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Resumen

Introduccién: Los anticuerpos monoclonales (mAbs) del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP)
son un novedoso tratamiento para prevenir la migrafia cronicay la episddica de alta frecuencia.

Método: Se realiz6 un estudio observacional, retrospectivo, multicéntrico para analizar la efectividad y seguridad
de los mAbs anti-CGRP (erenumab, galcanezumab, fremanezumab). La variable de efectividad fue la reduccién en
los dias de migrafia al mes (MMDs). La seguridad se midi6 con los efectos adversos descritos.

Resultados: Los resultados de 127 pacientes muestran efectividad similar entre erenumab y galcanezumab en la
reduccién de los MMDs. Una proporcién importante de pacientes cambié de mAb por pérdida de respuesta o fallo
primario tras una media de 7 meses: 15,11% erenumab; 24% galcanezumab. Algunos pacientes se trataron con-
comitantemente con toxina botulinica A: 8,13% erenumab; 12% galcanezumab; 6,25% fremanezumab. Mas del 60%
de pacientes habian sido tratados previamente con toxina botulinica A con falta de respuesta tras varias dosis. Se
describieron efectos adversos cardiovasculares (dolor en el pecho, taquicardia) exclusivamente en pacientes con
erenumab.

Conclusiones: La practica clinica actual se basa en el intercambio de mABs anti-CGRP en casos de falta de respuesta
o migrafia refractaria, aunque su evidencia es limitada y se ha demostrado que la efectividad entre los tres farmacos
es equivalente. Las Agencias Reguladoras recomiendan un periodo de 12 semanas para evaluar la efectividad del
mADb. La mitad de los pacientes refirieron falta de seguimiento por Neurologia. Los farmacéuticos clinicos son nece-
sarios en la atencidn integrada de la migrafia.

Palabras clave: Migrafia; péptido relacionado con el gen calcitonina; antagonistas del receptor del péptido relacio-
nado con el gen de la calcitonina.

Abstract

Introduction: Calcitonin gene-related peptide (CGRP) monoclonal antibodies (mAbs) are novel therapeutic option
for prevention of chronic migraine (CM) and high-frequency episodic migraine (HFEM).

Method: An observational, retrospective, multicentre, real-world evidence study was developed to analyse the ef-
fectiveness and safety of anti-CGRP mAbs (erenumab, galcanezumab, fremanezumab). Effectiveness was measured
by monthly migraine days (MMDs) reduction. Adverse events were recorded for safety outcome.

Results: Results from 127 patients showed similar effectiveness between erenumab and galcanezumab in MMDs
reduction. A notable proportion of patients switched of mAb because of loss of response or primary no-response
after seven months: 15.11% erenumab; 24% galcanezumab. Some patients were concomitant treated with Onabot-
ulinumtoxin A (Onabot A): 8.13% erenumab; 12% galcanezumab; 6.25% fremanezumab. More than 60% of the total
were previously treated with Onabot A with loss of response. Cardiovascular adverse events are exclusively reported
by erenumab group (chest pain, tachycardia).

Conclusions: Current clinical practice is based on switching of CGRP mAbs after loss of response or refractory mi-
graine, even though evidence for this practice is limited and effectiveness between the drugs has been demonstrat-
ed to be equivalent. The period of 12 weeks since the first dose of the CGRP mAb, recommended by Regulatory
Agencies, should be respected to determine if the mAb selected is being ineffective. At least, half of the patients
complained about lack of follow-up by reference neurologist. Clinical pharmacists are important to help these pa-
tients manage the burden of migraine.

Keywords: Migraine; calcitonin gene-related peptide; calcitonin gene-related peptide receptor antagonists
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Highlights
The new anti-CGRP monoclonal antibodies are effective in reducing migraine days per month in an
equivalent way among them.

Current clinical practice is based on switching between mAbs in patients with refractory migraine, as
well as the concomitant use of botulinum toxin A. However, the evidence for these practices is limited.

This study provides the real-world experience of efficacy and safety in migraine prevention with an-
ti-CGRP mAbs. The results show that switching between mAbs is ineffective in reducing MMDS in re-
fractory migraines.

Introduction

Migraine is a chronic neurological disorder consisting of recurring headache of moderate to severe in-
tensity lasting 4-72 hours. The headache is usually unilateral, pulsatile, the pain is often worse with
physical activity and is associated with sensibility to light and sound and/or nausea. People who expe-
rience frequent attacks of migraine can have either episodic or chronic migraine (CM)®2.

High frequency episodic migraines (HFEM) are defined as headaches occurring less than 15 days per
month. CM is defined as headache occurring on 15 or more days per month for more than 3 months®.

Chronic migraine is usually associated with greater disability and prevalence of comorbidities such
as anxiety, depression and other chronic disorders®. This can greatly affect the quality of daily life,
generating an important charge for the family and society. Therefore, a treatment approach that con-
siders different therapeutic targets taking into account the pathophysiology of migraine could improve
outcomes“.

Results from the International Burden of Migraine Study (IBMS)® show that Spain was the country with
the highest per patient annual cost in both CM and HFEM compared to other four of the European
Union (Italy, Germany, France, UK).

Traditional treatments are not specific for migraine but include antiepileptic drugs, B-blockers and an-
tidepressants™®. These treatments have failed to reduce the economic and social burden of migraine,
considered the main cause of neurological disability and one of the main causes of long-term disability.
Also, the success of these older drugs has been limited by poor adherence by the patient, low efficacy
and tolerability™.

Since 2010, OnabotulinumtoxinA (Onabot A) is approved for the prevention of chronic migraine. On-
abot A reduces the magnitude of pain signalling in the brain and prevents activation and sensitization
of central neurons thought to be involved in migraine chronification®. Thus, it attenuates the release
of neuropeptides and neurotransmitters such as glutamate, substance P, and calcitonin gene-related
peptide (CGRP)®4),

Recently, direct inhibition of CGRP pathways has emerged as a targeted approach for migraine preven-
tion. In 2018, the FDA approved three drugs, administered subcutaneously, for the preventive treat-
ment of migraine in adults: erenumab, galcanezumab and fremanezumab®. These drugs are mono-
clonal antibodies (mAbs) antagonists of the CGRP that are able to relieve an acute headache attack,
with or without aura. The mechanism of action differs between them, erenumab acts by binding to the
CGRP receptor, competes with the peptide and inhibits its function at the receptor, whereas freman-
ezumab and galcanezumab selectively bind to the CGRP ligand and block its binding to the receptor.
Adverse effects (AEs) reported include constipation, rhinitis and cardiovascular adverse reactions that
should be taken into account during follow-up of patients".

Risks of long-term CGRP blockade

Currently, the risks of long-term blocking of CGRP signalling are not known. The CGRP peptide acts
throughout the body, therefore, circulating antibodies could affect all peripherally accessible sites
where CGRP acts*".
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One concern is the chronic reduction of CGRP in the vascular system, where it acts as a potent vasodila-
tor. This could cause cardiovascular disorders such as hypertension, cardiac dysfunction and episodes
of coronary or cerebral ischaemia®. Therefore, as with any new class of drug, continued monitoring of
various patient populations for risks associated with long-term treatment of CGRP-related antibodies
is important®®,

Thus, the aim of this study is to analyse the effectiveness and safety of anti-CGRP mAbs in patients with
either CM or HFEM. As well, our purpose is to analyse the effectiveness of switching between mAbs in
refractory patients, as well as the concomitant use of Onabot A, which are emerging as new current
clinical practice.

Methods

This observational, retrospective, multicentre study was carried out between March 2019 and April
2021 at one third level and one first level hospital. The inclusion criteria were patients treated with a
CGRP monoclonal antibody (mAb) therapy (erenumab, galcanezumab or fremanezumab) for at least 3
months diagnosed of CM or HFEM. Patients in treatment with these drugs accepted to collect demo-
graphic and clinical data, confidentially, related to efficacy and safety of their treatment during phar-
macy visits.

Baseline demographic and clinical characteristics were recorded from electronic medical records and
prescription records. When mAb therapy is prescribed for the first time, pharmacists record patient’s
basal characteristic such as type of migraine diagnosed and monthly migraine days (MMDs) before ini-
tiating mAb treatment. During the next pharmacy visits, the pharmacist records any relevant adverse
effect related to treatment and reasons to discontinuation. At 3, 6 and 12-month period with active
treatment, monthly migraine days are recorded again (per-patient self-reported).

Clinical and safety data included: treatment received (type of CGRP mAb and dose), changes in dose or
treatment during follow-up period, number of doses received until change of mAb or dose increase),
total number of doses received, previous mAb treatment (yes/no), monthly migraine days (MMDs) at
baseline and at 3, 6 or 12-month period (if applicable), previous treatment with Onabot A (yes/no),
concomitant treatment with Onabot A (yes/no), other concomitant treatment (drug therapy group),
cardiovascular adverse effects (AEs) related to mAb and other AEs.

In order to analyse the effect in change of MMDs from baseline to 3, 6 or 12 months after mAb treat-
ment, we performed a paired Student t-test. The statistical analysis was performed with program R®
version 3.6.2. We applied the Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology
(STROBE) statement in the conduct of this study.

Results

A total of 127 patients met the inclusion criteria: 86 patients treated with erenumab, 25 with galcane-
zumab and 16 with fremanezumab for at least 3 months. Demographic and clinical characteristics are
summarized in Table 1 stratified by treatment. Independently of the mAb, most patients were female
(>75%) and most patients were diagnosed of CM.

Related to patients treated with erenumab, the mean age was 47 years (range, 17-69). All patients were
adults except one patient with 17 years. Clinicians prescribed the lowest dose (erenumab 70 mg) at
initial of treatment with CGRP mAb to 94.2 % (81/86) of patients and 55.8% (48/86) required a dose in-
crease because of inadequate or loss of response. The mean number of doses administered until dose
increase or change to other CGRP mAb was 4.4 (3-6) and the mean number of total doses administered
was 8 (6-11). The 11.62% (10/86) of patients changed to a second CGRP mAb and 3.5% (3/86) changed
to a third CGRP mADb, either of loss of response or adverse effects such as constipation. The median
MMDs at baseline was 11.8 (9-15) and 5.1 (2-7) after 3, 6 or 12 months. We performed a paired t-Student
test to evaluate this outcome and the results were statistically significant (p <0.01).
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The subjective perception of lower intensity of migraines was reported by 96.5% (83/86) of patients.
At baseline, 83.7 % of patients had been treated with Onabot A and during the period with erenum-
ab, 8.13 % (72/86) received concomitant treatment with Onabot A. Other drugs used were triptans (43
%), non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) (9.3, opioids (3.5 %), antidepressants (12.7 %),
antiepileptics (8.14 %) During pharmacy visits, 3.5 % (3/86) of patients treated with erenumab report-
ed cardiovascular (CV) adverse events: 2 patients referred chest pain and 1 patient tachycardia. Most
common non-cardiovascular adverse effect reported was constipation (9.3%), intense itching (3.5%),
malaise (3.5 %), insomnia (2.3 %), rhinitis (2.3 %) and headache worsening (2.3 %). More than 20%
(20/86) of patients reported any of these non-CV adverse event.

Demographic results for patients treated with galcanezumab are similar with mean age of 45 years
(range, 22-67) and 76 % (19/25) female patients. Only 3 patients (12%) had HFEM disease. Almost half of
the patients (44%) were previously treated with other CGRP mAb (erenumab) and 6 of 25 patients need-
ed to change to other CGRP mAb because of loss of response or intolerance. The mean number of doses
administered until change of molecule was 7,5 [3,5-9,5]. The median number of MMDs at baseline was
12 (8-15) and 5 (3-6,25) after 3,6 or 12 months. Paired t-test showed statistically significant results for
the difference in MMDs (p=6,8e-5). However, if we analyse in detail the results from patients previously
treated with erenumab, the mean of MMDs only differs slightly from 12 days when they were treated
with erenumab to 8 days after galcanezumab.

Subjective improvement in intensity of migraines was reported by 76% (19/25) of patients. Three pa-
tients (12%) had concomitant treatment with Onabot A. Other drugs prescribed were triptans (40%),
antiepileptics (20%), antidepressants (16%), NSAIDs (4%) and opioids (4%). None of the patients re-
ported any CV adverse effect, but some patients complained about end-of-dose effect (12%), constipa-
tion (4%) and headache worsening (4%).

Data for fremanezumab group is limited because of the small proportion of patients meeting the in-
clusion criteria. Safety and effectiveness results are not described for fremanezumab because records
at pharmacy visits had not been obtained yet. Mean age is 51.8 years (range 34-71) and 81.25% (13/16)
are female patients. Two patients included are diagnosed of HFEM (12.5%). Half of the cohort had
been previously treated with any CGRP mAb and 100% (16/16) of the patients initiated with the lowest
dose of fremanezumab (225 mg) and, until date, no one has required dose increment. Median MMDs
has just been measured at baseline: 11.8 [10-14.25]. Nearly 100% (15/16) of patients were previously
treated with Onabot A and 6.25% (1/16) received Onabot A combined with mAb. Other preventive and
acute-treatments prescribed were triptans (50%), NSAIDs (18.75%) and opioids (12.5%). At pharmacy
visits, at least half of the patients complained about lack of follow-up by reference neurologist inde-
pendently of the mAb prescribed.

Table 1. Principal patients’ characteristics, clinical and safety data of erenumab, galcanezumab and fremanezumab.

