la proteina se asocia con tratamiento quimioterapico. Ello se debe
a unaumento en la actividad de la caspasa3, de manera que se aprecia un deterioro importante en las
membranas mitocondriales de las CSCs. Todo ello indica que las células se encuentran préximas a la
muerte. Ademds, sFRP4 actia promoviendo la expresién de genes proapoptdticos (Bax) y disminuyen-
do la de genes antiapoptéticos (Bcl - x1), asi como la de genes procarcinogénicos (ABCG2, CNDD1)®Y,

Por su parte, el uso de los ligandos Wnt y sus receptores como diana terapéutica demostro eficacia
en modelos humanos y animales, aunque sus efectos en la metastasis del cancer de mama no son
contundentes”. Asi mismo, se ha llegado a establecer una correlacion entre el papel que desempefian
las CSCs en el inicio y desarrollo de la enfermedad con la via de sefializacion del Wnt#+¢152, | as CSCs
se caracterizan por encontrarse formando agregados, que dan lugar a estructuras esferoides. De esta
forma, se ha visto que el tratamiento de sFRP4 en combinacidn con los quimioterapicos doxorrubicina
y cis - platino da como resultado la segregacién de dichas estructuras y una disminucion en el nimero
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de receptores en la membrana. Por lo tanto, se puede afirmar que sSFRP4 permite a los agentes quimio-
terapicos que actien inhibiendo la proliferacion®y.

Anteriormente se ha apuntado que la disminucién de la expresion de sFRP4 se debe a la hipermetila-
cién del promotor por accidn erratica de la DNMT1%2457, De este modo, se ha obtenido una disminu-
cién de la supervivencia de las CSCs tumorales y una menor progresién de la enfermedad a través del
aumento de la expresion de sFRP4 mediante el uso de agentes desmetilantes, como la 5 - azacitidina®.

Finalmente, la diosgenina (DG) es una saponina esteroidica que se encuentra de forma natural en plan-
tas como el fiame o el fenogreco y que se caracteriza por presentar propiedades antitumorales en de-
terminados tipos de cancer. Este fendmeno tiene su explicacion en la activacidn de la proteina p53 vy la
via de las caspasas. Por su parte, el tratamiento de CSCs procedentes de tumores mamarios, mediante
la combinacion de sFRP4 y DG como agentes terapéuticos, se tradujo en una disminucién de la super-
vivencia de las células y una menor progresion de la enfermedad®.

Conclusion

La etiologia del cAncer de mama es muy compleja debido a su perfil multifactorial, en el que convergen
multitud de procesos. Todo ello, junto con los diversos efectos adversos que presenta el tratamiento de
la enfermedad; justifica que los esfuerzos cientificos se dirijan en el avance hacia una medicina cada
vez mas personalizada y menos invasiva. Dichos avances se basan en el conocimiento de las bases mo-
leculares de las distintas patologias. En relacion al cancer, uno de los mecanismos celulares que des-
empefia un papel fundamental en el inicio y desarrollo de la patologia es la cascada de sefializacion del
Wnt, Dentro de los inhibidores de dicha via se localiza la glicoproteina sFRP4, aunque el mecanismo de
accion de ésta no esta definido por completo. De esta forma, apreciamos que un mayor estudio de las
bases moleculares del cancer de mamay la via del Wnt, asi como del mecanismo de accién de sFRP4;
supondra un gran avance en aras de alcanzar un tratamiento médico mas personalizado.

Con objeto de conocer las bases moléculas de las enfermedades y las posibles alternativas para su
tratamiento, tanto la genética como la epigenética estan adquiriendo una relevancia destacable en la
actualidad. Se ha observado que la disminucion en la expresion de sFRP4 se debe a la hipermetilacion
del promotor como resultado de la actividad errénea de la DNMT1. Asi mismo, se ha observado que
sFRP4 es un elemento critico para el inicio y la progresion de la enfermedad a nivel del tejido mamario.
De igual forma, la asociacion de la proteina con los agentes quimioterapicos destinados al tratamien-
to del cancer de mama ha supuesto una sinergia en los efectos, obteniendo resultados notables. Sin
embargo, el nimero de investigaciones en las que se relaciona a sFRP4 con el cancer de mama no
son suficientes para considerar a dicha proteina como biomarcador de la enfermedad. Debido al gran
potencial de sFRP4, futuras lineas de investigacion dirigidas hacia la determinacién de sFRP4 como
biomarcador, realizadas en tejidos humanos, cultivos celulares o lineas celulares humanas; asi como
la modificacidn epigenética de su expresion, seran de gran aporte cientifico para el avance en el trata-
miento, diagndstico y prondstico del cancer de mama.
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Resumen

Objetivo: Revisar nuevas formulaciones antisépticas que minimicen los inconvenientes de las formu-
laciones convencionales y mejoren la efectividad los tratamientos actualmente usados.

Metodologia: Se ha realizado una bisqueda bibliogréfica en diferentes bases de datos cientificas,
como Pubmed o Sciencedirect, entre otras, asi como en articulos de revistas cientificas, libros, tesis
doctorales y paginas webs oficiales siguiendo siempre criterios de inclusion y exclusién previamente
establecidos. Una vez seleccionados los articulos de interés mediante palabras clave, se procedié a la
organizacion de los contenidos de la revision.

Resultados: Las formulaciones convencionales usadas en antisepsia presentan algunas limitaciones,
como la formacidn de biopeliculas por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), la nece-
sidad de conseguir un efecto mas prolongado en el tiempo y la potenciacion de la actividad microbiana
debido a la resistencia a antisépticos, entre otros. Por este motivo, existen diversas lineas de investiga-
cién que intentan contrarrestar estas barreras mediante el disefio de nuevas formulaciones, como los
sistemas de administracién autoemulsionables de farmacos (SEDDS), sistemas formadores de pelicula
o usando la nanotecnologia en forma de micelas cargadas con antisépticos, nanoparticulas de orga-
nosilica mesoporosa o como nanoparticulas de plata u ZnO que se combinan con polimeros como los
hidrogeles o los poliuretanos para conseguir tratamientos mas eficaces mejorando sus propiedades
tanto antisépticas como mecanicas.

Conclusiones: Las diferentes estrategias que se abordan en esta revision presentan mejores propieda-
des antisépticas que las terapias convencionales, segin se recoge en los articulos revisados. Por este
motivo, seguramente formaran parte de la amplia gama de antisépticos en un futuro préximo.

Palabras clave: Antisépticos; forma farmacéutica; nanoparticulas; SEEDS; sistemas formadores de pelicula.

Abstract

Objective: To review new antiseptic formulations that minimize the drawbacks of conventional formulations and
improve the effectiveness of currently used treatments.

Methodology: A bibliographic search was carried out in different scientific databases, such as Pubmed or Science-
direct, among others, as well as in articles of scientific journals, books, doctoral theses and official web pages,
always following previously established inclusion and exclusion criteria. Once the articles of interest had been se-
lected using keywords, the contents of the review were organized.

Results: The conventional formulations used in antisepsis have some limitations, such as the formation of biofilms
by methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), the need to achieve a more prolonged effect over time and
the potentiation of microbial activity due to resistance to antiseptics, among others. For this reason, there are sev-
eral lines of research that attempt to counteract these barriers by designing new formulations such as self-emulsify-
ing drug delivery systems (SEDDS), film-forming systems or using nanotechnology in the form of antiseptic-loaded
micelles, mesoporous organosilica nanoparticles or as silver or ZnO nanoparticles that are combined with polymers
such as hydrogels or polyurethanes to achieve more effective treatments by improving both their antiseptic and
mechanical properties.

Conclusions: The different strategies discussed in this review present better antiseptic properties than conven-
tional therapies, as reported in the articles reviewed. For this reason, they will surely be part of the wide range of
antiseptics in the near future.

Keywords: Antiseptics; pharmaceutical form; nanoparticles; SEDDS; film-forming systems.
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Puntos clave

Los antisépticos son sustancias quimicas ampliamente conocidas. Se encuentran detalladas y descri-
tas sus diversas estructuras quimicas, mecanismos de accién, vias de administracidn, formas farma-
céuticas, indicaciones, contraindicaciones, reacciones adversas, posologias, recomendaciones, entre
muchas otras caracteristicas. A pesar de esto, existen algunos tratamientos que estan dejando de ser
eficaces por la aparicion de resistencias. Este hecho ha fomentado el desarrollo de nuevas lineas de
investigacion que intenten potenciar la actividad antimicrobiana de los antisépticos, mediante el
desarrollo de nuevas formulaciones que sean capaces de superar la ineficacia de las formulaciones
convencionales en estos casos. Esta revision recoge diferentes nuevas formulaciones en investigacion
que han demostrado ser mas eficaces que los tratamientos convencionales, bien sea potenciando su
actividad antiséptica o bien mediante otras técnicas como la prolongacion de su efecto antiséptico, la
mejora de la penetracion de los farmacos, la adicion de nuevos principios activos que complementen
la accidn antimicrobiana o aporten nuevos beneficios, entre otros. No cabe ninguna duda de que estas
nuevas formulaciones entraran en el mercado farmacéutico tanto a nivel hospitalario como a nivel de
oficina comunitaria en un futuro muy cercano puesto que son capaces de alcanzar mejores perfiles
antisépticos y combatir la resistencia antiséptica que esta provocando que algunos tratamientos que
actualmente estén siendo ineficaces.

Introduccion

En el periodo transcurrido entre los siglos XV a XIX existia un desconocimiento general tanto de la anti-
sepsia como de la asepsia. En un principio, para la curacién de las heridas se utilizaban sébanas viejas,
hilas, cordones y emplastos, entre otros materiales. Las condiciones insalubres de los hospitales, las
abundantes infecciones, la escasa limpieza del material quirdrgico y de los cirujanos, los cuales no
seguian protocolos para el lavado de manos y de la ropa, hacian del hospital un espacio en el que era
muy facil encontrarse con la muerte. Si a esto se le sumaba que la anestesia no era efectiva, muchos
pacientes morian a causa del dolor o si no, de una infeccién®.

En el siglo XVI, tras el sufrimiento de una guerra, el cirujano militar francés Ambrosio Paré (1510-1590)
tuvo que emplear una pomada a base de aceite de rosas, trementina y yema de huevo debido a que no
tenia material para cauterizar a sus soldados. Inesperadamente para él, los pacientes no presentaron
inflamacion, fiebre y sufrieron menos dolor, por lo que nunca mas volvié a cauterizar a sus soldados®?.

Algunos siglos mas tarde, Ignacio Semmelweis (1818-1865) observé mediante un estudio, que los par-
tos asistidos con médicos presentaban una menor frecuencia de muerte que con parteras, debido al
cuidado del lavado de las manos que se establecid a los médicos como obligatorio®.

Afios mas tarde, en 1880, Charles Chamberland (1851-1908), junto con Louis Pasteur (1822-1895), de-
sarrollaron el denominado “autoclave de Chamberland”, el primer sistema de esterilizacion médica
creada a partir de una técnica desarrollada por Robert Koch (1843-1910)™. Por la misma época, Joseph
Lister (1827-1912), cirujano inglés, creé un método de desinfeccion que consistia en la aplicacidn de
calor al material quirdrgico. Empezd, ademas, a utilizar el fenol tanto como antiséptico para desin-
feccion de las manos de los cirujanos, como desinfectante del material quirdrgico y como bactericida
para las heridas. Este uso se hizo habitual en los hospitales y junto con nuevas practicas, como el uso
de guantes durante cirugias, introducido por William Halsted (1852-1922), las muertes por infeccion
disminuyeron drasticamente®?,

Hoy dia, el descubrimiento de nuevos antisépticos ha mejorado la lucha contra las infecciones. Poco
a poco, la cirugia va progresando con el desarrollo de nuevas técnicas antisépticas o mejoras de las
existentes. Sin embargo, las infecciones intrahospitalarias siguen siendo un problema de Salud PUblica
en los hospitales a nivel mundial.

Como es bien sabido, la clave de la infeccidn es la “Cadena Epidemioldgica”, y el eslabén mas impor-
tante de ésta es el mecanismo de transmisidn. Evitar la transmisién de un huésped a otro se consigue,
con una correcta higiene de manos, desinfeccién, limpieza y esterilizacién. Todas estas practicas for-
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man parte de la rutina diaria de los sanitarios con el fin de mantener una asepsia y antisepsia adecua-
das. No obstante, a pesar de todos los avances producidos, ain queda mucho por investigar y descu-
brir en este campo de la salud.

Los antisépticos son biocidas destinados a destruir o inhibir el crecimiento de microorganismos sobre
tejidos vivos como la piel, mucosas y heridas sin causar efecto lesivo sobre ellas®®". Se diferencian de
los desinfectantes en su concentracion ya que los desinfectantes, al estar mas concentrados, resultan
ser mas toxicos sobre los tejidos vivos y, por ello, se utilizan sobre objetos y superficies inanimadas.
Un mismo principio activo puede ser utilizado como antiséptico o desinfectante dependiendo de su
concentracién, ya que el mecanismo de accidn no varia segln la superficie en la que se aplique®”.

Un buen antiséptico se caracteriza, en primer lugar, por ser inocuo a nivel local y a nivel sistémico.
Ademas, debe presentar un amplio espectro de accién: bactericida, bacteriostatico, viricida, esporicida
o fungicida, entre otros. La duracidén de la actividad antiséptica debe ser suficiente, con un inicio de
accion rapido y mantenimiento de esta durante un tiempo prolongado. Ademas, el antiséptico debe
ser capaz de difundir sin dificultad a través de materia organica, como exudados, fibras y pus®®".

La potencia de los antisépticos depende de diferentes factores. Asi, la presencia de materia orgénica
en la zona a tratar, como sangre o pus, puede dificultar la accidn antiséptica. Como es logico, el tiempo
de actuacion y la concentracion afectan también a la actividad de estos compuestos y un incremento
de la temperatura causa, en principio, un aumento de la accion antiséptica. Ademas, las formas no
ionizadas de los compuestos que se disocian atraviesan mejor las membranas bioldgicas, por lo que
resultan mas efectivos. De ahi que, generalmente, los cationes son mas activos a pH alcalino y los
aniones a pH acido®.

En general, se justifica el uso de los antisépticos en las siguientes circunstancias: disminucion de la
contaminacion de la piel, lavado de manos en pacientes de alto riesgo, preparacion de la piel para
intervenciones, atencion de pacientes con elevado riesgo de infecciones intrahospitalarias, uso tras el
manejo de material contaminado, lavado quirdrgico de manos y preparacion de la piel pre-interven-
cién, entre otros®.

Atendiendo a su estructura y propiedades quimicas, los antisépticos y desinfectantes se pueden clasi-
ficar en acidos, alcoholes, aldehidos, oxidantes, halogenados, fenoles, biguanidas, tensioactivos, me-
tales pesados, hexetidina y colorantes.

Con vistas a garantizar la seguridad del paciente y conseguir la maxima eficacia del producto, existen
una serie de recomendaciones generales para el uso de antisépticos, entre las que destacan: evitar el
uso combinado de antisépticos sin indicacidn previa de un profesional autorizado para ello, ya que se
podrian potenciar los efectos adversos y en otras ocasiones, podria anularse su efecto"’?. Con el fin
de evitar posibles contaminaciones, se recomienda la utilizacion de sistemas monodosis y envases
pequefios®.

Respecto a las formas farmacéuticas mas usadas en el mercado espafiol, las soluciones no jabonosas
representan el 83,6 % de las ventas totales. En ellas, los principios activos mas usados son: povidona
yodada (54,4 %), clorhexidina (39,4 %), agua oxigenada (2,2 %), mercurocromo (2,2 %) y alcohol (1,4
%), Como no es el objetivo del trabajo recoger las caracteristicas de cada uno de ellos, se exponen de
forma muy resumida en la Tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion, mecanismo de accién, espectro de actividad e indicaciones mas comunes de los cinco anti-
sépticos mas usados en Espafia en estos Ultimos afios®678%1213.14

Antiséptico Clasificacion Mecanismo de accion Espectro de Indicaciones mas
actividad comunes
Povidona Halogenados Desnaturalizacidn de Bactericida Limpieza de instrumental
yodada las proteinas de las Esporicida y heridas, preparacién de
bacterias Fungicida zona quirdrgicay lavado
Viricida (sin envol- de manos
tura lipidica)
Activo frente a
quistes y proto-
Z00s
Clorhexidina Biguanidas Disminucion en la Bactericida (G+ 0.05-5%: desinfeccién de
permeabilidad de la mas sensibles) la piel, enjuagues bucales
membrana plasmatica, Fungistaticoy y tratamiento de heridas
provocando la pérdida esporostatico o quemaduras
de elementos constitu- | Actividad in vitro
yentes de la bacteria frente a ciertos
virus
Agua oxigenada Oxidantes Oxidacién de los gru-

Bactericida 3-6%: amigdalitis,
Fungicida infecciones bucales,

Viricida (algunos) extracciones dentarias,

pos -SH de las enzimas
bacterianas, liberando

0, en el medio Esporicida antiséptico para limpieza
de heridas
Mercurocromo Metales pesados Inhibicién de deter- Bacteriostatica Desinfeccidn de heridas

minadas enzimas Fungistatica
bacterianas median-
te la formacion de
sulfuros, interfiriendo
asi en el metabolismo
bacteriano

superficiales y mucosas

Alcohol Alcoholes Desnaturalizacion de | Bactericida (>70%)

las proteinas de las | Fungiciday viricida
bacterias variables

Preparacion de inyeccion
y material de curas. Lim-
pieza de pielintacta

Ars Pharm. 2021;62(4):451-470 455



Calle-Moriel A, Gonzalez-Rodriguez M.

Sin embargo, analizando 258 presentaciones de articulos comercializados y recogidos en la AEMPS,
actualizada a 11 de marzo de 2020”, se puede observar representado en la Figura 1 que la mayoria de
ellas corresponden a formas liquidas, mayoritariamente soluciones alcohdlicas, aunque también se
encuentran soluciones acuosas e hidroalcohdlicas, de las cuales siempre se supera la concentracion de
alcohol del 70 %. A continuacidn, con un 16 % del total de las referencias se encuentran los geles hidro-
alcohdlicos seguidos por los sprays. Por Gltimo, se encuentran los sprays y otras formas farmacéuticas
como toallitas, cepillos/ esponjas, aplicadores, ampollas unidosis y espumas.

W Geles
M Liquidas
W Sprays

Otras

Figura 1. Formas farmacéuticas de antisépticos en Espafia en el afio 2020.

De las multiples vias de administracidn, la via topica constituye la via prioritaria de aplicacién de los
compuestos antisépticos, ya que el objetivo que se persigue con estas formulaciones es una accién
local, minimizando su absorcién. Por ello, es muy importante decidir cules son las formas farma-
céuticas que mejor se adaptan a cada situacion del paciente (geles, cremas, pomadas o ungiientos,
entre otros). A pesar de toda esta variedad de formulaciones convencionales, existen limitaciones en
su uso via tépica, como la formacion de biopeliculas por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA), la necesidad de conseguir un efecto mas prolongado con el tiempo, la potenciacién de la acti-
vidad microbiana debido a la resistencia a antisépticos, entre otros. Esto puede parecer una novedad;
sin embargo, se llevan describiendo casos desde hace varios siglos atras y sigue estando vigente la
aparicion de nuevas cepas resistentes en la actualidad*>!%7:*¢%)_ Ello conlleva la necesidad de seguir
investigando nuevas formulaciones que intenten solventar algunas de estas limitaciones que presen-
tan las formas convencionales.