CHARACTERISTICS ERENUMAB (n= GALCANEZUMAB (n=25) | FREMANEZUMAB (n=16)
86)
Age, years (mean) 47 (17-69) 45 (22-67) 51.8 (34-71)
Sex (n, %)
Female 68 (79 %) 19 (76 %) 13 (81.25 %)
Male 18 (21 %) 6 (14 %) 3(18.75 %)
Diagnostic, type of migraine
Chronic migraine 61 (70.9 %) 22 (88 %) 14 (87.5 %)
High frequency episodic disease 25 (29.1 %) 3(12%) 2(12.5%)
Previous CGRP mAb No 11 (44%, erenumab) 8 (50 %)
Lowest dose at initial of treatment 81 (94.2 %) NA 16 (100 %)
(n, %)
Need of dose increase 48 (55.8 %) NA No
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CHARACTERISTICS ERENUMAB (n= GALCANEZUMAB (n=25) | FREMANEZUMAB (n=16)
86)
Need of change to another mAb 13(15.11 %) 6 (24 %)
(n, %)
-Change to a second mAb (n, %) 10 (11.62 %) 6 (24 %) No
-Change to a third mAb (n, %) 3(3.5%) NA
Mean n° of doses administered
until dose increase or change in 4.4 [3-6] 7.5[3.5-9.5] NA
treatment (IC 95%)
Mean total n° of doses adminis- 8[6-11] 7.7 [5-10] 3.7[3-4]
tered (I1C 95%)
Mean n° of MMDs at baseline (IC 11.8[9-15] 12 [8-15] 11.8[10-14,25]
95%)
Mean n° of MMDs after mAb (3, 6 or 5.1[2-7] 5[3-6.25] -
12 months)
Subjective improvement in intensi- 83 (96.5 %) 19 (76 %) -
ty of migraines (yes/no)
Previous treatment with Onabot 72 (83.7 %) 16 (64 %) 15(93.75 %)
A (n %)
Concomitant treatment with On- 7(8.13%) 3(12%) 1(6.25 %)
abot A (n %)
Other concomitant treatment:
-Triptans 37 (43 %) 10 (40 %) 8 (50 %)
-NSAIDs 8(9.3%) 1 (4 %) 3(18.75 %)
-Opioids 3(3.5%) 1 (4 %) 2(12.5%)
-Antidepressants 11(12.7 %) 4 (16 %) NA
-Anti-epileptics 7(8.14 %) 5(20 %) NA
CV AEs (n, %) 3(3.5%) No
-Chest pain 2 (2.3%) i
-Tachycardia 1(1.16 %)
Other AEs (n, %) 20 (23.25 %) 5(20 %)
-Constipation 8(9.3%) 1 (4 %)
-End-of-dose effect NA 3(12%)
-Intense itching 3(3.5%) NA
-Malaise 3(3.5%) NA i
-Insomnia 2(2.3%) NA
-Rhinitis 2(2.3%) NA
-Headache worsening 2 (2.3%) 1(4%)

available

CGRP mAb: monoclonal antibody anti-calcitonin gene-related peptide; MMDs: monthly migraine days; NSAIDs:
Non-steroidal anti-inflammatory drugs; CV: cardiovascular; AEs: adverse effects; NA: Not applicable; -: Data not

Discussion

In the present real-life experience, we observed a significant and similar reduction in the number of
MMDs across the groups of erenumab and galcanezumab with similar results, as well, in subjective
improvement in intensity of migraines reported by patients. It has been demonstrated that CGRP mAbs
are a new effective preventive treatment of migraines for a huge proportion of patients that, also, indi-
rectly, improve patients’ life quality. But, an outstanding number of patients do not respond satisfac-
torily to these new molecules, as they are primary non-responders or they lose response after a few

months®),
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As reported by our colleagues Bricefio-Casado et al.'? in a case of series, a notable proportion of pa-
tients changed to another mAb because of loss of response or primary no-response. Our results show
that even a small proportion of patients switched to a third mAb because of inefficacy to the both pre-
vious mAb administered. Currently at clinical practice, the strategy for these patients which do not re-
spond to a first CGRP mAb, is based on switching of CGRP mAbs, even though evidence for this practice
is limited"?. We observed that non-responders’ patients treated with erenumab did not achieve no-
torious reduction y MMDs despite switching to galcanezumab. Even so, a small proportion of patients
switched to fremanezumab for one last chance. Lack of evidence for switching of anti-CGRP molecules
was already described in the position report of fremanezumab for the prevention of migraine by the
Spanish Agency of Medicines and Medical Devices". As the effectiveness of these drugs seems to be
equivalent, it could be reasonable to stablish the therapeutic alternative based on efficiency criteria
and cost minimization strategy®*.

In the meta-analysis performed by Bricefio-Casado et al."¥, there were also no differences between
CGRP mAbs in terms of safety. In our study, CV adverse events are exclusively reported by patients
treated with erenumab and not by those treated with galcanezumab. Two patients reported chest pain
and one patient reported tachycardia. Although these effects were not serious, the safety profile of the
molecules could be another key point in the selection of the CGRP mAb.

Blumenfeld et al.®, recently reported real-world evidence about concomitant treatment of CGRP mAbs
and Onabotulinumtoxin A for those patient’s refractory to monotherapy with CGRP mAbs. Results from
our study demonstrate that this is, as well, a clinical practice starting to emerge as an option to enhance
the effect of the mAb for highly refractory patients that have not respond to one or two mAb or do not
achieve sufficient reduction in MMDs. It is important to point that more than 60% of patients either
treated with erenumab, galcanezumab or fremanezumab had been previously treated with Onabotuli-
numtoxin A with loss of response after several doses. Combination of CGRP mAbs and Onabotulinum-
toxin A is based on an additive effect preventing the activation of various pain fibers.

Follow-up of patients with CM or HFEM treated with CGRP mAbs is mandatory. Regulatory Agencies
strongly recommend a minimum of 12 weeks since the first dose of the CGRP mAb to determine if
the mAb selected is not being effective>!). But, in clinical practice, we observed that some patients
switched to other CGRP mAb in assumption of loss of response before this period of time. By the other
hand, once the preventive treatment is well stablished, it is important to emphasize to the patient the
importance of taking medication for acute crisis.

As well, it is essential to detect those patients that have problems with the CGRP mAb because of in-
effectiveness or AEs. We observed that more than a half of patients complained at pharmacy visits of
lack of follow-up by neurologist and reported problems with the medication. Follow-up by pharmacists
should include patient reported outcome measures (PROMs) as the Migraine Disability Assessment test
(MIDAS) or the headache impact test (HIT-6) and records of safety outcomes.

Limitations of the study

Results for the outcome number of MMDs at 3, 6 or 12 months were treated together as at the moment
of cut-off some patients had been followed-up for 3 or 6 months and the rest of them for 12 months.
Subgroup’s analysis would have been an ideal option for the management of this outcome that could
not be performed. Related to fremanezumab, there is no data for effectiveness or safety outcomes be-
cause patients had received less than 3 doses by the time of cut-off. Thus, comparisons of effectiveness
and safety between the three groups were limited.

Conculsion

CGRP mAbs are similarly effective in the reduction of MMDs, but switching of mAbs in non-respond-
ers’ patients might not have significant impact. Concomitant treatment of CGRP mAbs and Onabot-
ulinumtoxin A for refractory patients is a new clinical practice that may have positive results but may
be explored with caution because of limited evidence. Follow-up of patients is the best tool to ensure
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the effectiveness and safety of these new molecules. Clinical pharmacists have a new field of action in
the prevention and treatment of CM and HFEM to help these patients manage the burden of migraine.
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Resumen

Introduccion: Momordica charantia L. es ampliamente utilizada para consumo y medicina tradicional debido a sus
actividades bioldgicas. Sin embargo, se sabe poco sobre los efectos del melén amargo en las células sanas. Por lo
tanto, nuestro objetivo fue evaluar los efectos del extracto de Momordica charantia en linfocitos humanos aislados,
especialmente en aspectos inflamatorios, citotoxicos, genotdxicos y mutagénicos.

Método: Para ello se prepard un extracto hidroetandlico con frutos y semillas y se procedié a la identificacién y
cuantificacién fitoquimica. Los linfocitos humanos purificados se expusieron a 12,5; 25; 50 ug/mL de extracto de
Momordica charantia durante 24 horas y después de este periodo.

Resultados: Los datos mostraron que el extracto de Momordica charantia no indujo citotoxicidad, alteraciones en la
frecuencia de microntcleos, ni actividad de interleucina-6, interleucina-10 ciclooxigenasa-2 y produccion de 6xido
nitrico; sin embargo, causé dafio en el ADN y una disminucién de TNF-a en las condiciones experimentales y células
aplicadas.

Conclusiones: Nuestros datos proponen un proceso antiinflamatorio generado por Momordica charantia mediado
por la reduccién de TNF-a.

Palabras clave: Mel6n amargo; citotoxicidad; genotoxicidad; mutagenicidad; parametros inflamatorios.

Abstract

Introduction: Momordica charantia L. is widely used for consumption and traditional medicine due to its biolog-
ical activities. Nevertheless, little is known about the effects of bitter melon on healthy cells. Hence, we aimed to
evaluate the effects of Momordica charantia extract in human isolated lymphocytes, especially on inflammatory,
cytotoxicity, genotoxicity, and mutagenicity aspects.

Method: For this, we prepared a hydroethanolic extract with fruits and seeds and proceeded with phytochemical
identification and quantification. The human purified lymphocytes were exposed to 12.5, 25, and 50 pg/mL of Mo-
mordica charantia extract for 24h and, after this period.

Results: The data showed that the Momordica charantia extract did not induce cytotoxicity, micronucleus frequen-
cy alterations, or interleukin-6, interleukin-10 cyclooxygenase-2 activity and the production of nitric oxide; however,
it caused DNA damage and a decrease of TNF-a under the experimental conditions and cells applied.

Conclusions: Our data propose an anti-inflammatory process generated by Momordica charantia mediated by
TNF-a reduction.

Keywords: Bitter melon; cytotoxicity; genotoxicity; mutagenicity; inflammatory parameters.
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Highlights
Momordica charantia L. is widely used in traditional medicine.
Momordica charantia L. act as anti-inflammatory.

Momordica charantia L. decrease of TNF-a

Introduction

Momordica charantia L. belongs to the Cucurbitaceae family and is known popularly as bitter gourd,
bitter melon, kugua, or balsam pear®. The plant grows in tropical and subtropical regions, and espe-
cially the fruits and seeds are destined for therapeutic purposes®.

The several bioactive compounds of M. charantia have been recorded in the literature; they are clas-
sified as carbohydrates, proteins, lipids, triterpenoids, saponins, polypeptides, flavonoids, alkaloids,
sterols and they have been used to treat various diseases and conditions since ancient times, such as
cancer, asthma, bacterial, fungal and parasites infections, rheumatism, metabolic disorders and oth-
ers, as can be seen in Table 1%, As reported, M. charantia possesses various pharmacological activi-
ties already described, but there are also adverse effects associated to its use (hypoglycemic coma in
children, abortion or even death in laboratory animals) that have been reported in the past years and
which limit its wider application'®.

Table 1. Main compounds already of Momordica charantia in literature.

Classification Compound Structure Reference
Cucurbitane type triter- Kuguacin J Bortolotti et al.,
penoids Y 2019

Momordicine |

5,19-Epoxy-25-methoxycucurbita-6,23-di-
en-3-ol
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Classification Compound Structure Reference
Triterpenoids glycosides Charantagenin D Dandawate et
al., 2016
Charantagenin E
Kuguaglycoside C
Essential oils a-pinene Dandawate et
al., 2016

3-pinene

carvone

germacrene D

The use of plants for therapeutic purposes is an old practice and is still very recurrent. Given the wide
use and adverse effects related to M. charantia, it is of great importance to prove their safety. Very stud-
ies have analyzed the pharmacological action and adverse effects of M. charantia in different experi-
mental models, however, they proposed high concentrations, so it becomes necessary to investigate
if these effects happen even in lower concentrations and healthy conditions. However, they proposed
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high concentrations, so it becomes necessary to investigate if these effects happen even in lower con-
centrations and healthy conditions.

In this regard, the present study mainly aimed to evaluate the effects of Momordica charantia L. extract
on human lymphocytes, especially on inflammatory, cytotoxic, genotoxic, and mutagenic aspects.

Methods

Chemicals

The reagents used in this study, sterile Histopaque® 1.077 g/mL, RPMI 1640 modified with 20 mM HEPES
and L-glutamine, inactivated Fetal Bovine Serum (FBS), Phytohemagglutinin-M (PHA-M), Lipopolysac-
charide (LPS), penicillin/streptomycin, gentamicin solution, quercetin, kaempferol, and rutin were ac-
quired from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). The Momordica charantia L. plant used in this study
was obtained from a local market in March 2015 (Cunha Por3, SC, BRA). Analytical grade chemicals,
such as methanol, gallic acid, acetic acid, chlorogenic acid, and caffeic acid were purchased from Mer-
ck (Darmstadt, HE, DEU).

Preparation of plant extract

The fruits and seeds of Momordica charantia L. were triturated and macerated in a hydroalcoholic solu-
tion at a concentration of 20 g per 100 mL of solvent at 25°C for one week under daily shaking. This
maceration process was repeated for three more weeks to exhaust the material. After this period, the
crude extract was filtered and evaporated to dryness with a rotary evaporator to remove ethanol and
water. Thus, we obtained the dry extract of Momordica charantia L. (MCE), used in the subsequent tests.

Chromatography

The high-performance liquid chromatography (HPLC-DAD) was performed using a Shimadzu Promi-
nence Auto Sampler SIL-20A HPLC system (Shimadzu, Kioto, Japan) equipped with Shimadzu LC-20AT
reciprocating pumps connected to a DGU 20A5 degasser with a CBM 20A integrator, SPD-M20A diode
array detector, and the data were recorded with LC solution 1.22 SP1 software. Under gradient con-
ditions, the reverse-phase was carried out using a C18 column, 4.6 mm x 150 mm, 5 um. The mobile
phase used was water containing 2% acetic acid (A) and methanol (B), and the gradient conditions
consisting in 5% of B until 2min and changed to obtain 25%, 40%, 50%, 60%, 70%, and 100% B at 10,
20, 20,40, 50 and 80min respectively, as described by Laghari” with slight alterations. We analyzed the
presence of six antioxidant compounds, namely, gallic acid, chlorogenic acid, caffeic acid, quercetin,
rutin, and kaempferol, by comparing retention time and UV absorption spectrum with their respective
standards. The flow rate was 0.7 mL/min, injection volume was 40 pL, and detection wavelength was
254 nm for gallic acid, 327 nm for caffeic and chlorogenic acid, and 365 nm for quercetin rutin and
kaempferol. The samples and mobile phase were filtered through a 0.45 uL membrane filter (Millipore)
and subsequently degassed by ultrasonic bath previously to use. Calibration curves were built using
known standard compounds for quantitative measurement of different compounds in the extracts. All
the analyses were carried out in triplicate and room temperature.