Ya a nivel hospitalario se llevan a cabo una serie de medidas para la lucha contra las resistencias a
antisépticos como, por ejemplo, el desarrollo de nuevos procedimientos para preparar y almacenar
desinfectantes, la necesidad de rotacién de biocidas en los hospitales y la reevaluacion de los posibles
efectos de los niveles residuales de biocidas como proceso selectivo de organismos resistentes®?. Sin
embargo, estos procedimientos no son suficientes.

La investigacién y desarrollo de nuevas formulaciones farmacéuticas antisépticas hoy en dia se justifi-
ca porque la industria farmacéutica no estd muy interesada en el desarrollo de nuevas moléculas con
capacidad antimicrobiana, principalmente por motivos econémicos debido a la baja rentabilidad de la
inversion. Es por ello por lo que se centra en la mejora de las formulaciones y de las formas farmacéu-
ticas, incrementando asi la eficacia de los tratamientos ya existentes®.

El objetivo del presente trabajo consiste en realizar una revision bibliografica sobre los avances que se
han producido en la formulacién de antisépticos aplicando nuevas tecnologias.

Ars Pharm. 2021;62(4):451-470 456



Calle-Moriel A, Gonzélez-Rodriguez M.

Métodos

Para el desarrollo de esta revision, se ha realizado una busqueda bibliografica en diferentes bases de
datos cientificas, como Medline, Scopus, Sciencedirecty Google Scholar, asi como en articulos de revis-
tas cientificas, libros, tesis doctorales y paginas webs oficiales.

Criterios de inclusion: se han seleccionado textos exclusivamente en inglés o espafiol, con libre acce-
sibilidad al texto completo. También se han llevado a cabo criterios orientados al conocimiento farma-
céutico y sobre todo desde el punto de vista de las formas farmacéuticas y sus formulaciones.

Criterios de exclusidn: no se han tenido en cuenta estudios en distintos idiomas al inglés o al espafiol
y tampoco se ha obtenido informacion de fuentes de informacidn no fiables.

La primera etapa de la bisqueda estuvo centrada en informacion general sobre los antisépticos. Para
ello, se utilizd de palabra clave “antisépticos y desinfectantes” o “antiseptics, disinfectants” y se acotd
al area de conocimiento farmacéutico y a estudios posteriores al afio 2000. Una segunda blsqueda con
palabras como “asepsia, antisepsia, historia” o “asepsy, antisepsy, history” llev6 a encontrar la informa-
cidn para el contexto histérico.

Ese conjunto de estudios buscados abrié un gran abanico de posibilidades ya que, dentro de ellos,
en sus correspondientes referencias se encontraban articulos mas especificos que fueron de mucha
ayuda para la comprension y realizacion de esta revision, concretamente, para la bisqueda de nuevas
formas farmacéuticas. Esta fue la estrategia utilizada junto con el uso de palabras clave como “anti-

» « »

septic” como principal y “nanoparticles”, “mesoporous organosilica’, “micelles’;, “SEDDS” y “hydrogels
utilizando como operador “y/and” para relacionar los términos y/o combinarlos. Se acoté a los cinco
Ultimos afios y a articulos propios o revisiones para obtener estudios ain mas recientes. Finalmente se
han revisado un total de 56 referencias.

Resultados y discusion

Dada la problematica que existe con los antisépticos, se siguen buscando alternativas para mejorar
los tratamientos y evitar la aparicion de resistencias. Entre las multiples opciones se encuentran los
sistemas nanoparticulares y otros sistemas que se detallan a continuacion. El uso de antisépticos y la
variedad de productos que contienen biocidas han aumentado sustancialmente durante los Gltimos
afios, como es el caso de la clorhexidina en el sector odontoldgico . No obstante, el uso indiscrimi-
nado de estos productos sin indicacion alguna ha favorecido el desarrollo de resistencias y es por este
motivo por lo que existen muchas lineas de investigacion que desarrollan estrategias que potencien
la actividad de estos farmacos. A continuacion, en la Tabla 2 se indican de forma resumida diferentes
formulaciones de distintos principios activos seglin si son convencionales o novedosas que se encuen-
tran en investigacion.

Tabla 2. Formulaciones convencionales vs novedosas®62022:23,24,2526.21,28,29,30:31 4,35,36,37,38,39)
Principio activo Formulacién conven- Formulacion avanzada
cional
Clorhexidina Soluciones Sistemas formadores de pelicula

Nanoparticulas de silice mesoporosa
Micelas poliméricas
Sistemas autoemulsionables

Zn0 Polvos Nanoparticulas de 6xido de zinc
Pomadas
Lociones

Pastas

Aerosol topico
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Principio activo Formulacion conven- Formulacion avanzada
cional

Ag (Sulfadiazina argénticay Nanoparticulas de plata
nitrato de plata)
Cremas
Soluciones
Barras cutaneas
Colirios

Aceites esenciales (arbol Cremas Poliuretanos conteniendo cinamaldehido
del té cinamaldehido y Geles corporales Hidrogeles con nanoemulsiones o nanoparticulas
timol) Jabones Emulgeles con nanoemulsiones
Pomadas
Ungtientos
Balsamos

Povidona yodada Jabonesy desinfectantes
de manos
Soluciones
Hidrogeles
Unglientos
Triclosan Parches adhesivos bucales Nanocapsulas
Jabones Nanoparticulas
Champus

Micelas de copolimeros sensibles a enzimas

La mayoria de las infecciones de la piel estan causadas por los agentes microbianos Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis. Estas bacterias son capaces de formar biopeliculas adhesivas y
rigidas que son muy tolerantes a los efectos de los antimicrobianos debido a que la biopelicula actia
como barrera protectora fisica y quimica, retardando la penetraciéon y reduciendo la efectividad de los
antimicrobianos, provocando una disminucion de la eficacia del tratamiento®.

La clorhexidina, es un antiséptico utilizado habitualmente para prevenir y controlar, entre otros, a las
MRSA. Debido al desarrollo de resistencias, es necesario establecer mejoras en el tratamiento de este
farmaco contra las biopeliculas. En este campo, el uso de los sistemas nanotransportadores basados
en nanoparticulas ofrecen ventajas frente a los preparados convencionales ya que, con su composicion
y debido a su reducido tamafio, son capaces de atacar, destruir y también manipular las caracteristi-
cas fisioldgicas de las bacterias, presentando mejor biocompatibilidad y eficacia frente a otros trata-
mientos**?, Ademas, estas nanoparticulas serian capaces de mantener una liberacion controlada del
farmaco frente a un entorno patolégico, pudiendo llegar a reducir la dosis necesaria para conseguir el
éxito terapéutico.

El uso de formulaciones convencionales lleva, en muchas ocasiones, al fracaso terapéutico debido a
que estas bacterias son capaces de sintetizar sustancias poliméricas extracelulares (EPS) como pro-
teinas, ADN extracelular, polisacaridos o enzimas que actan de barrera fisicoquimica y afectan a la
penetracion del antiséptico ya sea mediante interacciones electrostaticas, hidrofilicas o enzimaticas®?.

Para solventar estos problemas, se han disefiado micelas poliméricas para su aplicacion topica. Las
micelas poliméricas, como se muestra en la Figura 2, son estructuras formadas mediante auto-en-
samblado espontaneo tras superar la concentracién micelar critica (CMC) de moléculas poliméricas
anfifilicas, pudiendo alcanzar tamafios nanométricos. La parte hidrofdbica se asocia para formar una
zona interna denominada nucleo micelar que es capaz de solubilizar farmacos liposolubles, mientras
que la parte hidrofilica se localiza en contacto directo con el medio, cominmente acuoso®?.
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Micela polimérica

Figura 2. Formacion de micelas poliméricas.

En este estudio seleccionado, las micelas contenian en su formulacién polimeros que son sensibles a
la accién enzimatica de estas especies bacterianas: policaprolactona (PCL), acetato de polivinilo (PVA)
y polietilenglicol 6000 (PEG) que conjuntamente se encuentran comercializados como Soluplus’ (Sol).
Con este copolimero se han desarrollado micelas poliméricas capaces de vehiculizar principios activos
con bajas propiedades de solubilidad“). Ademas, Sol se ha mezclado con Solutol® HS 15 (ST) para
formar micelas mixtas capaces de mejorar también la solubilidad de algunos farmacos“. ST esta for-
mado por 15-hidroxiestearato de macrogol y es utilizado como agente emulsionante y solubilizante no
ionico.

Se ha demostrado la actividad antibiopelicula de Sol y sus efectos contra S. epidermidis, que estan
justificados en base la presencia en el polimero de un anillo de caprolactama, susceptible de ser de-
gradado por lipasas/esterasas, las cuales se encuentran en esta serie de patégenos. Dicha degradacion
mediada por enzimas permite una liberacién sostenida de clorhexidina en el interior de la biopelicu-
a7, Las micelas se prepararon seguin44:49),

Segln el estudio de capacidad antibacteriana, se observaron diferencias significativas entre la con-
centracién de biomasa de la biopelicula cuando se utilizé el firmaco y cuando se aplicé en forma de
micelas poliméricas. Ademas, se comprobé que la reformulacién de la clorhexidina a micelas polimé-
ricas mejord la penetracion en las biopeliculas debido a la presencia de las cadenas de polietilenglicol,
capaces de evitar la unidn del farmaco a las biopeliculas.

Por ultimo, se observd que era ventajoso formular el farmaco como tal a su sal digluconato ya que,
aunque es menos soluble en agua, sin embargo, la carga de clorhexidina como catidn, retardaba la
penetracion®,

Se concluye que este tipo de formulaciones consigue reducir la resistencia bacteriana por una mejora
de la penetracidn del farmaco en el sitio activo y un aumento del tiempo de la liberacidén del mismo.

Nanoparticulas biodegradables de organosilice mesoporosa

Las nanoparticulas de silice mesoporosa (MSNs) han ganado terreno en el campo de la biomedicina y
la administracion de farmacos y biodeteccidn, entre otros®”. Este tipo de nanoparticulas estan cons-
tituidas por una matriz de silice compuesta por mesoporos ordenados periddicamente en diversas
estructuras, como la que se indica en la Figura 3. Estos sistemas presentan tamafios de poro compren-
didos entre 2'y 30 nm. Ademas, las estructuras son moldeables y presentan una elevada densidad de
grupos silanol (Si-OH) en su superficie, la cual les confiere la capacidad de modificar facilmente sus
propiedades®.
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Sitio de carga con farmaco

Figura 3. Estructura quimica de las nanoparticulas de silice mesoporosa.

Las MSNs presentan una serie de ventajas sobre otros portadores inorganicos como: gran area superfi-
cial, tamafio de poro ajustable, facil modificacion de la superficie y biocompatibilidad®?. Se obtienen
por un método sol-gel®” mediante sintesis en una sola etapa, y con la utilizacién de agentes inertes
estructurales que forman los mesoporos, haciéndolos adecuados para cargar principios activos y mo-
dificables superficialmente®.

Estos transportadores inorganicos, en muchas ocasiones, requieren funcionalizaciones de naturaleza
organica, las cuales le aportan mejores caracteristicas en el entorno bioldgico, capacidad de carga,
entre otros, convirtiéndolos asi en materiales hibridos®®?. De esta necesidad surgen las nanoparticulas
de organosilice mesoporosa (MONs). Stewart et al. (2018), con el fin de mejorar la funcionalidad de los
MSN para aportar biofunciones propias, utilizaron como estructuras base para formar los mesoporos,
moléculas tensioactivas catidnicas con actividades antimicrobianas, poseyendo asi una doble funcién:
estructural, como plantilla, y funcional, como antimicrobiano®®?. Esto permite una elevada capacidad
de carga de farmaco y una liberacion sostenida mejorada, comparada con las MSNs convencionales.
Existen diversos estudios que han encapsulado clorhexidina en MSNs con el fin de proporcionar una
liberacion prolongada del principio activo con propiedades antimicrobianas®>*®. En la Figura 4 se re-
coge un esquema de sintesis de MONs asi como su efecto antibacteriano.

Sintesis en una pH dcido y GSH
sola etapa a
TEOS @
BTES ® Biofilm bacteriano
CHX @

Figura 4. Representacion esquematica de la sintesis en una sola etapa y accién antibacteriana de MONs de clor-
hexidina biodegradables, liberacidn y efecto antibacteriano. TEOS: Tetraetil ortosilicato, BTES: bis[3-(trie-
toxisilil) propil]tetrasulfuro y CHX: clorhexidina.

La lenta e incontrolada degradacién de los MSNs impide su uso en clinica, pero, en este caso, estas
MONs estan compuestas por enlaces disulfuro sensible a glutation, lo cual permite una eficiente y se-
gura actividad antibacteriana, mejorando sus perfiles de liberacién con respecto al tiempo®”. El estu-
dio de liberacién muestra cdmo un aumento en la concentracién de glutation proporciona una libera-
cién de mayor contenido que los que presentan menor concentracion.
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En conclusidn, aligual que las micelas, consiguen reducir la resistencia bacteriana por una mejorade la
penetracion del farmaco en el sitio activo y un aumento del tiempo de la liberacion del mismo.

Sistemas autoemulsionables

Otras lineas de investigacion exploran la adicion de agentes que potencien y actlen sinérgicamen-
te con los antisépticos para mejorar su eficacia antimicrobiana®. Entre ellos se encuentra la adicion
de EDTA a clorhexidina. Como es bien conocido, EDTA es un agente quelante que posee una elevada
afinidad por los iones metalicos. Esta caracteristica le permite unirse a iones como Ca* y Mg*, se-
cuestrandolos e inhibiendo el crecimiento de los microorganismos®®. Dicha captacion causaria asi una
desestabilizacion de las membranas que podria mejorar la penetracién de la clorhexidina cuando se
emplearan conjuntamente®. El problema de formular ambos compuestos en una misma formulacion
radica en que clorhexidina y EDTA son incompatibles en medios acuosos, ya que forman complejos
insolubles, por tanto, inactivos®®. Se plantea como posible solucién el empleo de los denominados
sistemas autoemulsionables de liberacidén de farmacos (SEDDS). Estos sistemas son mezclas isotrépi-
cas de lipidos o aceites, disolventes y tensioactivos que forman una emulsién espontaneamente tras el
contacto con fluidos corporales®. En la Figura 5 se indica de forma esquematica cdmo ocurriria este
proceso de formacién de SEDDS.

Tensioactivos (s
Codisolventes @)= s

Aceites

Agua

Figura 5. Representacion esquematica de la formacién de SEDDS.

Dentro de estos sistemas, la clorhexidina permaneceria en su forma no ionizada, presentando asi una
mejor penetracidn. Asimismo, habria que utilizar alquil-EDTA por ser mas hidrofébico que EDTA. Los
resultados con estas modificaciones en la formulacién demostraron que los SEDDS que contenian al-
quil-EDTA y clorhexidina con la sal digluconato presentaron una mayor actividad antimicrobiana du-
rante un periodo de 8 h frente a una formulacidén convencional con clorhexidina. Se compararon las
capacidades inhibidoras de los SEDDS solo con alquil-EDTA, solo con clorhexidina y con ambos, en
diferentes dilucionesy se observé que la concentracion menos diluiday la que presentaba la combina-
cién de ambos compuestos apenas presentd crecimiento bacteriano®.

Por tanto, acorde con estos resultados, la combinacidn de alquil-EDTA junto con antisépticos en SE-
DDS pueden, en un futuro cercano, constituir una estrategia interesante para combatir las resistencias
bacterianas pues consiguen disminuir las resistencias bacterianas mediante la liberacion sostenida de
principio activo y, por consiguiente, una menor posologia y uso del mismo.
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Sistemas formadores de pelicula

Como es bien sabido, la piel constituye una interesante via de administracion de farmacos. Las formas
farmacéuticas clasicas de administracion cutanea presentan ciertas desventajas, como es la baja per-
meabilidad del principio activo en muchos casos, la necesidad de varias dosificaciones al dia, irritacion
de la piel, baja adhesividad a la piel y escaso cumplimiento por parte del paciente, entre otras®%%,

Con el fin de mejorar estas limitaciones, se han desarrollado los denominados sistemas formadores de
pelicula. Se trata de formas de dosificacién “in situ” que se adhieren a la piel formando una pelicula
delgada y transparente que es capaz de facilitar el contacto del principio activo con el tejido cutdneo
tras la evaporacion del disolvente. La pelicula formada puede ser sélida, constituida por materiales
poliméricos que actiian como matriz liberando el farmaco de manera prolongada, o bien liquida, libe-
randose rdpidamente. En la Figura 6 se observa este mecanismo de formacion del film.

Disolventey @
otros excipientes

Farmaco -

Sistema formador

de pelicula T).:.; oy 7 @

Una vez aplicado el sistema Una vez evaporado el disolvente

Figura 6. Mecanismo de formacion de pelicula antiséptica.

Gracias a este mecanismo, se consigue aumentar mucho la concentracién del farmaco, permitiendo
alcanzar el nivel de sobresaturacion en la superficie de la piel. Esta sobresaturacion mejora el flujo del
principio activo sobre la piel, sin dafiarla, reduciendo asi los efectos secundarios, como la irritacion®?.

Entre otras aplicaciones, cabe destacar la cirugia o el cuidado de las heridas. Asi, pueden contener
agentes antimicrobianos para prevenir sus infecciones®. Las peliculas no son pegajosas, son flexibles
y se despegan con facilidad si se desea y, debido a su alta adhesion a la piel, se reducen el riesgo de
transferir las moléculas activas a otras personas a la ropa u otros materiales.

Estas formulaciones se encuentran disponibles como sprays, soluciones, emulsiones o geles. Los com-
ponentes que suelen contener estas formulaciones son:

« Farmaco: peso molecular inferior a 500 dalton, coeficiente de reparto ideal comprendido entre 1y 3y
preferiblemente, no irritante ni sensibilizante.

« Polimeros: es la base de la formulacion y se usan de forma individual o conjunta para lograr las pro-
piedades deseadas, como flexibilidad o transparencia, entre otras.

« Disolventes: presentan diferentes funciones, como ayudar a solubilizar al farmaco, mantener la hu-
mectacion (ej. propilenglicol o polietilenglicol), formacién de la pelicula por evaporacion (ej. etanol,
butanol o isopropanol) o mejorar la penetracion del principio activo (ej. acido oleico o miristato de
isopropilo).

« Plastificantes: deben ser miscibles con el polimeroy, ademas, mejoran las propiedades de la pelicula,
como la resistencia a la traccién o la flexibilidad (e]. propilenglicol, sorbitol o glicerina).

Ademas de estos excipientes, dependiendo de la formulacidn, puede ser conveniente afiadir otros. Asi,
cuando se utiliza Eudragit E® 100, es necesario afiadir acido succinico como reticulante para mejorar
la estabilidad del film. También pueden afiadirse antioxidantes, si el principio activo es sensible a la
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oxidacion; colorantes, si se necesita ver por algin motivo el film o afiadirle proteccion solar si fuese
necesario®.

Estas formulaciones podrian abrir un nuevo campo en el desarrollo de antisépticos mas eficaces, a
pesar de que ya existen algunos productos comercializados, ninguno contiene antisépticos como prin-
cipio activo; por este motivo, ain requieren un mayor desarrollo a nivel industrial. Estos sistemas son
capaces de concentrar el fairmaco méas que con otras formulaciones convencionales, permitiendo asi
una mayor eficacia de los tratamientos actuales.