Ethical aspects

The Ethics Committee approved this Federal University of Pampa study under protocol number
27045614.0.0000.5323. All the volunteers signed the free and informed consent terms (TCLE).

Lymphocytes isolation

Initially, we collected peripheral blood from seven healthy self-declared volunteers following the Orga-
nization for Economic Cooperation and Development guidelines®. We used Histopaque-1077®(2:1) to
separate the peripheral blood mononuclear cells (PBMC), which were transferred to a culture flask con-
taining medium RPMI 1640 supplemented with 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin (v/v), and 0.2%
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gentamicin (v/v) and maintained in an environment at 37°C and 5% CO, for 24h. After this period, we
isolated the lymphocytes and stimulated them by adding PHA-M (1 mg/mL) for further experiments.
Lymphocyte density was adjusted for each protocol and performed in triplicate.

Treatment schedule

The MCE was dissolved in RPMI 1640 with DMSO 3% (v/v) to final concentrations of 12.5, 25, and 50
pg/mL just before use. The concentrations selection was based on preliminary tests carried out in our
laboratory (data not shown). Each concentration was tested, and the control groups included three
replicates, analyzed after 24h of exposure to MCE. The negative control (NC) consisted of medium and
DMSO 3%. The positive control (PC) contained medium and LPS (100 ug/mL) for the inflammatory pa-
rameters, and the other analyses, medium and 10 uM H,0,

Lymphocytes viability

Lymphocytes were cultivated in sterile 24-well plates to a density of 1 x 10° cells/well and were ex-
posed to previously described concentrations of MCE for 24h. Lymphocyte viability was assessed by
the Trypan blue dye exclusion method based on cell membrane integrity; unviable cells do not have
the intact membrane, thus uptake the dye and show blue staining®. Cell viability was expressed as
the percentage of viable cells.

Micronucleus assay

Mutagenicity was evaluated using the micronucleus assay accomplished according to Schmid®". In this
test, lymphocytes were seeded in sterile 24-well plates at a density of 1 x 10° cells/well and exposed
to previously mentioned concentrations of MCE for 24h. Subsequently, an aliquot of each culture was
collected to prepare the slides, which were fixed with PA methanol, stained with methyl acid orange,
Giemsa-basic (Laborclin), and dried at room temperature. Then, using an optical microscope (Olympus
CX21 Led) with 1000x magnification, 500 cells per slide were analyzed and scored according to the pres-
ence or absence of micronuclei. The results were expressed as a percentage of cells with micronuclei.

Comet assay

Genotoxicity was assessed utilizing the comet assay and realized according to Singh et al®? and Tice
et al™®. Lymphocytes were cultivated in sterile 24-well plates at a density of 5 x 10 cells/well and ex-
posed to earlier selected concentrations of MCE for 24h. Afterward, an aliquot of each culture was ho-
mogenized with low melting point agarose 0.75% (w/v) and distributed on slide pregelatinized with
normal melting point agarose and then covered with a coverslip up until solidification. The slides were
immersed into a cold lysis solution (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, pH 10.0 and Triton X-100
1% with 10% of DMSO) for 24h. In sequence, electrophoresis was carried out (25 V; 300 mA) in 300 mM
NaOH/ 1 mM EDTA buffer, pH > 13 for 20 min, inducing an alkaline denaturation. Then, the slides were
subjected to the neutralizing solution, fixed, and stained with silver nitrate solution. The nucleoids
were evaluated under an optical microscope at 400 x magnification and ranked in scores of 0 (no mi-
gration of DNA) to 4 (maximum migration of DNA) according to the damage levels; 100 nucleoids were
counted in all slides. The DNA damage index can vary from 0 (all nucleoids with no migration) to 400 (all
nucleoids with maximum migration of DNA).

Inflammatory parameters

The lymphocytes (5 x 10* cells/well) were seeded in sterile 24-well plates and exposed to previously
described concentrations of MCE. Except for the negative control, all the cultures also received LPS
(100 g/ mL) and were incubated for 24h. After this period, the inflammatory parameters, interleukin-6
(IL-6), interleukin-10 (IL-10), cyclooxygenase-2 (COX-2) activity, Tumoral Necrosis Factor-a (TNF-a), and
Nitric Oxide (NO) were measured using ELISA kits (R&D Systems) according to the manufacturer’s in-
structions.
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Statistical analysis

The data were expressed as mean + standard deviation and performed all analyses using specific sta-
tistical software. The comparisons between groups were realized using one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Bonferroni’s posthoc test. The results were considered statistically significant for

p<0.05.

Results

Chromatography

The quantification of previously selected antioxidant compounds showed that quercetin (21.75 pg/
mL), gallicacid (15.11 ug/mL), kaempferol (13.46 pug/mL), and chlorogenic acid (12.26 pg/mL) were the
most constituents present in MCE (Table 2).

Table 2. Quantification of active principles in MCE.

Active principle

Concentration in the

Dry weight of the sam-

Active principle

sample (pg/mL) ple (mg/mL) concentration in the

extract (ug/g of the
plant)
Quercetin 21.75 975.22

22.3

Gallic Acid 15.11 677.73
Kaempferol 13.46 603.77
Chlorogenic Acid 12.26 549.79
Caffeic Acid 8.75 392.26
Rutine 8.34 373.94

Lymphocytes viability

None of the concentrations of MCE investigated in our study affected lymphocytes viability (Figure 1a),
which was about 98% in all concentrations of MCE evaluated.
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Figure 1. Lymphocyte’s viability (1a), micronucleus frequency (1b) and DNA damage index (1c) in human lympho-
cytes exposed to different concentrations of MCE. Data are expressed as mean + standard deviation, n=3,
performed in triplicates and analyzed by ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc. We considered signif-
icant results with p<0.05. Different letters mean statistically different values. NC = Negative Control; PC =
Positive control (H,0,10 pM).

Micronucleus assay

The results demonstrated that MCE did not increase micronucleus frequency in lymphocytes com-
pared to the negative control in the tested concentrations (Figure 1b).

Comet assay

The comet assay data showed that MCE induced DNA damage concentration-dependent than the neg-
ative control group (Figure 1c).

Inflammatory parameters

Our results showed that the tested concentrations of MCE did not affect the production of IL-6 (Figure
2a), IL-10 (Figure 2b), COX-2 activity (Figure 2c), and production of NO (Figure 2d). On the other hand,
MCE caused a reduction of TNF-a (Figure 2e) under the experimental conditions in the concentrations
of 25 pg/mland 50 pg/mL concerning the negative control group.
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Figure 2, Effect of MCE on IL-6 (2a), IL-10 (2b), COX-2 activity (2c), Nitric Oxide (2d) and TNF-a (2e). Data are ex-
pressed as mean + standard deviation, n=3, performed in triplicates and analyzed by ANOVA followed by
Bonferroni’s post hoc. We considered significant results with p<0.05. Different letters mean statistically
different values. NC = Negative Control; PC = Positive Control (LPS 100 pg/mL).
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Discussion

Bitter melon is a climber classified as monoecious, belonging to the Cucurbitaceae family, commonly
used for food consumption*®. Due to the biological properties attributed to the plant, M. charantia also
receives several uses in traditional medicine, and studies have investigated a variety of activities, which
are related to phytochemical composition®**), In our study, we identified the presence of six antioxi-
dant constituents in the plant extract, gallic acid, chlorogenic acid, caffeic acid, quercetin, rutin, and
kaempferol, most compounds. The gallic and caffeic acid"® and chlorogenic acid"” have already been
described in the M. charantia composition, varying only in concentrations. The amount of quercetin
found in the MCE sample also was reported in other studies. The work of Pereira'*® related that querce-
tin was the main flavonoid found and Supe et al*® demonstrated that the concentration of quercetin
was between 0.05 to 0.2% in the analyzed sample. Sathasivam et al®? also found kaempferol in high
amounts in the fruit extract of MCE, corroborating our findings.

In our study, MCE did not affect lymphocytes viability which corroborates with other authors®?, who
found that MCE was not cytotoxic against primary epithelial cells even after 5 days of exposure.

Agrawal et al?? demonstrated that a single administration of MCE at doses of 500, 1000, and 1500 mg/
kg of body weight 24h before the administration of cyclophosphamide expressively prevented the for-
mation of micronucleus in mouse bone marrow cells, which agrees with our findings that showed MCE
did not affect the frequency of micronucleus under the tested conditions. Other studies have shown
that aqueous extract of M. charantia and methanolic extract of the plant’s leaves have anti-mutagenic
activities'?2%,

Our findings show that MCE induced DNA damage in a concentration-dependent manner; this damage
is identified by a kind of tail like a comet formed by the DNA fragments.

Lii et al® found that MCE induced DNA damage in four human cancer cell lines, Hone-1 nasopharyn-
geal carcinoma cells, AGS gastric adenocarcinoma cells, HCT-116 colorectal carcinoma cells, and ade-
nocarcinoma cells of CL1-0 lung at concentrations between 0.25 to 0.35 mg/mL in exposition up to 24h.
Nevertheless, Ganguly® reported a reduction of DNA damage in circulating lymphocytes of normal
mice and in a mouse skin papilloma induced by 7,12-Dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) administra-
tion following the oral administration of 100 pL and 50 L of M. charantia aqueous extract daily for
3 months. Corroborating with our results, Li?” data suggests a potential antitumoral activity of MCE.
However, Ganguly® results showed a decrease in DNA damage, and this discrepancy can be explained
by the different experimental models and time of exposure to M. charantia.

Our results of inflammatory parameters showed that IL-6 production was not affected by MCE. IL-6 is a
pro-inflammatory cytokine readily produced in cases of infections and tissue injuries®®. Cao*” demon-
strated that cucurbitane-type triterpenoids compounds isolated from the fruit of M. charantia with IC, |
values of 0.028 to 1.962 uM could inhibit the production of IL-6 in LPS-stimulated bone marrow-derived
dendritic cells, and the authors attributed these effects to interactions of hydrogen bonds between
the protein residues and hydroxyl groups and sugar rings of triterpenoids compounds, which were
visualized by molecular docking. Another study showed that the expression of IL-6 in adipose tissues
and brown adipose tissues of diet-induced obese mice was lower in animals fed with the fruit of M. cha-
rantia in the concentrations of 2% and 5%©%, the authors associated these results to the improvement
of insulin resistance and fat deposition in the rodent model. It is noteworthy that IL-6 is associated with
adipose tissue inflammation related to insulin resistance. IL-10 is a regulatory cytokine that possess-
es anti-inflammatory properties®’. Fachinan®®¥ showed the protective anti-inflammatory effects of M.
charantia in a study with diabetic rats treated with M. charantia fruit juice (10 mL/kg body weight) for
28 consecutive days. In addition, Unal®? also reported an increase of IL-10 in rats with colitis induced
experimentally with 300 mg (kg/day) of MCE for 6 weeks orally. Our results showed that MCE did not
affect the production of IL-10 in isolated human lymphocytes; this discrepancy could probably be due
to the experimental model, different times of exposure, and concentrations of MCE.

In our study, there was no alteration in COX-2 activity; already Chao®® observed a decrease of COX-2
enzyme expression levels in rats with induced sepsis and treated for 4 weeks with 4 g daily of a test
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feed containing 10% of MCE lyophilized powder. Ali®* also observed a reduction in an animal model
of hepatocarcinogenesis in which the rats were treated with M. charantia methanol extract (40 mg/kg
body weight) for 30 days. Additionally, Yang, Yang (35) identified inhibition of COX-2 mRNA expression
in RAW 264.7 with inflammatory process induced by LPS (1 ug/mL) for 24h and pre-incubated with M.
charantia methanol extract (100 and 200 pg/mL) for 30min. Differences in the cell lines can explain
these divergences, treatment protocols applied, and since cells with high inflammatory status have a
more significant response to the compounds with potential anti-inflammatory effects present in the
MCE than regular cell lines.

We observed that MCE did not induce alterations in the production of NO, opposite to Li®®, which de-
scribed inhibition of NO production in mouse macrophage-like cell line RAW 264.7 with inflammation
induced by LPS and exposed to different M. charantia fruit extracts for 24h, being that 50 pg/mL etha-
nolic extract which presented the most NO levels decrease. This discrepancy can be related to the cell
line, time of exposure, and the LPS concentration selected for inflammation induction (1 pg/mL) lower
than the concentration applied in our study. Dwijayanti©® also reported a reduction of NO in a dose-de-
pendent manner in rats hepatocytes treated with interleukin-1f (IL-13) and M. charantia methanol ex-
tracts (50 pg/mL, 100 pg/mL and 200 pg/mL) for 8h. These variations may be associated with cell lines,
exposure time to MCE, and especially to the IL-1B inflammation induction therapy®?.

In our study, we also observed that MCE was able to reduce TNF-a levels, which is in agreement with
results found by Lee®®, who demonstrated that MCE could dose-dependently reduce the production
of TNF-a in RAW 264.7 murine macrophages treated with a concentration of 12.5% v/v (5 mg/ mL of
soluble MCE) for 4h. Cheng®®® also observed this reduction in FL83B cells with induced inflammation by
TNF-a and treated for 24h with a mixture containing the triterpene isolated from M. charantia.

In conclusion, we demonstrated in our study that quercetin, gallic acid, kaempferol, and chlorogenic
acid were the primary compounds found in MCE analyzed. The MCE did not induce cytotoxicity, alter-
ation of micronucleus frequency, or interference in the production of IL-6, production of IL-10, COX-
2 activity, and NO production, but caused DNA damage and a decrease of TNF-a in purified human
lymphocytes exposed to MCE for 24h. For that reason, we suggest that MCE modulates inflammatory
response in human lymphocytes via suppression of TNF-a. The applications of MCE were related to its
use as a possible nutraceutical in the future, evaluating the safety of its use. In the literature, adverse
effects associated with its use have been reported in recent years limiting its applications®®, however,
these studies used high concentrations of MCE. Therefore, we proposed exposure to lower concen-
trations and healthy conditions, with the intention of observing whether these effects persist even in
these circumstances. Although studies have reported biological activities of MCE and among them the
anti-inflammatory, our research proposed a mechanism through which the MCE could modulate the
inflammatory response in human lymphocytes.
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Resumen

Introduccién: La importancia del quitosano se debe a sus propiedades quimicas y bioldgicas ya que es biodegrada-
ble, bioactivo, poli catidnico y biocompatible, lo que le confiere una gran utilidad en la industria en aspectos biomé-
dicos. La efectividad de sus derivados tales como la carboximetilquitosano estd comprobada debido a que presenta
propiedades como el ser soluble en agua y actuar como antimicrobiano en el algoddn usado en la industria textil.
El quitosano se extrae a partir de la quitina de los desechos de los crustaceos, siendo este polisacarido el segundo
mas abundante en la Naturaleza.