Hidrogeles nanoestructurados

Como se ha mencionado anteriormente, el proceso de cicatrizacion de heridas es un proceso complejo
y continuo que esta destinado a reconstruir las células y el epitelio dafiado. A pesar de que hoy en dia
los apositos tradicionales como las gasas estériles o el algoddn son los mas vendidos, el uso de nuevos
apdsitos con mejores propiedades, como la proteccion frente a microorganismos, la absorcion de flui-
dos, la adicidn de factores de crecimiento, entre otros, estan siendo mas demandados®®.

En la formulacién de estos apdsitos, estan adquiriendo especial relevancia los hidrogeles. Estas es-
tructuras tridimensionales de polimeros hidréfilos son usadas en diversos campos de la salud, como
las lentes de contacto o la liberacién controlada de firmacos. Estos sistemas tienen una elevada pro-
porcién de agua absorbida y proporcionan un microclima himedo que evita la deshidratacion de las
heridas. Ademas, su elevada biocompatibilidad le permite estar en contacto con fluidos y tejidos cor-
porales®),

Khorasani et al. (2018) plantearon la combinacién de polimeros (PVA y quitosano) cargados con com-
puestos bioldgicos, como la heparina, y con compuestos inorganicos, como el ZnO, en tamafio na-
nométrico, para mejorar sus propiedades fisicoquimicas y farmacoldgicas como la resistencia mecani-
ca o térmica, mejor control de la liberacidn, etc.

La quitina es un polimero natural que se encuentra en el exoesqueleto de los crustaceos. En el ambito
sanitario presenta multiples utilidades por sus funciones como antimicrobiano, cicatrizante, analge-
sia, baja inmunogenicidad y toxicidad, entre otros®”. La desacetilacion parcial de la quitina da lugar
al quitosano. Este polimero esta formado por la unidn covalente entre las cadenas de quitosano de
mayor peso moleculary PVA, degradandose el quitosano de menor peso®®.

El ZnO presenta actividad antibacteriana, y favorece el crecimiento de la cicatrizacion debido a la li-
beracidn de iones Zn en la superficie de la herida® ™. Ademds, presenta otras ventajas, como su bajo
coste o su baja toxicidad. Otros estudios afirman que el uso de ZnO en tamafios nanométricos aumen-
tan su actividad antibacteriana frente a Escherichia coli. La heparina posee actividad anticoagulante y
antiinflamatoria. También favorece la biocompatibilidad del apdsito y su actividad revitalizante.

En este estudio se demostrd que el control de liberacion de la heparina resultd de gran importancia,
ya que este glicosaminoglucano induce una recuperacion mas rapida de la herida por la mejora de la
angiogénesis. Los resultados obtenidos arrojaron que las muestras que presentaban una mayor con-
centracion de ZnO causaron una disminucion de la liberacién de heparina en las primeras horas. Sin
embargo, a las 72 horas, todas las muestras consiguieron liberar la misma cantidad de heparina, alcan-
zando 9 pg/cm?.

Respecto a las propiedades antibacterianas, se evaluaron respecto a E. coliy S. aureus por el método de
Kirby-Bauer. Dado que las propiedades del quitosano y ZnO son antibacterianas, se observé un mayor
poder inhibitorio en las muestras que contenian ambos compuestos. Por Gltimo, también se observo
mayor zona de inhibicidn en los compuestos que presentaban mayor concentracion de ZnO.

En conclusidn, los hidrogeles con PVA, quitosano, heparina y ZnO presentaban mejores propiedades
que los tratamientos actuales de apdsitos convencionales, pues protegen a la herida de la deshidrata-
cién y de acumulacion de exudados, y son capaces de evitar el crecimiento de bacterias y acelerar el
proceso de cicatrizacién de la piel. Estos tratamientos pueden contribuir a la disminucidn de resisten-
cias antisépticas pues combinan diferentes estrategias para la cicatrizacion y cura efectiva de heridas
evitando asi el uso prolongado en el tiempo de antisépticos.
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Scaffolds con hidrogel de quitina y nanoparticulas de plata

Los denominados scaffolds, o estructuras soporte, aportan un “esqueleto” que debe ser capaz de ser
invadido por células para favorecer la regeneracion tisular junto con factores de crecimiento u otras
moléculas. Este tipo de formulaciones constituyen nuevas técnicas de ingenieria tisular cuyo objetivo
principal es favorecer la regeneracion de los tejidos™. Un scaffold debe ser biocompatible, biodegra-
dable, de facil fabricacion y debe proporcionar el apoyo mecanico para estimular la reparaciéon y la
proliferacion celular™,

En un estudio propuesto por Nagalakshmi et al (2020) se plantea la posibilidad de utilizar estas es-
tructuras formadas con un hidrogel de quitina y nanoparticulas de plata, como agente antiséptico,
para utilizarse en apdsitos y promover la cicatrizacion con el fin de proteger a la herida de una posible
contaminacidn y sufrir mas dafio.

En este estudio, los scaffolds se prepararon mezclando una solucién de nanoparticulas de plata con
un hidrogel de quitina a 5 diferentes concentraciones vy liofilizando durante 2 dias. Todas estas for-
mulaciones se caracterizaron midiendo propiedades, como la porosidad, capacidad de hinchamiento,
estudios de liberacidn y actividad antimicrobiana, entre otras®®. En la Figura 7 se representa el proce-
dimiento de formacién del scaffold para este estudio.

Disolucidn del citrato de

en é‘g,‘:d?ﬂ':“ Filtracién | sodie en AgND: con Se mezclan ambas soluciones
temperatura ambiente mm Lot ebullicién. Una vez tiene un durante 30 minutos y se llevan a
& color amarille, se enfria a liofilizacién durante 2 dias
durante 2 dias en agitacién A

temperatura ambiente

Figura 7. Procedimiento de formacién del scaffold que se desarrolla.

Los resultados fueron bastantes prometedores. En lo que a su perfil de liberacidn respecta, todas las
formulaciones liberaron el 100% de su contenido entre las 5y 8 h, siendo la formulacién con mayor
cantidad de quitina la que mas tiempo tardé en liberar su contenido, presentando asi buenos perfiles
de liberacién prolongada. La actividad antibacteriana se determind in vitro mediante el método de
Kirby-Bauer. Se observé que la zona de inhibicién era mas grande frente a microorganismos como
S. typhi que frente a S. aureus, evidencidndose asi que presenta un espectro de actividad mas activo
frente a gram-negativos.

Estos estudios sugieren una nueva alternativa para el tratamiento de heridas con apdsitos. Aun asi, son
necesarios estudios de citotoxicidad in vitro y modelos experimentales in vivo con animales.

Poliuretanos

Otra de las herramientas que se pueden utilizar para la curacion de las heridas es la utilizacién de
poliuretanos. Estos compuestos son polimeros tridimensionales formados por diisocianatos, macro-
glicoles y extensores de la cadena (dioles 0 aminas generalmente). Depende de cdmo se distribuyan en
la red polimérica, se pueden presentar varias configuraciones. Como se observa en la Figura 8, en la
estructura quimica y polimérica general de los poliuretanos existen “segmentos blandos” (correspon-
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dientes a las cadenas de poliéster del macroglicol) y “segmentos duros” (corresponde al isocianato y
al extensor de cadena). Esto permite que se puedan variar sus propiedades permitiendo conseguir una
biocompatibilidad elevada, no ser tdxicos y unas propiedades mecénicas adecuadas. A diferencia
de los hidrogeles, estos permiten controlar mejor su proceso de degradacién. Es por este motivo por
el que los poliuretanos se estan estudiando. Actualmente ya existen poliuretanos comercializados en
forma de apdsitos llamados Tegaderm o Bioclusive; no obstante, a pesar de ello, pueden mejorar bas-
tante sus propiedades™.

DioL DioL oL
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ISOCIANATO + MACROGLICOL  ISOCIANATO + MACROGLICOL
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duros

Figura 8. Representacion estructural quimicay polimérica de los poliuretanos.

Los poliuretanos pueden formar scaffolds de estructura porosa, la cual ha demostrado tener buenas
propiedades para la regeneracion de la dermis. Kucinska-Lipka et al (2018) utilizan POLIOS 55/20
(a,w-dihidroxi(etilen-butilen adipato), HMDI (Bis(4-isocianatociclohexil)metano), BDO (1,4 Butano-
diol) para formular sus poliuretanos y afiaden cinamaldehido, el compuesto aldehido natural aroma-
tico principal del aceite de Cinnamomum zeylanicum (arbol de la canela o cinamomo), que presenta
propiedades antibacterianas, antifingicas y antiinflamatorias, las cuales resultan muy Utiles para su
uso en apésitos. El grupo aldehido le permite unirse a los polimeros como los poliuretanos, quitosano,
entre otros. El mecanismo de accién depende de su concentracidn, de forma que a bajas concentra-
ciones inhibe a las citocinas, mientras que a concentraciones mas altas inhibe a la ATPasa alterando
la membrana celular®”. Se determiné que la adicidén de cinamaldehido a los poliuretanos en scaffolds
microporosos en concentraciones de 3,5% present6 actividad antibacteriana efectiva contra especies
como E. colio S. aureus. A pesar de que la actividad antibacteriana es baja, debido a que el cinamalde-
hido es poco soluble en agua, se plantea la hipdtesis de que, en un medio himedo como el ambiente
de una herida, puede presentar mejores velocidades de difusidn y, por consiguiente, una mejor activi-
dad antiséptica, influyendo asi en la disminucién de resistencias a antisépticos.

Ademas, existen otras lineas de investigacion que trabajan con otro compuesto natural, el prépolis, el
cual se ha observado que interfiere en la actividad antimicrobiana de algunos antisépticos, aumen-
tandola en el caso de administrarse junto a dihidrocloruro de octenidina (tensioactivo catidnico) o
2-fenoxietanol y disminuyéndola en el caso de la clorhexidina. Estos estudios se encuentran en fase de
desarrollo con previsiones a futuras optimizaciones para su uso en la clinica™.
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Conclusiones

Existe un amplio abanico de lineas de investigacion que intentan solventar las limitaciones de las for-
mulaciones convencionales antisépticas y aunque aqui se abordan de forma individualizada, existen
estudios que combinan estos sistemas entre si. Se observa que estas combinaciones se utilizan, como
se han mencionado durante la revisidn, para alcanzar mejores perfiles antisépticos o propiedades me-
canicas y no hay ninguna duda de que dentro de muy poco tiempo formaran parte de nuevos produc-
tos que se encontraran disponibles en farmacias u hospitales a manos del profesional sanitario.
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Resumen

Introduccién: El ajo ha sido utilizado como alimento y planta medicinal a través de los afios. Se le atribuyen cual-
idades antimicrobianas, antivirales e inmunoestimuladoras, razén por la que es ampliamente recomendado en el
tratamiento de enfermedades como asma, bronquitis, influenza, entre otras.

Método: El objetivo de este estudio fue realizar una revisién y analisis de la literatura relacionada con el uso medici-
nal del ajo, y su potencial como agente terapéutico e inmunoestimulante en diferentes enfermedades y condiciones
de salud. La blsqueda de literatura se realizé en las bases de datos de Medline a través del buscador Pubmed,
Scielo, Clinical Key y ClinicalTrials.gov, entre otros.

Resultados: La informacién consultada respalda los beneficios para la salud asociados con el consumo del ajo. La
trituracién de los bulbos de ajo permite la obtencidn de aliina, que al sufrir oxidacién enzimatica, se convierte en
alicina. Este compuesto tiene un rol fundamental en las propiedades medicinales del ajo y se dice que la actividad
de esta planta medicinal radica en su capacidad de producir alicina. Estudios preclinicos han demostrado el mejo-
ramiento del sistema inmune y se han identificado proteinas especificas asociadas a su efecto inmunoestimulante.
En estudios clinicos se han administrado suplementos con derivados de ajo y se ha observado una disminucién en
laincidencia de influenza y enfermedades respiratorias agudas.

Conclusiones: El ajo ha demostrado tener un potencial clinico muy importante en el tratamiento de gran cantidad
de enfermedades. Se han observado efectos inmunomoduladores y en la prevencidn de enfermedades respirato-
rias agudas de origen viral.

Palabras clave: Ajo; Inmunoestimulante; Terapéutico; Allium sativum L.

Abstract

Introduction: Garlic has been used as a food and medicinal plant through the years. Antimicrobial, antiviral, and
immunostimulatory effects are attributed to garlic, so it is widely recommended to treat diseases like asthma, bron-
chitis, influenza, and some others.

Method: This work’s objective was to conduct a literature review and analysis related to garlic medicinal-use, and
it’s potential as a therapeutic agent and immunostimulant in different diseases and health conditions. The literature
review was carried out in the databases Scielo, Clinical Key, Medline and ClinicalTrials.gov, among others.

Results: The information consulted supports the health benefits associated with garlic consumption. The crushing
of garlic bulbs allows obtaining alliin, which turns into allicin due to enzymatic oxidation. This compound has a
fundamental role in the garlic’s medicinal properties, and the garlic plant’s activity depends on its ability to produce
allicin. Preclinical studies have shown the improvement of the immune system, and specific proteins associated
with its immunostimulating effect have been identified. In clinical studies, supplements with garlic derivatives have
been administered to patients, and a decrease in the incidence of influenza and acute respiratory diseases has been
observed.

Conclusions: Garlic has been shown to have a significant clinical potential to treat many diseases, and immuno-
modulatory effects and viral acute respiratory disease prevention have been observed.

Keywords: Garlic; Immunostimulant; Therapeutics; Allium sativum L.
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Highlights
Garlic is an herbal medicine traditionally used to treat infections, asthma, bronchitis, influenza, and

colds. There is scientific evidence that supports garlic and derivates to treat different affections. The
evidence ranges from in vitro studies to human studies (clinical studies).

Alliin and allicin are compounds derived from garlic and are usually incorporated as active pharmaceu-
tical ingredients into formulations due to the biological activity demonstrated.

This study was a bibliographic review of clinical and preclinical studies about garlic, and greater em-
phasis is placed on studies investigating the immunostimulating effect of garlic. The main contribution
of this work is the information and scientific evidence compilation and presentation in a single docu-
ment that presents the beneficial effects of garlic for health.

In this work, a bibliographic review was carried out on the general aspects of garlic, and its immuno-
stimulating activity was given main importance. The review’s objective is to provide the information
necessary to facilitate the formulation processes of natural medicinal products based on garlic. This
work is considered a starting point for developing new formulations and products with garlic and its
derivatives for the treatment of different health conditions.

Introduction

Medicinal plants have been used since ancient times in the treatment of various diseases. Commonly,
these plants have been associated with therapeutic purposes. In addition, their active ingredients are
used as a raw material for the development of medicines. However, in many cases these plants are
used without noticing the adverse effects or contraindications; for this reason, it is fundamental to
have access to scientific information that supports the proper use of medicinal plants and their deriv-
atives.

One of the most used plants either for culinary reasons or as a medicinal plant is garlic. Multiple studies
have shown the medicinal properties of the bulb of this plant, such as antimicrobials, expectorants,
antiseptics, and antifungals. It is also an easily accessible plant that has been commonly used in the
treatment of respiratory diseases such as asthma and bronchitis.

This literature review aims to investigate the benefits of garlic as a potential therapeutic agent and
immunostimulant in different diseases and health conditions.

Garlic

The garlic’s scientific name is Allium sativum L. (Liliaceae)". It can also be found as camphor of the
poor, nectar of the gods, majo, poor’s molasses, rustic molasses, smelly rose?. However, the common
name by which itis known in Costa Rica is garlic. The bulb is used for medicinal effects. Alliin and allicin
are usually used as active ingredients in different formulations'®.

Garlic is one of the oldest medicinal foods and one of the most researched plants in the world. Due to
its wide recognition and cultivation, there is little chance of adulteration with other species. However,
garlic used in dietary supplements is handled more carefully than garlic used in commodity spices, it
is to preserve the activity of allinase, and subsequently, allicin performance since allinase is sensitive
to heat and bruise decomposition®. Likewise, garlic has a strong smell and a pungent flavor that char-
acterizes it?.

Garlic is a herbaceous plant with bulbs composed of numerous fibers divided and wrapped in whitish
skin. In addition, it contains 4-6 segments with a characteristic spicy flavor. This perennial herb has a
cylindrical stem 50 cm high and sparse, flat leaves 2-3 cm wide. It has sparse flowers in a lilac / pink cor-
sage, and in some cases, the flowers are replaced by bulbs®®. It should be noted that the flowers are
rarely open and can wilt in the bud. The flowers are on thin pedicels, consisting of six-segment perianth
approximately 4-6 mm long. The fruit is a small loculicidal capsule, and the seeds are rarely produced®.
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Garlic is from Siberia and was domesticated in Central Asia. Nomadic tribes have spread it, as it has
been cultivated and used in all cultures for more than 5,000 years. It was introduced in America in the
XV century®.

Garlic is grown in loose, rich, silty-sandy, humid, deep, drained soil; mountainous areas with the tem-
perate or cold climate at 1,000-2,400 meters above sea level. It is propagated by bulbils that are sown
in full sun; requires abundant water and fertilization. As they mature, the bulbs are dug up and stored
in a cool, ventilated place, often cured with smoke that decreases weight loss and partially inhibits
germination; teeth become dehydrated ground or flaked .

Taxonomy®

Kingdom: Plantae
Subkingdom: Viridiplantae
Infrakingdom: Streptophyta
Division: Tracheophyta
Subdivision: Spermatophytin
Class: Magnoliopsida
Superorder: Lilianae

Order: Aspargales

Family: Amaryllidaceae
Gender: Allium

Species: A. sativum

Composition

Allium savitum bulb contains sulfur compounds such as ajoene and derivatives, allicin, allyl-methyl
trisulfide and derivatives, clicoaliin and derivatives, diallyl disulfide and derivatives, dimethyl sulfide,
allyl-methyl disulfide and derivatives, dimethyl thiosulfonate and derivatives, amino acids derived
from cysteine and anthocyanins, sulphurated amino acids: alliin (by enzymatic oxidation it becomes
allicin, intermediate in the formation of allyl disulfide derivatives, final constituents of essential oil),
5-butyl-cysteine sulfoxide and derivatives, lipids such as cerebrosides, steroids, prostaglandin A, B, E,
and F; alkaloids such as phosphatidylcholine, nicotinic acid, diterpenes (gibberellin A-3 and A-7); car-
bohydrates such as allium fructans; saponins: derivatives of erubioside, sativoside, and tigonine®.

Now, from 100 g of bulb (117 kcal), you will find: 67.8% water, 3.5% protein, 0.3% fat, 27.4% carbo-
hydrates, 0.7% fiber, 1% ash, 18 mg calcium, 88 mg phosphorus, 1.5 mg iron, 18 mg sodium, 373 mg
potassium, 0.24 mg thiamine, 0.05 mg riboflavin, 0.4 mg niacin, and 10 mg ascorbic acid®.

It should be noted that the antimicrobial activity is attributed to alliin, a sulfoxide that by alliinase
action is converted to allicin and allyl and ajoene disulfide. Antimicrobial activity is also attributed
to alixin and garlicin that are obtained by severe bulb treatments. Ajoene is an antithrombotic factor
whose action involves fibrinogen receptors on platelets and prevents platelet aggregation; It reduc-
es arachidonate metabolism by inhibiting the enzymes’ prostaglandin synthetase and 5-lipoxygenase
and has shown a promising role in the treatment of leukemia. Fructosans inhibit adenosine deaminase
by participating in the regulation of the processes in which adenosine is involved™.