Método: El presente estudio es de tipo aplicado con disefio y nivel experimental de corte transversal. Se utilizd, por
un lado, dos variedades de platanos: platano isla (Musa paradisiaca) y platano pildorita (Musa alinsanaya); de otro
lado, se usaron cangrejos procedentes de los Manglares de Tumbes. La muestra no probabilistica fue de 10 com-
potas de cada tipo de platano y una solucién de quitosano al 80% (p/v). La técnica microbioldgica utilizada para el
analisis de hongos y levaduras fue el recuento en placa. Se considerd evaluar el efecto conservante del quitosano
respecto al del benzoato sédico.

Resultados: En las muestras tratadas con quitosano (80% p/v), un 60% de ellas mostr6 ausencia de crecimiento y
un 40% crecimientos de 5 UFC/g. Por otro lado, en las muestras tratadas con benzoato de sodio (0,1% p/v) no hubo
crecimiento bacteriano en el 80% de los casos y sélo en un 20% hubo crecimientos de 10 UFC/g.

Conclusiones: el quitosano obtenido a partir de la quitina de cangrejo tiene efecto antimicrobiano sobre hongos 'y
levaduras, cuando se utiliza en una proporcién del 80% (p/v) en compotas procesadas de platano peruano.

Palabras clave: quitosano; crecimiento bacteriano; platano.

Abstract

Introduction: The importance of chitosan is due to its chemical and biological properties as it is biodegradable,
bioactive, poly cationic and biocompatible, which gives it great utility in the industry in biomedical aspects. The
effectiveness of its derivatives such as carboxymethylchitosan is proven due to its water-soluble and antimicrobial
properties in cotton used in the textile industry. Chitosan is extracted from the chitin of crustacean waste, the sec-
ond most abundant polysaccharide in nature.

Method: This is an applied study with a cross-sectional design and experimental level. Two varieties of plantain
were used: island plantain (Musa paradisiaca) and pildorita plantain (Musa alinsanaya); on the other hand, crabs
from the Tumbes mangroves were used. The non-probabilistic sample consisted of 10 compotes of each type of
plantain and an 80% (w/v) chitosan solution. The microbiological technique used for the analysis of fungi and yeasts
was the plate count. It was considered to evaluate the preservative effect of chitosan with respect to that of sodium
benzoate.

Results: In the samples treated with chitosan (80% w/v), 60% of them showed no growth and 40% showed growths
of 5 CFU/g. On the other hand, in the samples treated with sodium benzoate (0.1%) there was no bacterial growth in
80% of the cases and only in 20% there were growths of 10 CFU/g.

Conclusions: Chitosan obtained from crab chitin has an antimicrobial effect on fungi and yeasts, when used at a
rate of 80% (w/v) in processed Peruvian plantain compotes.

Keywords: Chitosan; Bacterial Growth; Musa.
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Puntos clave

La industria pesquera del departamento de Tumbes produce gran cantidad de residuos de crustaceos,
siendo estos desechos la materia prima, que permite industrializar la quitina. En primer lugar, se aisla
la proteina de los minerales, generalmente calcareos y otros pigmentos. El quitosano es un derivado
de la quitina y se obtiene por industrializacién mediante tratamiento de desacetilacién quimica o en-
zimatica.

Introduccion

El quitosano tiene transcendencia por sus propiedades quimicas y bioldgicas debido a que es biode-
gradable, bioactivo, poli-catidnico y biocompatible'”; gracias a estas propiedades es muy utilizado en
la industria biomédica. Se ha comprobado que derivados del quitosano como el carboximetilquitosa-
no soluble en agua puede actuar como antimicrobiano en el algodén en la industria textil. El quitosano
se extrae a partir de la quitina obtenida de los desechos de los crustaceos, siendo el segundo polisa-
carido mas abundante en la Naturaleza.

Enlaindustriaalimentaria el quitosano se usa como aditivo (espesantes, gelificantes y emulsificantes)?,
también como un clarificador en la industria de bebidas tales como el agua, el vino y el zumo de man-
zana, presentando la ventaja de que no afecta al color de las bebidas.

En la industria pesquera, como por ejemplo en el departamento de Tumbes, se generan residuos de
crustaceos?; estos desechos sirven como materia prima para industrializar la quitina. Una de las eta-
pas en este procedimiento consiste en aislar primero la proteina, minerales calcareos y pigmentos. El
quitosano es un derivado de la quitina que se obtiene en la industria mediante tratamiento de desace-
tilacion quimica o enzimatica. A pesar de que el quitosano tiene grandes propiedades® y es abundante
en la naturaleza, en la industria farmacéutica o alimentaria no ha sido admitido como un componente
o un excipiente de las formulaciones. El quitosano es muy versatil ya que puede ser modificado fisica-
mente y obtenerse en forma de polvo, perlas de gel, nano particulas, membranas, esponjas, en forma
de panal, fibras o también fibras huecas.

Elinterés de encontrar nuevos recursos naturales que favorezcan a la humanidad ha llevado a indagar
sobre la utilizacion de los desechos de la industria pesquera®, tal es el caso de los exoesqueletos de los
crustaceos. Estos residuos que se generan en la industria pesquera son considerados contaminantes
ambientales, sin embargo, de estos residuos se puede extraer la quitina, y de la quitina se puede obte-
ner el quitosano. Estos biopolimeros a su vez tienen un alto valor nutricional.

Las principales causas de deterioro de alimentos se deben a microorganismos tales como levadura,
hongos y bacterias®. Este deterioro causa grandes pérdidas econdmicas para los fabricantes, distribui-
dores y consumidores.

En la ciudad se ha incrementado el consumo de alimentos conservados para bebes y adultos de la
tercera edad, la gran mayoria de estos alimentos no tienen la cantidad necesaria de nutriente o tienen
en ella un conservante sintético”. Las compotas elaboradas con dos variedades de platano y enrique-
cidas con frutas de la misma region cumplen con los requisitos del Codex alimenticio y la Organizacion
de Mundial de la Salud.

En el afio 1811 Braconnot extrajo la quitina por primera vez a partir de hongos superiores®, no obstan-
te, de mayor importancia fueron los estudios de Hoppe-Seyler, quien agregandole hidréxido potésico
concentrado a 180°C a la quitina, obtuvo una molécula soluble en 4cido acético a la cual denominé
quitosano.

La quitina es la materia prima del quitosano y de otros polimeros; este compuesto, se encuentra en
animales (artrépodos, anélidos y moluscos) en hongos (ascomicetos, zigomicetos, basidiomicetos y
deuteromicetos), aunque segun sea la fuente presenta ciertas modificaciones quimicas. Estas quitinas
presentan diferentes caracteristicas en su estructura cristalina segiin sea su fuente. La composicion de
la quitina no es un polimero amigable para incluirlo en el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas;
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Es por ello, que debe ser procesada en un medio alcalino concentrado y a temperaturas altas de 60°C
con el propésito de perder el resto acetilado del grupo acetamida del carbono 2; este tratamiento da
lugar al quitosano. La quitina y su derivado el quitosano, a diferencia de los polimeros sintéticos, no
genera inconvenientes en relacion a su biodegradabilidad, biocompatibilidad y toxicidad, ademas de
ser naturalmente abundantes y renovables.

El consumo de crustaceos tiene un alto valor y entre el 70% y 80% son desechos considerados contami-
nantes, los desechos de crustdceos pueden ser aprovechados para la obtencién de dos biopolimeros,
la quitinay su derivado funcional el quitosano®. En la actualidad, el quitosano es un producto que esta
generando mucha demanda. Este producto puede ser utilizado en la agricultura, industria alimentaria,
cosmética, farmacéutica, medicina, como por ejemplo en el tratamiento de quemaduras.

El proceso de obtencidn de la quitina se realiza en varias etapas: en primer lugar, se procede al acondi-
cionamiento de la materia prima‘*?, seguido de una desproteinizacion, desmineralizacién y decolora-
cién; para obtencidn del quitosano, al producto obtenido se le realiza la desacetilacion.

El quitosano en medio acido presenta carga positiva debido a que se produce una protonizacién en
cada una de sus unidades del grupo amino®’. La glucosamina hace que sea soluble en medio acuoso,
diferenciandolo de su polimero matriz. Segln diversos autores la quitina tiene una alta actividad bio-
ciday en algunos casos el quitosano ha mostrado una alta capacidad biocida frente a bacterias Gram
positivas, como por ejemplo S. aureus y B. cereus. Esta capacidad biocida parece ser debida a que las
cargas positivas del quitosano (NH,") interaccionan con las cargas negativas de las membranas bacte-
rianas.

El objetivo principal del estudio es determinar el efecto antimicrobiano del quitosano obtenido a partir
de la quitina de cangrejos (Chionectes opilio) afiadido en una compota artesanal obtenida a partir de
dos especies de platano peruano, platanoisla (Musa paradisiaca) y platano pildorita (Musa alinsanaya).

Métodos

Disefio del estudio y poblacion

El presente estudio se incluye en el ambito de la investigacion aplicada con enfoque cuantitativo™.
Es de tipo experimental-explicativo y tiene como finalidad comprobar el efecto antimicrobiano del
quitosano obtenido a partir de la quitina procedente de los crustaceos de los Manglares de Tumbes en
compotas de dos variedades de platano peruano: platano isla (Musa paradisiaca) y platano pildorita
(Musa alinsanaya).

La técnica microbioldgica utilizada para determinacion del efecto antimicrobiano de la solucién de
quitosano fue el de recuento en placa. Se incluye el analisis de los siguientes pardmetros: recuento
del nimero de colonias de hongos y levaduras, observacion del tipo de crecimiento, observacion de la
formacién de esporas (conidios y esporangios), y formacién de pigmentos; los resultados del recuento
se exponen como UFC/g (unidades formadoras de colonia por gramo de muestra). Para el estudio del
resto de pardmetros la técnica utilizada fue la observacién directa.

Variables de evaluacion

La variable independiente fue la concentracién de quitosano obtenido a partir de la quitina de can-
grejos (Chionectes opilio); la concentracion utilizada corresponde con la proporcidn de quitosano que
puede ser disuelto. El producto final obtenido consiste en un polvo blanquecino resultado del proceso
de desnaturalizacion de la quitina.

La variable dependiente fue el efecto antimicrobiano del quitosano que, a una concentracion del 80%,
presenta la capacidad de matar o inhibir el crecimiento microbiano. Este parametro se evalué median-
te el procedimiento experimental midiendo el halo de inhibicion del crecimiento microbiano.
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Tratamiento utilizado

Obtencidn de quitosano. Se utilizd el método convencional; 1. Recoleccidn, primera limpieza y sepa-
racion del caparazdn de los cangrejos de los Manglares de Tumbes. 2. Limpieza de la muestra con so-
lucién jabonosa de clorhexidina al 2% (p/v) en agua destilada. 3. Secado a 76°C. Cantidad obtenida de
caparazones: 200,86 g. 4. Trituracion de caparazones. Tras este proceso se obtuvo una cantidad de 136
g de los cuales sélo se utilizd 50 g. Despigmentacion mediante tratamiento con metanol en frasco am-
bar. 5. Desmineralizacién mediante tratamiento con HCl 0,6N durante 24h. En este proceso se eliminan
sales organicas (CaCO,). 6. Desproteinizacién y desacetilacion mediante tratamiento con NaOH 0,3N a
65°C/90 min. 7. Secado a 40° C. 8. Adicidn de 392 ml de ac. acético (1%, v/v); el producto se mantuvo en
caliente a 73°C durante 2h. 9. Precipitacion del quitosano: filtrado y ajuste a pH =6 con ac. acético. 10.
Se filtré nuevamente agregando agua destilada hasta neutralizar la muestra. 11. Secado del producto
resultante (quitosano) a 40° C.

Cuantificacion de hongosy levaduras. Medio de cultivo: Agar Sabouraud (Merck). Muestras iniciales: 10
compotas de platano de cada tipo (isla y pildorita) + 80% de quitosano. Preparacion de la muestra: se
realizaron 3 diluciones (10,102 10%) de la muestra original en agua de peptona al 1%, p/v. Se sembra-
ron 2 placas por muestra. La inoculacién de las placas se utilizd mediante la técnica de incorporacion;
para ello se agregaron a las placas 1 ml de cada muestra diluida cubriéndose con una cantidad de agar.
Tras homogenizacidn con suaves movimientos rotatorios en ambos sentidos se dejé enfriar. Incuba-
cién a 25°C/ 7 dias.

Analisis estadistico

Se llev6 a cabo un andlisis estadistico de medida de tendencia central y de dispersién. Ademas, se
realizd el andlisis estadistico inferencial para la comprobacidn de las hipétesis. Para el analisis de las
diferencias significativas de las medias independientes se utiliz6 la prueba paramétrica chi cuadrado,
considerandose un margen de error estadistico de 5%.

Etica y confidencialidad de los datos

Para la recoleccidn de las muestras se utilizaron el menor ndimero posible de cangrejos, pero con los
que se logren obtener resultados estadisticamente significativos, de esta forma se consideré el impac-
to negativo en el bienestar de los animales involucrados.

Resultados y Discusion

Comparacion del efecto antimicrobiano del quitosano obtenido de cangrejos (Chionectes
opilio) con y sin el conservante (benzoato sédico).

Se exponen los resultados de la evaluacion de las compotas artesanales de platano isla (Musa paradi-
siaca) y platano pildorina (Musa alinsanaya) tratadas térmicamente, y adicionadas de quitosano (80%,
p/v) y de conservante.