Traditional use

Garlic has been used as herbal medicine to treat asthma, bronchitis, influenza, and colds". Besides,
it serves as a treatment for respiratory infections?. It is commonly used to treat bronchopulmonary
diseases as expectorant antiseptic and asthma. Likewise, it is used as a hypotensive, diaphoretic, and
vermifuge®.
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The most commonly used form of garlic extraction is maceration”. There are several variants to this
method, depending on the amount of plant material and the concentration of the extract required,
however, all methods of this type have in common that the extraction solvent can be water (aqueous
extract), alcohol (ethanolic extract) or a hydroalcoholic combination.

One way of making the macerated garlic extract is by using the garlic bulb (bulb extract) since these
are the parts of the garlic with the highest biological activity. For the preparation, the garlic is peeled,
cutinto slices, and stored for 40 days at a temperature of 60-70°C, then suspended in a hydroalcoholic
solution. After this time, the processed garlic is suspended in an anaerobic maceration for 18 weeks, at
the end of which period they are filtered and rotavaporated; the liquid extract obtained should be kept
refrigerated®. Another way to make this liquid extract is in cold in a conical flask for 72 hours.

Spray drying is another way of making garlic extracts, this technique is performed on the liquid ex-
tracts, to obtain a dry extract in a solid matter form. It consists of atomizing it in the form of small drops
in a dry medium, dehydrating it employing hot air, and turning it into powder or tiny spheres.

Toxicology

Studies carried out found that the LD50 of the bulb by oral and subcutaneous route to rats of both sexes
was higher than 30 mL/kg. The aqueous extract from the bulb elicited in vitro uterotonic activity on the
pregnant female mouse’s uterus. Furthermore, the bulb extract (2g/kg) administered in rats five times
a week for six months showed no toxic effects. Externally, poultices with high concentrations of bulb
extract can cause skin necrosis and allergenic activity. The latter has been verified with the internal
administration of the aqueous extract orally in rats and sensitive humans®.

Similarly, the oral bulb can irritate the urinary tract in people with specific sensitivity. A dose of 350 mg/
person (both sexes from 30 to 62 years old) administered twice a day did not produce toxic manifesta-
tions. No information evidences the safety of its medicinal use in children, pregnancy, or lactation®.

In another study, it was shown that the ethanolic extract is not mutagenicin S. typhimurium. The LD50
of mouse allicin is 60 mg/kg IV and 120 mg/kg SC; the LD50 of the oil is 50-78 mg/kg IV; the LD50 of
neoalicin is 70 mg/kg IV and 600 mg/kg orally. Oral administration is not genotoxic by testing the mi-
cronucleus in the bone marrow and inducing changes in sister chromatids in spermatogonia. Due to
prolonged traditional use, daily consumption does not pose any health risk®.

Contraindications

Conditions and diseases such as hyperthyroidism, active bleeding and, thrombocytopenia are contra-
indicated. Do not prescribe the oil during pregnancy®. It is contraindicated in patients with a known
garlic allergy. Besides, other contraindications include acquired immunodeficiency syndrome (AIDS),
surgery, and diabetes mellitus®.

Until more data becomes available, people with diabetes mellitus have to be careful when taking di-
etary supplements containing garlic and follow their normally recommended blood glucose control
strategies. Because garlic components inhibit platelet aggregation, care must be taken in patients
receiving anticoagulant or thrombolytic therapy®. Despite this, garlic’s safety level is reflected in its
worldwide use as a condiment in food®.

Warnings

The juice and oil irritate the mucosa and the conjunctiva®. Additionally, consuming large amounts of
garlic can increase the risk of postoperative bleeding. Also, ingesting fresh garlic bulbs, extracts, or oil
on an empty stomach can cause heartburn, nausea, vomiting, and diarrhea®.

Side effects

Case reports have highlighted the possibility that the use of garlic may cause allergic reactions (aller-
gic contact dermatitis, generalized urticaria, angioedema, pemphigus, anaphylaxis, and photoallergy),
impaired platelet function, and clotting (with a possible risk of bleeding)®*¥ and burns (when fresh
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garlic is applied to the skin, particularly under occlusion dressings). It should be noted that garlic can
cause bad breath or body odor, so many people decide not to consume it®. The oral bulb can irri-
tate the urinary tract in people with specific sensitivity®. Furthermore, the use of garlic in some cases
evokes asthmatic attacks after inhalation of the drug powder®.

The most common effects associated with the use of garlic in therapeutic doses are mild gastrointes-
tinal, such as nausea, bloating, flatulence, dyspepsia, nausea, vomiting, diarrhea, and pyrosis. Severe
gastrointestinal adverse effects can also be found, such as small bowel obstruction, epigastric and
esophageal pain, hematemesis, and hematochezia. It can also cause hypotensive effects, heart attack,
and Meniere’s disease?),

Pregnancy and lactation

Garlic is safe during pregnancy in amounts that are generally eaten in food. However, garlic supple-
ments or large amounts of garlic should be avoided during pregnancy due to a possible increased risk
of bleeding or stimulation of uterine contractions"?. During lactation, there are no known contraindi-
cations. The excretion of the components of garlic in breast milk and its effect on the newborn has not
been established?.

Interactions with other drugs

Garlic causes a harmful effect related to kidney damage and nephrotoxicity combined with statins®?.
Clinical evidence suggests that taking garlic may result in pharmacokinetics or pharmacodynamic in-
teractions that could represent a potential risk to patients taking conventional medications, particular-
ly in subjects treated with anticoagulants. Blood clotting time has been reported to double for patients
taking warfarin and garlic supplements?,

Additionally, interactions with antiretroviral therapies may occur. A severe drug interaction has been
reported between garlic and an HIV protease inhibitor, saquinavir; this interaction may compromise
antiretroviral therapy’s effectiveness and lead to higher drug resistance rates against the acquired im-
munodeficiency virus. Other conventional medications that could interact with garlic include the anti-
diabetic chlorpropamide and the pain reliever paracetamol®.

Dosage and administration
Studies report the use of 4-12.3 mg/day of garlic oil orally.

Adults: The World Health Organization (WHO) recommends 2 to 5 grams of fresh garlic, 0.4 to 1.2g of dry
powder, 2 to 5 mg of oil, 300 to 1,000 mg of extract, equivalent to 2- 5 mg allicin/day.

6-10 mg alliin (approx. 3-5 mg allicin) daily, typically contained in one clove of garlic or 0.5-1.0 g of dry
garlic powder®,

2to 4 grams of the dry bulb or 2 to 4 milliliters of tincture (1:5 dilution in 45% ethanol) orally three times
a day for upper respiratory tract infections'®.

Pediatrics: dry extract is recommended as a single dose (100 - 200 mg) once or twice a day. The daily
dose is 100-400 mg. The herbal substance powder or the liquid extract of garlic is not recommended in
children and adolescents under 18 years of age®.

Geriatric: liquid extract is recommended as a single dose (110 - 220 mg) 4 times a day. The daily dose is
440 - 880 mg. The dry extract is recommended as a single dose (100 - 200 mg) once or twice a day. The
daily dose is 100 - 400 mg*.

Methods

We performed a literature review and analysis of Garlic medicinal use. The databases consulted in the
searching process were Medline, Scielo, Clinical Key, and the consulted languages were English and
Spanish using the following Medical Subject Heading (MeSH) terms and keywords: Ajo or garlic or Al-
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lium sativum L, Inmunoestimulante, Sistema immune or Immune System and Inmunoestimulador or
Immunostimulator. Moreover, we searched the United States Patent and the ClinicalTrials.gov website
to find patents and Clinical trials about garlic “s medicinal use.

The eligibility criteria of consulted material include original studies describing preclinical (in vivo and
in vitro) and clinical studies about garlic’s pharmacological use. Moreover, we included information
from review papers, scientific communications, books, monographs, and pharmacopeia. Furthermore,
studies describing the medicinal use of garlic combined with another component were excluded.

For the Medline database, using the keywords “garlic” and “immunity”, 29 results were found and only
4 articles were used. The keywords, “garlic” and “cold”, were also used, where 7 results were found, and
only 3 were used. In addition, with the keywords “garlic” and “antiviral”, 9 results were found and only

2 articles were used. Additionally, the keywords “garlic”, “immunomodulatory”, and “protein” were
used, 8 results were found; however, only 1 article was used.

To define the different garlic extracts, a search was performed in the Scholar Google database, using
the keywords “extract” and “garlic”, 16 articles were found, of which only 2 were used.

Results

Preclinical Studies

Garlic is well-known for improving the immune system. A preclinical study was done to examine the
protein fraction changes during garlic aging and identify immunomodulatory proteins. The modifi-
cations that occur in garlic during the aging process were studied by protein quantification and gel
electrophoresis. Purification and identification of immunomodulatory proteins have been achieved
by Q-Sepharose chromatography and mitogenic activity. In the study, only two main proteins (range of
12-14 kDa by SDS-PAGE) were observed in aged garlic extract (AGE). The purified protein components
QA-1, QA-2, and QA-3, showed immunomodulatory and mannose-binding activity; QA-2 showed the
highest mitogenic activity. The QA-2 and QA-1 proteins’ identity with the ASA | and ASA Il garlic lectins,
respectively, was confirmed by hemagglutination analysis. QA-3 exhibited mitogenic activity but not
hemagglutination activity*.

Another study was done on the enteric-coated garlic supplement, which is a kind of garlic preparation
based on garlic oil and garlic powder compressed in tablets, with a remarkable improvement in normal
mice’s immunocompetence. In the study, garlic oil was extracted from the fresh garlic bulb by steam
distillation and complexed with 2-hydroxypropyl-beta-cyclodextrin using a method of high-energy ball
milling to then incorporate the inclusion complex with enteric-coated powder and reduce its gastro-
intestinal irritant. Based on the maximum tolerance dose test, mice that took an enteric-coated garlic
tablet by gavage at a dose of 3 g/kg body weight did not show symptoms of acute toxicity®®.