En la Tabla 1 se observa que las muestras sin tratamiento térmico evidenciaron un alto crecimiento
microbiano (>1000 UFC/ml) en el 100% de las muestras analizadas. Este resultado fue mayor al de
muestras con tratamiento térmico a excepcidn de aquellas muestras tratadas térmicamente, pero sin
adicién de conservante ni de quitosano. Por otro lado, se detecté ausencia de microorganismos en
el 60% de muestras adicionadas de quitosano y en el 80% de muestras adicionadas de conservante,
ambas tratadas térmicamente. Por otro lado, del total de las muestras de compotas tratadas con qui-
tosano al 80%, el 40% presentaron un resultado de 5 UFC/g, mientras que en las muestras tratadas con
conservante el 20% presentaron un resultado de 10 UFC/g; por ultimo, las muestras con tratamiento
térmico y sin conservante un 20% de los casos refirieron un resultado de 15 UFC/g.
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Tabla 1: Comparacion del efecto antimicrobiano expresado como recuento de hongos y levaduras de muestras de
compotas de platano, elaboradas artesanalmente y adicionada de quitosano al 80%, adicionada de con-
servante (benzoato sédico) y sin conservante.

Muestra de compota Recuento Frecuencia Porcentaje de
(n=5) (UFC/g) muestras (%)

. 5 2 40

T. término + quitosano (80%)

Ausencia 3 60

15 1 20

25 1 20

T. térmico sin conservante 30 1 20

>500 1 20

>1000 1 20

P 10 1 20

T. térmico con conservante N
Ausencia 4 80
Sin tratamiento térmico >1000 5 100

Tabla 2: Diferencias de medias de los valores en los recuentos de hongos y levaduras en los diferentes tratamientos
realizados a muestras de compota de platano artesanal

Muestra N Media Desv'iacién Desv. Error promedio
Estandar
T. Térmico + Quitosano 80% 5 2,00 2,739 1,225
T. Térmico Sin Conservante 5 314,00 4,355 1,947
T. Térmico Con Conservante 5 2,00 4,472 2,000
Sin Tratamiento Térmico 5 1000,00 0,000 0,000

En la Tabla 2, se expone la media de los recuentos microbianos de los cuatro grupos de muestras estu-
diados para evaluar la actividad antimicrobiana frente hongos y levaduras. Las muestras sin tratamien-
to térmico dieron como resultado recuentos muy superiores al resto de los grupos evaluados (1000
UFC/g), seguido de las muestras con tratamiento sin conservante, las cuales refirieron una media de
314 UFC/g; Por otro lado, se observa que el tratamiento con quitosano al 80% (p/v) y con conservante
dieron como resultado una media de 2 UFC/g en ambos casos.

Tabla 3: Prueba Anova de los recuentos de hongos y levaduras en los diferentes tratamientos antimicrobianos en
una compota de platano artesanal.

Suma de cuadra- Grados de Media cuadratica Prueba de si
dos libertad Fisher &
Entre grupos 3321615,000 3 1.107.205,000 23,344 0,000
Dentro de grupos 758880,000 16 47.430,000
Total 4080495,000 19

*Valores de p significativo a un nivel de significancia de 0,05

En la Tabla 3, se describe la prueba de Anova de un factor, donde el valor del nivel de significancia (Sig.)
es 0,000 entre los grupos con diferentes tratamientos analizados para el recuento de hongos y levadu-
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ras. Este resultado es menor que el nivel de significancia de 0,05 donde p-valor es menor que 0,05y por
lo tanto, se rechaza la hipétesis nula (Ho) y se acepta la hipdtesis (H1)

Tabla 4: Comparaciones multiples mediante la prueba de Tukey de los recuentos de hongos y levaduras en los
tratamientos de una compota de platano artesanal.

(1) Muestra (J) Muestra leerenczla_.c'l)e el Sig.
A -312,000 0,148

D B 0,000 1,000
C -998,000* 0,000

D 312,000 0,148

A B 312,000 0,148
C -686,000* 0,001

D 0,000 1,000

B A -312,000 0,148
C -998,000* 0,000

D 998,000* 0,000

C A 686,000 0,001
B 998,000 0,000

A: Tratamiento térmico sin conservante. B: Tratamiento térmico con conservante. C: Sin tratamiento térmico.
D: Tratamiento térmico + quitosano (80%, p/v).
*Desv. error para todas las muestras es de 137,739.

En la Tabla 4, al comparar las diferencias entre las medias de los valores obtenidos en los recuentos de
hongos y levaduras en los diferentes tratamientos de efecto antimicrobiano de una compota de plata-
no artesanal, se observa que las muestras bajo tratamiento térmico + quitosano al 80% (D) no indican
diferencias significativas con las muestras tratadas con y sin conservante al ofrecer una significancia de
p= 0,148 y p= 1,000 respectivamente, mayores al nivel de significancia establecido en la investigacion
(p>0,05). Mientras que, con las muestras sin tratamiento térmico (C), se evidencian diferencias signifi-
cativas p-valor=0,000.

Las muestras bajo tratamiento térmico sin conservante (A) no refieren diferencias significativas con los
grupos de tratamientos de quitosano al 80% (p=0,148) y con conservante (p=0,148). Sin embargo, si se
evidencian diferencias significativas con el grupo que no recibid tratamiento (p=0,001).

Por su parte, las muestras bajo tratamiento térmico con conservante (B) no refieren diferencias signi-
ficativas con los grupos de tratamientos de quitosano al 80% (p= 1,000) y sin conservante (p= 0,148),
evidenciando diferencias significativas con el grupo que no recibié tratamiento (p= 0,000 ).

De esta manera a través de los resultados obtenidos en la prueba de Tukey se verifica que los recuentos
de hongos y levaduras en las muestras de compota de platano artesanal entre los grupos son iguales
para las muestras tratadas con quitosano al 80% (p/v), cony sin conservante (benzoato sddico), y dife-
rente para las muestras que no recibieron tratamiento. Es decir, en el estudio planteado se verifica que
el quitosano surte un efecto antimicrobiano frente a hongos y levaduras.
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Tabla 5: Subconjuntos agrupados en la prueba de Tukey del recuento de hongos y levaduras en los tratamientos de
una compota de platano artesanal.

Numero de Subconjunto para alfa = 0,05
Muestra: Compota
muestra
1 2
Tratada térmicamente + quitosano 80% 5 2,00
Tratada térmicamente + benzoato sddico 5 2,00
Tratada térmicamente - benzoato sddico 5 314,00
Sin tratamiento térmico 5 1000,00
Sig. 0,148 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 5,000

En la Tabla 5, seglin las medias obtenidas de los recuentos de hongos y levaduras, y de acuerdo con la
prueba de Tukey no existen diferencias entre los tratamientos térmicos + quitosano al 80%, tratamien-
to térmico con y sin conservante, dado que se alinean en el mismo grupo (1), mientras que las muestra
que no recibieron tratamiento por presentar diferencias significativas se alinean al grupo 2.

Los resultados de la presente investigacion acerca del efecto antimicrobiano del quitosano obtenido
de la quitina de los cangrejos de los Manglares de Tumbes, exponen que el recuento de hongos y leva-
duras en las muestras de compotas de platanos artesanales tratadas con quitosano al 80%, mostraron
que del total de muestras analizadas (n=5), en el 60% no crecieron ni hongos ni levaduras y en el 40%
hubo crecimientos de 5 UFC/g de estos microorganismos. Es decir, el quitosano al 80% surte un efecto
antimicrobiano en las muestras de compotas procesadas, dado que existe una mayor proporcién don-
de no crecen ni hongos ni levaduras.

En los resultados estadisticos se evidencia un p valor Sig.= 0,000 asociado al coeficiente F=23,344 de la
prueba de analisis de varianza (Anova) en los recuentos de hongos y levaduras en los diferentes trata-
mientos antimicrobianos en las muestras de compota de platano artesanal, que por ser mayor al nivel
de significancia establecido (p>0,05), indica que existen diferencias entre el valor medio de los diferen-
tes tratamientos en las muestras de compotas artesanales. De esta manera a través de los resultados
obtenidos en la prueba de Tukey se verifica que los recuentos de hongos y levaduras en las muestras de
compota de platano artesanal entre los grupos son iguales para las muestras tratadas con quitosano
al 80%, sin y con conservante (benzoato sédico), y diferente para las muestras que no recibieron trata-
miento. Es decir, en el estudio planteado se verifica que el quitosano tiene un efecto antimicrobiano.

Conclusiones

El quitosano obtenido a partir de la quitina de cangrejos procedentes de los Manglares de Tumbes
tiene efecto antimicrobiano en las muestras de compotas procesadas de dos variedades de platano
peruano.

El efecto antimicrobiano contra hongos y levaduras en muestras de compotas procesadas se produce
a una concentracién éptima de quitosano al 80%.

Se obtuvieron resultados similares al comparar el quitosano de cangrejos al 80% y el conservante ben-
zoato sédico en compotas artesanales de dos especies de platano peruano.
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Resumen

Introduccién: Ustekinumab surge como una alternativa terapéutica en enfermedad de Crohn en pacientes con
fracaso a anti-TNF. Sin embargo, en muchas ocasiones, es habitual tener que reducir/acortar sus tiempos de admi-
nistracion para evitar el fracaso terapéutico. El objetivo de esta revision sistematica es evaluar la efectividad de la
intensificacion de ustekinumab mediante el acortamiento de su intervalo terapéutico.

Método: Se realizé una revisidn sistematica de la literatura basada en las directrices de la declaracién PRISMA. Se
consultaron las bases de datos Medline, Embase y Web of Science, incluyéndose estudios con adultos diagnostica-
dos de enfermedad de Crohn moderada o grave a los que se le hubiera realizado como intervencién un cambio de
posologia del farmaco ustekinumab mediante acortamiento de intervalo a cada 4 semanas.

Resultados: Se incluyeron 5 articulos, siendo uno de ellos una revision sistematica. A los 6 meses se muestran tasas
de remisién clinica en torno al 45%, una reduccién media de 3 puntos en el indice de Harvey Bradshaw sobre el nivel
basal, asi como una normalizacién de niveles de PCR en un 21% de los pacientes.

Conclusiones: Los resultados apoyan el uso del acortamiento de intervalo de ustekinumab como una opcidn te-

rapéutica efectiva y (til para pacientes con pérdida de respuesta a la pauta habitual. Sin embargo, se recomienda
realizar nuevos estudios de disefio experimental que aumenten el nivel de evidencia existente.

Palabras clave: Ustekinumab; optimizacion; enfermedad inflamatoria intestinal.

Abstract

Introduction: Ustekinumab emerges as a therapeutic alternative in Crohn’s disease in patients with anti-TNF fail-
ure. However, on many occasions, itis common to have to reduce/shorten their administration times to avoid thera-
peutic failure. The objective of this systematic review is to evaluate the effectiveness of ustekinumab intensification
by shortening its therapeutic interval.

Method: A systematic review of the literature based on the guidelines of the PRISMA statement was performed.
The Medline, Embase and Web of Science databases were consulted, including studies with adults diagnosed with
moderate or severe Crohn’s disease who had undergone a change in ustekinumab dosage as an intervention by
shortening the interval to every 4 weeks.

Results: Five articles were included, one of them being a systematic review. At 6 months, clinical remission rates of
around 45% are shown, an average reduction of 3 points in the Harvey Bradshaw index over baseline, as well as a
normalization of CRP levels in 21% of patients.

Conclusions: The results support the use of ustekinumab interval shortening as an effective and useful therapeutic
option for patients with loss of response to the usual regimen. However, it is recommended to carry out new studies
of experimental design that increase the level of existing evidence.

Keywords: Ustekinumab; optimization; inflammatory bowel disease.
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Puntos clave

En la enfermedad de Crohn refractaria a terapia sistémica se dispone de diferentes alternativas de los
denominados farmacos bioldgicos, entre ellas la optimizacidn de esta terapia. En casos de enfermedad
refractaria a la pauta habitual, la intensificacién de ustekinumab mediante acortamiento de intervalo
puede resultar util y eficaz.

Esta revision sistematica aporta informacion sobre la efectividad de la optimizacidn del tratamiento
de ustekinumab. Esto permitira generar mayor evidencia que respalde el uso en la practica clinica de
estrategias de optimizacion de forma eficaz y segura.

Introduccion

La enfermedad de Crohn (EC) se define como una enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) cronica de
causa no totalmente determinada. Puede afectar a cualquier tramo del tracto digestivo, desde la boca
hasta el ano, siendo mas frecuente su presencia en la regidn ileocecal. Se caracteriza por afectar a
todas las capas de la pared intestinal (enfermedad transmural); es decir, a todo el grosor del intestino,
lo que puede condicionar la aparicién de un estrechamiento del intestino, conocido como estenosis,
e incluso en ocasiones su completa oclusidn. Con frecuencia puede presentar trastornos sistémicos.
Se han evidenciado manifestaciones extraintestinales en 6rganos como articulaciones, piel, ojos y via
biliar, las cuales pueden tener un impacto importante en la calidad de vida, morbilidad y mortalidad de
los pacientes!”. La incidencia de EC en Europa varia de 0,3 a 12,7 por 100.000 habitantes'", y los Gltimos
estudios sitdan la incidencia en Espafia en torno a 7,4 por 100.000 habitantes®?

Las estrategias terapéuticas deben apuntar a modificar el curso clinico, logrando remisién de la en-
fermedad, evitando de este modo progresion a fenotipos penetrantes o fibroestendticos que podrian
requerir mayor necesidad de hospitalizaciones y/o cirugias y que pueden finalmente inhabilitar a los
pacientes para las actividades de la vida diaria.

Los medicamentos utilizados en el tratamiento de la EC tienen como objetivo disminuir la inflamacidn
crénica anormal, actuando sobre las vias inmunoldgicas de la enfermedad. Sin embargo, todavia se
carece de pruebas sélidas que respalden una etiologia probable de la EC y no existe un tratamiento
curativo.

Dentro del arsenal terapéutico se incluye la terapia bioldgica, entre los que se encuentran distintos
farmacos como agentes anti-factor de necrosis tumoral (TNF), infliximab y adalimumab; agentes an-
ti-integrinas como el vedolizumab, y por Gltimo el farmaco anti-IL12/23 ustekinumab®.

Los agentes anti-TNF son efectivos para el tratamiento de la EC de moderada a grave y suelen ser la
primera terapia bioldgica usada; sin embargo, las estrategias de tratamiento para los pacientes que no
responden o pierden la respuesta a los agentes anti-TNF son un tema importante a abordar®.

Ustekinumab surge como una molécula efectiva en pacientes con fracaso a anti-TNF®. Sin embargo,
en la practica clinica la pauta habitual no es suficiente y se llega a emplear diferentes estrategias, como
reducir/acortar sus tiempos de administracién, para evitar el fracaso terapéutico®®”. A pesar de ser
esta una practica frecuente, no existe ninguna evidencia sélida que respalde su efectividad.

El objetivo de esta revision sistematica es evaluar la efectividad de la intensificacion de ustekinumab
mediante acortamiento de intervalo terapéutico.

Métodos

Disefio del estudio y poblacién
Se realiz6 una revisidn sistematica de la literatura basada en las directrices de la declaracidn PRISMA®.,
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Pregunta de investigacion:

En pacientes adultos diagnosticados de enfermedad de Crohn (moderada o grave) que presentan pér-
dida de eficacia con la pauta habitual de ustekinumab ;Es efectiva la estrategia de intensificacién?

P: pacientes adultos diagnosticados de enfermedad de Crohn moderada o grave.
I: intensificacion del farmaco ustekinumab mediante acortamiento de intervalo.

0: el acortamiento de intervalo.

Criterios de seleccién:

Se seleccionaron los estudios que incluyeran pacientes adultos diagnosticados de enfermedad de
Crohn moderada o grave a los que se les haya realizado como intervencién un cambio de posologia del
farmaco ustekinumab mediante acortamiento de intervalo a cada 4 o cada 6 semanas.

Se limito la seleccion a revisiones sistematicas, estudios experimentales y observacionales en los idio-
mas espafiol e inglés, publicados en los dltimos 5 afios.

Se excluyeron abstract a congresos, series de casos y cartas al editor.

Estrategia de busqueda:

En febrero de 2022 se llevé a cabo una bisqueda en las principales bases de datos, Medline, Embase
y Web of Science. La blsqueda se realizé en dos fases: blsqueda de revisiones sistematicas y estudios
de investigacién. La estrategia completa esta disponible en el Anexo 1.

Los resultados obtenidos en estas bases de datos han sido descargados en el gestor bibliogréfico Zote-
ro, con el fin de eliminar los duplicados. El total de resultados obtenidos ha sido 36.

Seleccion de articulos y evaluacion de la calidad metodoldgica:

Con el fin de seleccionar aquellos articulos que cumpliesen los criterios de inclusidn, se llev6 a cabo
una busqueda en tres fases; lectura por titulo, por resumen y por texto completo. Se han seleccionado
un total de 4 articulos.

Para la evaluacion de la calidad se considerd que los estudios que no cumplian con al menos el 58% de
los items incluidos contenian fallos metodolégicos sustanciales.

En el caso de la revision sistematica se siguieron los criterios PRISMA®, La revision Meserve® alcanza-
ba 16 de los 27 puntos. En el caso de estudios observacionales, se establecié la escala STROBE™. Los
articulos alcanzaban 13 de los 22 puntos de los criterios.

Para la evaluacion y jerarquizacion de los niveles de evidencia hemos empleado la escala Oxford Cen-
tre for Evidence-based Medicine (OCEBM)®Y,

Variables de evaluacion
Para realizar el analisis de los diferentes articulos se han analizado 2 tipos de variables:
« Variable de respuesta clinica:

« Respuesta clinica: entendida como una disminucién en el indice de Harvey-Bradshaw (IHB) =
2 puntos.

+ Media de disminucion del nivel de PCR.

« Tasa de remision clinica: porcentaje de pacientes que alcanzan la remision clinica tras la in-
tensificacion.

« Tasa de Normalizacién del nivel de PCR (<5 mg/L): porcentaje de pacientes que alcanzan un nivel de
PCR inferior a 5 mg/L tras la intensificacion.

« Aumento de los niveles de formaco en sangre: se revisara la mediana de aumento en los niveles de
farmaco en sangre tras la intensificacion.
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Resultados

Se obtuvieron un total de 76 articulos de los cuales se excluyeron 72 por no cumplir los criterios, que-
déndonos con 4 articulos. El diagrama de flujo de seleccidn se muestra en la Figura 1.

Medline Embase WOos
n=25 n=21 n=30

Numero de citas identificadas en bases de datos

bibliograficas
n=76
Eliminacion de duplicados
> n=40

Mumero de citas tras eliminacion de duplicados
n=36

Registros excluidos:

- No habla de acortamiento de
= intervalo (n=14}

- Mo enf Crohn {n=3)

- Pediatricos (n=1)

Nimero de titulos seleccionados (titulo y resumen)
n=18

Registros excluidos:
- Abstract a congreso (n=11)
> - Mo habla de acortamiento
intervalo (n=2)

v

Numero articulos completos seleccionados
n=5

Registros excluidos:
- Abstract a congreso (n=1)

Ndmero de articulos incluidos en el estudio
n=4

Figura 1: Diagrama de flujo

A continuacion, se presentan los resultados globales obtenidos para cada una de las variables.

Resultados de la revision sistematica

Se selecciond una revision sistematica® que incluia a 925 pacientes de un total de 15 articulos (8 estu-
dios de cohortes y 7 abstract de congreso). De los 925 pacientes, 220 fueron intensificados con acorta-
miento de intervalo. Los resultados mas relevantes mostraron una tasa de remision clinica del 40% y
una tasa de normalizacion de PCR en el 21% de los pacientes.
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Resultados principales de los estudios originales

Se obtuvieron un total de 3 estudios, todos ellos estudios de cohortes. Los principales resultados obte-
nidos fueron los que se presentan a continuacion:

« Tasa de remisién clinica: Todos los estudios alcanzaron la remisién clinica tras la intensificacion. To-
dos incluyeron remisién del 45% (42-50,9%) a los 6 meses. Ademas dos de ellos">'¥ presentan datos a
corto plazo, con tasas de remision en torno a un 31% a los 2,4 meses y del 38,7% a los 4 meses.

« Respuesta clinica: Se evalud la respuesta clinica mediante la disminucién del IHB. Los resultados de
dos estudios muestran una reducciéon media a los 6 meses de 3 puntos en el IHB sobre el nivel basal. En
ambos estudios a los 6 meses los pacientes presentan niveles de IHB de 3 puntos.

Otros datos de interés: Ademas de las principales variables de respuesta, también se evaluaron:

« Valores de PCR: La reduccién media de niveles de PCR es de 5,15 mg/L desde los niveles basales. Los
pacientes a los 6 meses reducen los valores de PCR a una media de 3,5 mg/L. La tasa de normalizacion

de PCR se produce en el 21,33% de los pacientes.

« Niveles de farmaco en sangre: ning(n estudio analizé el nivel de farmaco en sangre.

Tabla 1: Sintesis de resultados

Referencia Pacientes Tasa remision Disminucion en Disminucion Normalizacion
clinica IHB de niveles de PCR
PCR
Fumery®? 100 Alos 2,4 meses: A los 2,4 meses: Alos 2,4 meses: No consta
31%. disminuciénde 8 | disminucién de
A los 6 meses: puntos (RIQ, 5.0 12,3 (IQR,5.0 -
49 % -11.2)a5puntos | 30.5)a9,6 (IQR,
(RIQ,3.0-7.0). | 3.2-18.0) mg/dl.
A los 6 meses: de A los 6 meses:
7(IQR5-10)a3,5 | disminucién de
(IQR,2 - 5) 9.3(IQR,3.2-
21.1)a4 (IQR,
1.2-10.2) mg/dl
Kopylov *) 142 Alos 4 meses: No consta No consta 21% de los pacien-
remision en el tes
38,7% de pacien-
tes
A los 6 meses:
42% de pacientes
Ollech®™ 506 Alos 6 meses: Alos 6 meses: de Alos 6 meses: | 22% de los pacien-
(110 intensi- | 50,9% de pacien- | 4,5a3 puntos (p= | disminucidn de tes
ficados) tes .002) 8a3mg/L(p=
.031)
. o #
Discusion

La presente revision pretende mostrar la efectividad del acortamiento de intervalo posolégico del
farmaco ustekinumab. Los articulos incluidos, una revision sistematica y tres estudios de cohortes,
muestran una tasa de remisién clinica en torno a un 45% (42-50,9%), lo que sugiere que la optimizacion
puede ser una estrategia terapéutica importante.

Ars Pharm. 2022:63(4):345-354 350



Gonzalez T, Sobrido M, Rodriguez |.

Estos resultados parecen ratificar lo que Haider et al.” mostraban en su estudio. En él evaluaron la
efectividad de la intensificacion mediante la variable evaluacion global del médico (PGA por sus siglas
eninglés) y sus resultados muestran que el aumento de dosis mejora los resultados clinicos y previene
el empeoramiento de la enfermedad.

A pesar de los resultados obtenidos, un amplio porcentaje de pacientes no alcanza la remision tras la
intensificacion. Estudios publicados como el de Dalal et al.® muestran una remision libre de corticoi-
des para el 55% de los pacientes intensificados. Sin embargo, sugieren que la intensificacién puede no
serigual de efectiva en todos los pacientes, e identifican posibles predictores de fallo en la respuesta
como podrian ser la enfermedad perianal, el uso actual de corticoides, etc. Estos resultados podrian
ayudar a optimizar todavia mejor la intensificacién del farmaco, pudiendo establecer una priorizacidn
sobre aquellos pacientes que se prevé que no tengan fallo de respuesta.

Sin embargo, se deben tener presentes las distintas limitaciones metodoldgicas presentadas, que se
describen a continuacion:

a. Disefio de los estudios: este estudio incluye una revision sistematica y 3 estudios de cohortes.

Con respecto a la revision sistematica, esta elaborada por estudios de cohortes y abstracts de
congreso, por lo que el nivel de evidencia desciende considerablemente.

Con respecto a los estudios de investigacion, se trata de estudios de cohortes. Hasta el mo-
mento, no hay estudios experimentales sobre el acortamiento del intervalo de ustekinumab
en enfermedad de Crohn. Entendemos que esto es debido a un coste considerable, tanto
econémico como de recursos humanos y de tiempo.

b. Medida de los resultados: dos han sido las limitaciones detectadas

En primer lugar, no todos los estudios han analizado las variables relevantes para la consecu-
cion de los objetivos. Asi, no todos contienen la disminucion en el indice de Harvey Bradshaw,
disminucién de los niveles de PCR en sangre (en valor absoluto), ni la tasa de normalizacién
de PCR tras la intensificacion. Esto es debido a que no todos los clinicos evaltan la respuesta
de la misma forma. En la practica clinica habitual no se mide el indice de Harvey Bradshaw
en todas las visitas, por lo que, al ser estudios retrospectivos, puede que no se disponga de
esta informacidn. Esto hace mas dificil evaluar los resultados ya que no todos los estudios
contemplan las mismas variables de respuesta. Por otra parte, ninguno de los estudios inclu-
y6 la medicidn de niveles de ustekinumab en sangre. Esto puede ser debido a dos motivos,
en primer lugar, al ser estudios de caracter retrospectivo, puede que no se contemplara la
monitorizacion del farmaco en la mayoria de los centros, y en segundo lugar, esto supondria
un coste adicional, por lo que no todos los hospitales disponen de la monitorizacidn farma-
cocinética. También se debe destacar que ninguno de los estudios incluyé la monitorizacion
de niveles de farmaco en sangre. Teniendo en cuenta que este aspecto actualmente es una
herramienta fundamental a la hora de toma de decisiones terapéuticas, parece importante
destacar la necesidad de incluir esta variable en futuros estudios*!9.

A la vista de los resultados obtenidos se puede apreciar una recuperacién de la respuesta clinica con
el acortamiento del intervalo a cada 4 semanas. Casi la mitad de los pacientes consiguen la remision
clinica tras la intensificacidn a los seis meses y también se observa una clara mejoria de los pardmetros
analiticos como la PCR, con disminucién de sus valores respecto a los basales llegando a normalizarse
en un 21% de los pacientes.

Es necesario sefialar que hoy en dia no existen ensayos clinicos que permitan realizar una comparacién
directa.

Atendiendo a la jerarquizacion de la de evidencia™, los estudios incluidos (casos-controles y cohortes)
aportarian un nivel de evidencia 3a, 3b, lo que aporta una validez moderada.

Con todo, esta revision muestra la utilidad de la optimizacion terapéutica de ustekinumab, fundamen-
tal en este tipo de patologias donde las opciones terapéuticas pueden ser limitadas.
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Asi mismo, conviene tener en cuenta que las estrategias de optimizacion podrian evitar costes deri-
vados de intervenciones quirdrgicas o ingresos hospitalarios, asi como costes indirectos, debidos a
brotes de la enfermedad. Pero sobre todas ellas, nos gustaria destacar la contribucién positiva en la
calidad de vida de los pacientes, un aspecto que podria ser interesante evaluar en futuros estudios.

Conclusiones

La intensificacion mediante acortamiento de intervalo de ustekinumab a 4 semanas parece obtener a
tasas de remisidn clinica en torno al 40-45% y con un 21% de pacientes con normalizacidn de la PCR.
El acortamiento de intervalo podria considerarse una opcién terapéutica efectiva y Gtil para pacientes
con pérdida de respuesta a la pauta habitual.

Seria necesario la realizacidn de estudios experimentales que confirmen estos hallazgos y donde se
incluyan la medicion farmacocinética de niveles de farmaco en sangre, de forma que ayude en la toma
de decisiones.