In this study, experimental animals were randomly assigned. Different doses of garlic tablets for 30 con-
secutive days were given orally. Furthermore, theirimmune functions were comprehensively analyzed.
Compared to the control, the garlic tablet significantly improved ConA-induced splenic lymphocyte
proliferation, serum hemolysin production, the number of hemolytic pest-forming cells, peritoneal
macrophages phagocytic activity, and the rate of carbon removal at the dose of 400, 600 mg/kg of
body weight. It also improved the DNFB-induced delayed-type hypersensitivity reaction and NK cells’
cytotoxicity at the 600 mg/kg body weight dose. In addition, garlic tablets increased serum cytokine
secretion (TNF-q, IL-2) in a dose-dependent manner®.

A study was conducted to evaluate the inhibitory effects of garlic extract on avian infectious bronchitis
virus. For this purpose, four groups of chick embryonic eggs were used, where the first group was used
for virus titration; the second group was given the mixture of different titrations of virus and garlic
extract; the third group received a virus titration and after 8 hours received garlic extract and the last
group received different dilutions of garlic extract. According to the results of the study, it was shown
that garlic extract influences the garlic virus in the replication phase. In addition, avian infectious bron-
chitis virus RNA and virus replication were dose-dependently decreased*”.
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A preclinical study hypothesized that allicin can alleviate immune dysfunction caused by the reticu-
loendotheliosis virus (REV). For this purpose, 240 White Leghorn SPF chickens were used and divided
into 5 treatment groups and one control group. It was found that treatment with allicin enhanced the
proliferation of lymphocytes infected with this virus, demonstrating that allicin helps to alleviate the
growth inhibition induced by REV infection and immune system dysfunction. In addition, it was shown
that in the groups treated with allicin, the expression of inflammatory cytokines produced by REV in-
fection was decreased. It was also found that allicin significantly reduced the oxidative stress caused
by REV infection®),

In a preclinical study, the effect of the 14 kDa protein isolated from AGE on the maturation and im-
munomodulatory activity of dendritic cells (DC) was studied to prove its immunomodulatory effects.
Biochemical methods were used to purify the AGE protein; the semi-purified 14 kDa protein was run on
gel filtration Sephadex G50 and checked for purity by SDS-PAGE. DC was separated from the spleen of
BALB / ¢ mice by Nycodenz centrifugation and adhesion to plastic plates. The 14 kDa AGE protein was
added to the overnight culture of the DC medium and the expression percentages of CD40, CD86, and
MHCII were evaluated by flow cytometric analysis. In addition, T-cell proliferation was measured by the
mixed allogeneic lymphocyte reaction (MLR) test. Despite the results, more research has to be done to
conclude if the 14 kDa protein isolated from AGE induces DC maturation and increases immunostimu-
latory activity"?),

On the other hand, an in vivo study carried out with Wistar rats evaluated the effects of garlic oil on
the serum levels of IFN-y, TNF-a, and IL-5. Obtaining as a result that the garlic oil increased the levels
of IFN-y and TNF-a to 2 and 3 times those of the control group (which were only treated with corn oil)
respectively. It also produced a slight increase in IL-5 levels. In addition, the effect of this oil on 1gG and
IgM levels was determined, where an increase of approximately 60% in 1gG levels was obtained as a
result, but a significant increase in IgM levels was not registered®.

Similarly, the effect of garlic oil on mRNA expression levels in interleukins 2, 4, and 5 in rat leukocytes
was evaluated and it was determined that it decreases the expression levels of these interleukins in
contrast to the control group®.

Clinical Studies

Astudy at the University of Florida recruited 120 healthy subjects (60 per group) to determine the effect
of consuming supplements with AGE (2.56 g/d) on immune cell proliferation and cold symptoms, and
flu. After 45 days of AGE consumption, y6-T and NK (natural killer) cells thrived better and were more
activated than cells in the placebo group®. After 90 days, the AGE group showed a reduction in the se-
verity of the cold and flu, a reduction in the number of symptoms, the number of days the participants
functioned suboptimally, and the number of days of work school missed®2),

Moreover, a clinical study evaluated the effects of allicor, a long-acting garlic tablets, on acute respi-
ratory viral infection incidence in children. For the first stage, allicor tolerance (600 mg/day) and its
effects on ARD morbidity were investigated in a 5-month open study in 172 children and adolescents
aged 7 to 16, compared to 468 individuals in a control group; however, this was not observed to in-
duce gastrointestinal side effects in children at any dose, while ARD morbidity was reduced 2 to 4-fold
compared to controls. In the second stage, allicor (300 mg/day) effects on morbidity from ASRD were
investigated in a 5-month, double-blind, randomized, placebo-controlled trial. This study included 42
children aged 10-12, compared to 41 placebo-treated children and 73 children treated with benzimid-
azole. For this stage, allicor reduced ARD morbidity 1.7 times compared to placebo and 2.4 times com-
pared to benzimidazole. Furthermore, there was no significant difference in ARD morbidity between
the placebo and benzimidazole groups®”.

Similarly, a clinical trial regarding the prevention of the common cold was performed with a garlic sup-
plement. A sample of 146 people was used; there were two groups, volunteers who were going to re-
ceive a placebo; and the second group of participants received a garlic-containing supplement (allicin)
for 12 weeks. The researchers used a five-point scale to assess their health and recorded all infections
and symptoms of the common cold®.
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Through a clinical study, the effect of garlic (Allium sativum) on the gene expression of pro and an-
ti-inflammatory cytokines was evaluated, for which peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from
donors in optimal health conditions were treated. Treatment with garlic provided satisfactory results
since it significantly stimulated the expression of said cytokine in 4 of the 6 study participants. In these
donors, an increase in IL-17 transcription was detected thanks to the treatment with garlic?.

Discussion

Aged garlic extract is composed of low molecular weight immunomodulatory proteins, transformed
organosulfur compounds, fructans, and some amino acids and their derivatives. According to the
aforementioned preclinical studies, the potent immunomodulatory activity of AGE is due to the im-
munomodulatory proteins garlic agglutinins ASA 1 and Il. Due to the above, garlic can contribute to the
treatment and prevention of certain diseases caused by immune dysfunction®, Also, it was demon-
strated that dietary supplementation with garlic tablets could improve the function of the mononu-
clear phagocytic system, cell-mediated immunity, and humoral immunity of normal mice to varying
degrees. In addition, it significantly increased serum cytokine secretions (TNF-q, IL-2) in a dose-de-
pendent manner. Importantly, to see improvements in immune functions in vivo, enteric-coated garlic
tablets need to be developed as an economical and potential functional food"®.

On the other hand, it was demonstrated that garlic extract has an inhibitory effect on avian infectious
bronchitis virus in its replication phase since when garlic extracts were used, a significant decrease of
the virus was found in a dose-dependent manner®”. Likewise, allicin, which is one of the main com-
ponents of garlic, has been shown to significantly reduce immunosuppression induced by the reticu-
loendotheliosis virus, help reduce inflammation and alleviate oxidative stress produced by this virus.
In addition, allicin blocks the ERK/MAPK pathway during infection and has antioxidant activity, which
allows it to function as an antiviral®®.

Furthermore, results suggest that AGE consumption may improve immune cell function and be respon-
sible for reducing the severity of reported colds and flu. These results also suggest that the immune
system works well with AGE supplements, with less subsequent inflammation?>?. Correspondingly,
the consumption of allicor was proven as an effective tool for the nonspecific prevention of acute respi-
ratory infections in children; also, it did not show side effects®. In the same manner, in a clinical trial,
the active treatment group had significantly fewer colds than the placebo group, while the placebo
group recorded significantly more days of viral exposure and a significantly longer duration of symp-
toms. Thus, volunteers in the active group were less likely to catch a cold and recover faster if infected,
meaning that a supplement containing allicin may prevent the common cold virus effects®.

Through the results obtained, it is concluded that garlic oil can modulate the immune response in rats.
It should be noted that the decrease in IFN-y levels due to the administration of garlic oil is an indicator
of the effect it exerts against the deviation of the immune response. In addition, this oil can stimu-
late the activity of basal macrophages. Finally, it was determined that this oil has immunomodulatory
properties due to the balance that is exerted on the elevation of IgG and IgM®,

The results indicated that the garlic extract did not impair the proliferation of both human CD8 + and
CD4 + T cells. Furthermore, no significant effects were found on IL-4 gene expression, but IL-17. The
foregoing refers to the fact that the results obtained determined the inhibition of the pro-inflammatory
cytokine (IL-17), which could be beneficial to regulate its potential and thereby control various auto-
immune and inflammatory diseases. IL-17 plays a very important role in inflammation of the Central
Nervous System as in multiple sclerosis, since it has a close relationship with active lesions. It is also
part of the pathogenesis of rheumatoid arthritis, and high levels of this cytokine have been found in
various types of tumors. Therefore, this plant has great potential for the treatment of inflammatory
diseases and cancer, due to the inhibition of IL-17%9,
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Conclusion

Garlic is shown to have significant clinical potential in treating a wide variety of diseases. Different
studies have indicated that garlic is attributed a potentiating effect on the mononuclear phagocytic
system, which is related to an improvement in the body’s immune functions. Likewise, proteins that
have a link with the immunomodulatory properties related to garlic have been identified. In a study on
the effect of garlic tablets (allicor) in the child population, the efficacy of treatment in preventing acute
respiratory viral infections was determined. Garlic has also been linked in other studies for reducing the
severity of symptoms of the common cold in experimental subjects.

Although garlic is believed to be a safe substance, it is necessary to clarify that garlic supplements are
contraindicated in pregnant women due to a possible uterine contraction stimulation. Nor is the use of
garlic powder and liquid extract recommended for those under 18 years of age. Also, because the com-
ponents described in garlic inhibit platelet aggregation, special care must be taken in its administration
to patients with anticoagulants or thrombolytic therapies.
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