. . ,
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Anexo 1: Estrategia de busqueda bibliografica

Busqueda de revisiones sistematicas
La estrategia de bisqueda realizada fue la que se presenta a continuacion:

Medline:
(“Ustekinumab”[Mesh] OR “Ustekinumab”[TITLE] OR stelara[TITLE])
AND
(“Crohn Disease”[Mesh] OR Crohn* [TITLE])
AND
(dose* OR intensification OR dosing* OR optimizat™ )
Limit: Systematic Review. In the last five years. English, Spanish

Resultados: 2

Busqueda de estudios originales

Medline:
(“Ustekinumab”[Mesh] OR “Ustekinumab”[TITLE] OR stelara[TITLE])
AND
(“Crohn Disease”[Mesh] OR Crohn* [TITLE])
AND
(dose* OR intensificat* OR dosing* OR optimizat* OR Shorten*)
Limit: Clinical Trial, Controlled Clinical Trial, Multicenter Study, Observational Study, in the last 5 years, English,
Spanish

Resultados: 23

Embase:
(ustekinumab or stelara)
AND
Crohn*
AND
(dose* OR intensificat* OR dosing* OR optimizat* OR Shorten*)
Limit: limit 172018 -Current”, limit 2 to exclude medline journals

Resultados: 21
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Web of Science:
(ustekinumab OR stelara)
AND
Crohn*
AND
(dose* OR intensificat* OR dosing* OR optimizat* OR Shorten*) (Title)
Limit: exclude Medline Database, English, 2018 -2021.

Resultados: 30
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Resumen

Introduccion: El final de la vida (FV) implica un periodo en el cual una determinada enfermedad u otra situacién
conducen a un inexorable camino hacia la muerte. La situacion clinica hace muy complejo el abordaje del FV, es-
pecialmente en aquellos estadios donde la via parenteral constituye la Unica forma para proporcionar el soporte
nutricional.

Método: Se realiz6 una revisidn bibliografica narrativa basada en la blsqueda, en distintas bases de datos tales
como Medline, Science Direct y Scopus, de todos los articulos publicados, hasta marzo de 2021, que muestran una
serie de consideraciones nutricionales y tecnoldgicas de la nutricidn parenteral (NP) suplementada y sus posibles
beneficios en el FV.

Resultados: Se hace necesario realizar una adecuada monitorizacién del FV con NP para determinar laimportancia
de adicionar suplementos nutricionales, por sus efectos beneficiosos, tales como glutamina, arginina, zinc, cromo,
citrulina, selenio, zinc o coenzima Q para atenuar las alteraciones propias del FV y evitar nuevas complicaciones.
También, deben considerarse una serie de criterios tecnoldgicos que garanticen la estabilidad de la NP y sus nu-
trientes.

Conclusiones: La NP suplementada que se administra en el FV implica controlar una serie de factores que estan
implicados en su estabilidad. Se han observado acciones beneficiosas de NP suplementada con zinc, selenio, cro-
moy taurina.

Palabras clave: nutricion parenteral; enfermedad critica; suplementos dietéticos; enfermo terminal.

Abstract

Introduction: The end of life (OL) implies a period in which a certain disease or other situation leads to an inexo-
rable path towards death. The clinical situation makes the approach to VF very complex, especially in those stages
where the parenteral route is the only way to provide nutritional support.

Method: A narrative bibliographic review was carried out based on the search in different databases such as Med-
line, Science Direct and Scopus of all the articles published until March 2021 that show a series of nutritional and
technological considerations of supplemented parenteral nutrition (PN) and your possible benefits at EOL.

Results: It is necessary to carry out adequate monitoring of FV with PN to determine the importance of adding
nutritional supplements, due to their beneficial effects, such as glutamine, arginine, zinc, chromium, citrulline, se-
lenium, zinc or coenzyme Q to attenuate the alterations typical of FV and avoid new complications. Also, a series of
technological criteria must be considered to guarantee the stability of the NP and its nutrients.

Conclusions: The supplemented PN that is administered in the FV involves controlling a series of factors that are
involved in its stability. Beneficial actions have been observed with NP supplemented with zinc, selenium, chromi-
um and taurine.

Keywords: parenteral nutrition; critical illness; dietary supplements; terminally ill
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Puntos clave

ELFV es una compleja situacién que implica un prondstico irreversible para una patologia, que finaliza
con el fallecimiento de la persona. Uno de los aspectos de interés, se centra en la NP, que ha mostrado
una rapida evolucion, desde su inicio, en su tecnologia y formulacion. En este sentido, la suplemen-
tacion esta adoptando un papel muy importante por su gran utilidad para atenuar las alteraciones
propias del FVy evitar nuevas complicaciones.

Introduccion

El FV implica la existencia de un prondstico irreversible que conlleva con el fallecimiento. En algunas
circunstancias, es una enfermedad terminal la responsable del FV, y que considerando los criterios de
la Sociedad Espafiola de Cuidados Paliativos (SECPAL), dicha enfermedad se caracteriza, por ser una
enfermedad incurable, con prondstico de vida no superior a 6 meses y en la que se presenta una mul-
tifactorialidad de sintomatologia variada y cambiante*?.

Son numerosos los recursos, que ofrece el desarrollo cientifico y tecnoldgico, por los cuales se puede
llegar al FV con unos adecuados cuidados que garanticen un dptimo estado de confort. Por tanto, se
debe considerar que el auge de la ciencia médica es fundamental para aliviar a las personas que se ha-
llan en el FV cuando ya no es posible curar, ofreciéndoles recursos que garanticen morir con dignidad,;
entendiéndose esta expresion como un proceso basado en el alivio de dolor, y fundamentado en la
libertad de decision individual?.

El abordaje del FV es multifactorial y esta condicionado por multitud de circunstancias que, en gran
nimero de ocasiones, generan grandes cuestiones que se enmarcan en el campo de los dilemas bioé-
ticos. Uno de los aspectos de interés relacionados con ese final se centra en el tratamiento nutricional
en cualquiera de sus modalidades, incluida la NP, que puedan requerir las personas afectadas, enten-
diéndose como un cuidado basico y no como un tratamiento, pues en este Gltimo caso podria tener un
caracter renunciable por el paciente y precisamente, lo que se pretende analizar en el presente trabajo
es laimportancia y/o mejora que puede aportar la NP suplementada®?,

En el abordaje de la NP suplementada se disponen de numerosos recursos que permiten aliviar a las
personas cuando ya no es posible curarlas. El soporte nutricional (que puede administrarse por via
oral, enteral o parenteral) tiene bastante importancia y forma parte de los distintos cuidados paliativos
que deben proporcionarse a los enfermos con objeto de mejorar su calidad de vida, en un periodo que
puede abarcar seis meses, pero que dependiendo de la evolucién y progreso de su patologia puede ser
mucho mas corto®.

Actualmente, la NP ha mostrado una rapida evolucion desde sus inicios, generando una innovacién en
su tecnologia y formulacidn, donde los suplementos nutricionales estan adoptando una importancia
fisiologica muy util. No obstante, la NP debe combinar aspectos farmacéuticos y nutricionales para
garantizar que el suplemento adicionado no sea un inconveniente y/o que afecte a la y estabilidad de
la NP9,

Por tanto, el presente trabajo de revisidn bibliogréfica narrativa tiene por objeto analizar las conside-
raciones nutricionales y tecnolégicas de la NP suplementada, asi como sus posibles beneficios para
mejorar y/o paliar algunos sintomas propios del FV.

Métodos

Se realizd una revision bibliografica narrativa basada en la bisqueda en distintas bases de datos tales
como Medline, Science Direct y Scopus de todos los articulos publicados hasta marzo de 2021. Para
obtener la informacién se han empleado las palabras claves “parenteral nutrition and end of life”, “su-

» o« ” «

pplemented parenteral nutrition”, “supplemented parenteral nutrition and end of life”, “supplemented

» o« ” «

parenteral nutrition and critical disease”, “parenteral nutrition and trace elements”, “end of life and

Ars Pharm. 2022:63(4):355-371 357



Rivas-Garcia F, Giménez-Martinez R, Lopez-Viota M.

” o« ” o«

nutrition care”, “glutamine and parenteral nutrition”, “taurine and parenteral nutrition”, “arginine and

” o«

parenteral nutrition”, “citrulline and parenteral nutrition”.

Los filtros utilizados, en esta blsqueda, en las bases de datos, que asi lo permitian, fueron estudios rea-
lizados en humanos y publicaciones en espafiol e inglés. De los articulos seleccionados se excluyeron,
de larevisidn, aquellos que no cumplian con los siguientes criterios de inclusidn: a) estudios realizados
en humanos; b) publicaciones sobre suplementacién nutricional orientada al FV.

Inicialmente se examinaron titulos y resimenes de 155 articulos de los cuales 13 se encontraban du-
plicados por lo que se excluyeron. Posteriormente, se aplicaron los criterios de exclusion de los cuales
quedaron 68 articulos. Ademas, se han consultado 3 libros y 2 paginas web de las cuales se obtuvieron
2 documentos de interés e incluidos.

Se incorporaron 2 documentos obtenidos de otras fuentes.

Documentos consultados

Medline (n=98) ‘ | > ‘ Excluidos duplicados n=13

Science Direct (n=40}

Articulos preseleccionados (n= 142)

‘ Articulos excluidos tras aplicar criterios de inclusion (n= 74)

Resultados y discusion

Importancia de la NP en el FV.

La malnutricién es uno de los problemas mas frecuentes en el FV*? que varia segln el estado de la
misma. Por ello, los criterios varian en funcidn de dltimos dias u horas previos al fallecimiento. En este
sentido, se hace necesario mencionar brevemente las etapas mas criticas por las que se puede pasar
antes de la muerte, donde coexisten alteraciones que imposibilitan la normal alimentacién e hidrata-
cidény que serian susceptibles del uso de la NP:

a) Etapa previa al estado de agonia. Implica desde el diagndstico de una situacion irreversible hasta la
etapa de agonia. La alimentacion deberd adaptarse a los sintomas que puedan surgir. En este sentido,
se puede utilizar la alimentacion basica adaptada y los suplementos nutricionales. Todo ello, debera
contener una elevada densidad energética y un caracter hiperproteico, sin olvidar la importancia de
una adecuada ingesta de vitaminas y minerales; de hecho un déficit de vitamina B , se asocia con un
deterioro de la funcion neuroldgica y cognitiva. A todo lo anterior, se debera considerar las recomen-
daciones dietéticas especificas para cada situacion clinica concreta.

b) Agonia. Abarca los 3-5 dias previos a la muerte, y en ella se observa un deterioro integral de las fun-
ciones vitales, tales como la disminucidn o anulacién de las funciones digestivas, renal y mental que se
acompafian de un elevado grado de incapacidad funcional®.

La hidratacién no esta indicada en el paciente moribundo pues podria incrementar los sintomas de la
fase agonica. No obstante, hay otros posicionamientos que consideran lo contrario*. De hecho, mu-
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chos dilemas éticos, en el proceso de decision acerca de la NP en el FV, podrian evitarse si el paciente
y la familia participan en las decisiones. También, el desarrollo de métodos para evaluar los efectos y
beneficios de la NP resulta Gtil para ayudar a la toma de decisiones de los profesionales sanitarios"?.

Se hace necesario destacar que el FV, provocado por una enfermedad terminal u otra circunstancia, se
corresponde con un estado critico en el cual se producen una serie de alteraciones del metabolismo de
los hidratos de carbono, proteinas y lipidos (Tabla 1) como respuesta metabdlica al estrés que genera
el estado critico, que lleva asociado una situacién de hipermetabolismo que pretende sostener las fun-
ciones vitales, la respuesta inflamatoria, la funcién inmunoldgica y la reparacidn tisular®,

Tabla 1. Alteraciones metabdlicas de macronutrientes en la ET y sus consecuencias*®47:18:19),

Hidratos de carbono Proteinas Lipidos
-Aumento de catabolismo, neoglu- -Gluconeogénesis -Aumento lipdlisis
cogénesis y resistencia periférica a Hipoalbuminemia. -Deficiencia de 4cidos grasos de
lainsulina. Catabolismo proteico cadena larga
Hiperglucemia -Reduccion de eliminacion de
Hiperlactatemia nitrégeno

La NP se debe orientar para aliviar, en lo posible, el sufrimiento fisico y emocional. De ahi que, la actua-
cién debe ser valorada individualmente, para conocer su repercusion sobre la calidad de vida del pa-
ciente®. El objeto de la NP es paliar la desnutricidn existente, siendo uno de los principales problemas
la caquexia, que aparte de ser un factor de mortalidad, puede relacionarse con depresion, ansiedad y
deterioro de la calidad de vida®".

En la presente revision bibliografica, cuando se menciona NP se engloba a la total, es decir aquella
donde los requerimientos nutricionales del paciente son administrados por via intravenosa y que se
caracteriza por: a) aportar todos los nutrientes necesarios; b) requiere el uso de via central (vena sub-
clavia o yugular,) accesos periféricos que desemboquen en estas venas; c) admitir soluciones hipertd-
nicas (osmolaridad alta>900 mOsm/l); d) administrar prolongadamente (semanas o meses). No obs-
tante, la NP no esta exenta de complicaciones, especialmente las metabdlicas, que deben considerarse
para su suplementacion (Tabla 2)?23:2429,

Tabla 2. Complicaciones metabdlicas de la NP.

Hiperglucemia Aumenta el riesgo de mortalidad y hospitalizacién
Hipoglucemia Hospitalizacién y mortalidad por desajustes entre dextrosa e insulina.
Hipertrigliceridemia Incremento del riesgo de pancreatitis y alteraciones en el funcionamiento
pulmonar.

Componentes de la NP: Generalidades de interés en el FV.

Existen numerosos posicionamientos sobre la utilidad de la NP suplementada en el FV tales como: a)
contribuir a la calidad de vida del enfermo por su caracter emocional positivo?®, b) reducir la inflama-
cién pulmonar debido a un incremento de Inmunoglobulina A?", ¢) mantener la masa muscular debi-
do a el incremento de la funcién mitocondrial?®, d) mejorar la funcidén inmunitaria por incremento de
los linfocitos Th2 de caracter antiinflamatorio®, e) atenuar el estrés oxidativo ya que baja la respuesta
inflamatoria?® y f) minimizar el estado catabdlico a largo tiempo®®.

Una vez enumerados los beneficios de la NP, se hace necesario abordar los distintos componentes que
suelen integrar la NP de utilidad en el FV©032);

A) Hidratos de carbono. Constituyen la principal fuente energia, y se requiere un aporte de 4-5 g/kg
peso/dia. Pueden incorporarse alguno de los siguientes tipos:
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A.1. Soluciones de glucosa. Determinan la osmolaridad de la solucién y pueden utilizarse en formato
de glucosa anhidra o monohidratada. La glucosa es el hidrato de carbono de uso preferente, por su
utilidad y bajo coste. Se debe vigilar que la osmolaridad no supere los 1000 Osm/L. Son muy estables
tras su esterilizacion en autoclave.

A.2. Soluciones de glicerol. El glicerol es menos utilizado, excepto en aquellas situaciones donde se
pretende una menor respuesta insulinica o que exista una hiperglucemia por estrés de dificil control.
Se debe vigilar la NP suplementada que use glicerol ya que un exceso del mismo puede provocar pro-
blemas de hemolisis.

A.3. Polioles. Son menos usados debido a las controversias que genera la posible mezcla integrada,
ademas de la glucosa por fructosa, xilitol, sorbitol y glicerol dada su relacién con procesos de acidosis
lactica.

B) Aminoacidos (Aa). Se usan Aa esenciales y no esenciales en forma de soluciones cristalinas comer-
ciales (Aminosyn 11°, Clinisol®, Freamine® Phosol®). Los requerimientos proteicos diarios dependeran
del grado de estrés metabdlico, pudiendo oscilar entre 1-2g/kg peso/dia. Con respecto a la administra-
cion de los Aa, algunos suelen aportarse como precursores para incrementar su solubilidad en la NP
como es el caso de tirosina y cisteina. Otros, son administrados como dipéptidos (glutamina, tirosina)
para mejorar la estabilidad y solubilidad de la férmula. Se ha observado que la utilizacién de solucio-
nes enriquecidas en Aa de cadena ramificada, genera controversia ya que se carece de un consenso en
su utilizacién como sustrato energético, asi como para incrementar la sintesis y el recambio proteico.
No obstante, en casos graves hay que modificar los Aa administrados para controlar adecuadamente
aquellos aspectos que puedan provocar un incremento de los Aa de caracter aromatico y su alteracion
del estado mental®?.

C) Lipidos. Son responsables del descenso de la osmolaridad de la mezcla. La aportacidn de los lipi-
dos en forma de emulsién O/W, tiene funcidn energética y una potencial modulacion positiva de la
respuesta inflamatoria por lo que se requieren 1,5-2,5 g/kg peso/dia. Los lipidos se incorporan a la NP
mediante la administracion de acidos grasos esenciales en forma de triglicéridos (TG). Con respecto a
los acidos grasos utilizados, pueden ser de cadena larga (procedentes de aceite de soja, cartamo o gira-
sol) que suelen ser mas inestables y de facil peroxidacion lipidica, o mezclas de cadena larga y corta al
50% que han mostrado mas estabilidad, menores complicaciones hepaticas y mejor balance nitroge-
nado. También, se ha observado que en estas emulsiones los tocoferoles se vehiculizan con las grasas
(proteccidn frente al dafio oxidativo celular) y vitamina K (compatible con aceite de oliva o soja). Es
importante destacar el papel positivo de la vitamina D en la funcién inmunitaria de pacientes con CO-
VID-19 y por tanto, la necesidad de suplementacion de las formulaciones de NP en aquellas personas
que presentan déficit®. Los lipidos se utilizan en forma de emulsién lipidica, y para su estabilizacion
se requieren emulgentes (lecitina de huevo), isotonizantes (glicerol) y estabilizantes (oleato sédico)
con objeto de que las goticulas lipidicas que se formen sean similares a los quilomicrones humanos,
pero con distintos tipos de acidos grasos, menos colesterol, sin apoproteinas y con mas fosfolipidos©?.

Entre las emulsiones lipidicas comerciales, mas frecuentes, se encuentran Intralipid® (aceite de soja),
Nutralipid® (aceite de oliva al 80% y aceite de soja al 20%), Clinolipid® (aceite de oliva 80%, aceite de
soja 20%, SOLE® (aceite de soja), SMO Lipid® (aceite de oliva, de pescado, soja y triglicéridos de cadena
media) y Omegaven® (aceite de pescado). En situaciones criticas, se han observado distintos efectos,
por parte de SOLE® tales como descenso de la sepsis, del ratio de linfocitos T helper y T supresores,
asi como el papel de las mezclas de triglicéridos cadena larga/corta en el aumento de albumina, EPA
y DHAR),

D) Electrolitos. Los requerimientos basales de electrélitos por NP son 1-2 mEq/kg/dia de sodio y po-
tasio, 10-15 mEq/dia de calcio, 8-20 mEqg/dia de magnesio y 20-40 mmol/dia de fosfato para mante-
ner el equilibrio acido-base. No obstante, hay que valorar el estado nutricional en el FV, asi como las
pérdidas de nutrientes, que puedan producirse, para determinar sus requerimientos diarios. Se usan
preparados de electrolitos aislados que incluyen sodio, potasio, calcio, cloro, magnesio y fésforo. En
este sentido, el modo y momento de su incorporacién a la NP pueden condicionar la estabilidad de la
formulacion.
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E) Vitaminas. Se incluyen vitaminas liposolubles (A, D, E, K) e hidrosolubles (B, B,, B, B,, B, ). Es fre-
cuente tener que adicionar suplementos en funcidn de las necesidades recomendadas y requerimien-
tos de la persona enferma®®,

F) Oligoelementos. En este grupo se integran cobre, cobalto, cromo, flior, yodo, manganeso, molibde-
no, niquel, selenio y zinc. Su carencia se asocia a diversas anormalidades funcionales y estructurales,
debido a que los oligoelementos desempefian un importante papel como cofactores enzimaticos. Ac-
tualmente, no es posible individualizar la prescripcion de oligoelementos, sino que existen preparados
de oligoelementos®.

G) Farmacos. La adiciéon de medicamentos a la NP deberia evitarse en la medida de lo posible. No
obstante, existen casos en los que son Utiles, por lo que en la bolsa de NP solo se pueden adicionar
farmacos siempre que no se degraden, no desestabilicen la emulsién lipidica y la farmacocinética sea
adecuada durante la administracion. En este sentido, algunos de los farmacos mas utilizados en NP
incluyen: a) La insulina, necesaria en situaciones de hiperglucemia en pacientes con diabetes preexis-
tente o en hiperglucemia por estrés; b) antihistaminicos H2 (ranitidina y famotidina) que suelen ser
mas estables si la NP incluye lipidos; c) octreotida y somatostatina, cuya estabilidad se reduce a 24-48
horas en la bolsa de NP por lo que periodos mas prolongados cursan con adherencia a la bolsa y por
tanto, el descenso de la biodisponibilidad®?; d) heparina, cuya adicién a la NP genera controversia por
el balance riesgo-beneficio pues aunque desciende el riesgo de tromboflebitis en personas sometidas
a NP, también hay que vigilar la interaccion que se puede desarrollar entre las cargas negativas y positi-
vas de la heparina con el calcio de las goticulas de grasa, lo que puede cursar con una desestabilizacion
y separacion de las fases de la emulsion de la NP®7, Con respecto a farmacos y NP no se puede obviar
que hay que evitar la administracién de dos o mas farmacos conjuntamente.

H) Agua. Se usa agua esterilizada para inyectables afiadiéndose la cantidad justa para el volumen final
de la mezcla. Se requiere que la cantidad diaria de agua oscile entre 30-40 mL/kg peso/dia.

Todos los componentes de la NP suplementada, descritos anteriormente, pueden administrarse me-
diante mezcla binaria (un espacio compartido con hidratos de carbono, Aa y micronutrientes mas otro
espacio con aporte graso) lo que se denomina una bolsa bicameral, o por una mezcla ternaria donde
todos los componentes se hallan en una Unica bolsa, que presenta una serie de ventajas tales como
facil administracién, reduccion de complicaciones por infecciones, descenso de la osmolaridad de la
solucidn y por tanto, menor riesgo de padecer tromboflebitis, asi como un mayor cumplimiento te-
rapéutico en el caso de NP domiciliaria, menor tiempo de perfusién y mayor tolerancia venosa por
isotonicidad, entre otros®®.

NP suplementada. Compuestos de interés.

La NP suplementada implica la adicién de nutrientes, en formulaciones estandar o individualizadas,
segun las necesidades de los pacientes. En este sentido, no debe obviarse que la suplementacion vi-
taminica puede ser limitada y que el uso de minerales solo debe establecerse cuando las condiciones
clinicas lo aconsejen.

Asi, en el FV, serfa util la adicidén de suplementos cuando, tras una monitorizacién y evaluacién del pa-
ciente, se detecte: a) un requerimiento aumentado de algunos nutrientes; b) pérdidas de nutrientes; c)
fallos en la utilizacion de nutrientes; d) interacciones farmaco-nutriente; ) mejora de la calidad de vida
en la situacién patoldgica. En este sentido, existen numerosos nutrientes y compuestos de interés que
pueden utilizarse en NP, por lo que resulta Gtil destacar sus implicaciones nutricionales y tecnoldgicas:

A) Glutamina

En pacientes criticos, la glutamina (Glu) actia como sustrato energético para la gluconeogénesis, sinte-
sis proteicay para las células del sistema defensivo. Esta indicada para reducir la incidencia de infeccio-
nesy la restauracion linfocitaria. Se administra como dipéptidos de L-alanil-L-glutamina y Glicil-L-glu-
tamina. Se debe vigilar su suplementacion excesiva ya que puede afectar al sistema renal, hepatico y
sistema nervioso central®?.
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Las situaciones criticas provocan un descenso de los niveles de Glu en el organismo, asociandose con
mortalidad por lo que, aunque pueda sintetizarse por el organismo, es necesario aportarla ya que cum-
ple con una funcién como protector tisular, regulador de la funcién inmunitaria e inflamatoria, atenuar
la accidn antioxidante y proteccidon del metabolismo en situaciones de estrés metabdlico®?.

Existe controversia con respecto a su uso en NP para casos de insuficiencia hepatica aguda, insuficien-
cia renal y traumatismo craneoencefalico, pero si se aconseja dicha suplementacién en situaciones de
septicemia, isquemia miocardica critica y neurocriticos, ya que se ha observado una reduccién signifi-
cativa de las complicaciones infecciosas y metabdlicas, asi como mortalidad“?.

Actualmente, los estudios mas recientes muestran discrepancias en el uso de la Glu y parte de ellos
concluyen que, aunque la suplementacion haya sido recomendada en guias de sociedades interna-
cionales, también existen datos que no aconsejan su uso indiscriminado en pacientes criticos ya que
no existe una adecuada relacion beneficio/riesgo. Por tanto, los estudios recientes no muestran que la
suplementacidn con Glu y antioxidantes sea eficaz y tolerada por los pacientes en estado critico®*. A
pesar de todo ello, hay estudios que constatan una reduccion de la resistencia a la insulina y la morta-
lidad en los seis meses en pacientes que habian recibido NP suplementada con Glu®“#%,

B) Arginina

La arginina (Arg) es un Aa no esencial, sin embargo, se considera, condicionalmente esencial cuando la
disponibilidad de Arg enddgena sea insuficiente para satisfacer las demandas metabdlicas®. Los estu-
dios que relacionan Arg con NP en estado critico han mostrado que: a) personas con prey post cirugia
presentan datos clinicos mas favorables®’; b) no existen datos de inmunotoxicidad en formulaciones
con L-arginina“?; c) existe seguridad de la administracion de Arg por via enteral o parenteral“”; d) la su-
plementacién reduce la mortalidad y complicaciones debido a su capacidad para estimular la sintesis
de hormonas (insulina, glucagdn y catecolaminas), aspecto util donde hay un elevado catabolismo“®.

C) Taurina

La taurina (Tau) es un Aa no proteico muy Gtil para los pacientes sometidos a NP domiciliaria ya que en
el FV, los niveles plasmaticos suelen ser bajos, por lo que la suplementacion resulta muy necesaria para
provocar efectos positivos en el sistema cardiovascular, neuroproteccion, proteccién visual y osmore-
gulacién, asi como una accién antioxidante, antiinflamatoria e inmunomoduladora®®,

D) Citrulina

El interés de la citrulina (Citr) en el campo de la nutricion clinica es relativamente reciente. Con inde-
pendencia de sus propiedades antioxidantes, es clave fundamental en la homeostasis de la sintesis de
proteinas y del metabolismo del 6xido nitrico. No obstante, en la actualidad no hay indicaciones claras
ni evidencias cientificas sobre su beneficio en el FV“*,

F) Lipidos

Los lipidos muestran un especial interés por su uso como vehiculos de vitaminas liposolubles. No obs-
tante, la literatura cientifica ha evidenciado que: a) la NP suplementada reduce el riesgo de infeccidn
y sepsis entre el 40% y 56%, respectivamente, y que la duracidn de la estancia, tanto en la unidad de
cuidados intensivos como en el hospital, se reduce, aproximadamente en dos dias®”; b) la inclusién de
aceite de oliva y aceite de soja, triglicéridos de cadena media, aceite de oliva y aceite de pescado, pue-
den ser una alternativa viable para la NP, sin embargo, algunos ensayos clinicos han planteado dudas
sobre los beneficios nutricionales®.

G) Electrolitos

Los electrolitos (cloruro, fosfato, acetato, sodio y potasio) tienen un papel fundamental en la regulacion
de muchos procesos fisiolégicos. No existe un patron estandar que obligue a dicha suplementacion,
sino que debera considerarse el beneficio/riesgo en funcidn de las condiciones fisiolégicas en el FV©Y,

No obstante, es Util realizar algunas consideraciones con respecto a los electrolitos tales como:
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1. Las deficiencias de sodio suelen ir afiadidas a las pérdidas de agua corporal del pa-
ciente; de ahi que, la suplementacion debera considerarse con respecto a su balance
hidrico®Y.

2. Debe vigilarse el ritmo de infusion del potasio para evitar una potencial parada cardia-
ca por una excesiva velocidad de administracién®V.

3. Sevalorara la suplementacion de magnesio como sulfato de magnesio para pacientes
con desnutricion y sometidos a NP total durante periodos prolongados®?,

4. La suplementacion de fosfato debe ser suficiente para restaurar el déficit de fosfato
intracelular y compensar la caida de fosfato plasmatico en el FV que curse con desnutri-
cion, hiperglucemia y/o insuficiencia renal®?.

H) Elementos traza

Los elementos traza juegan un importante papel en la NP pero no deben utilizarse con caracter rutina-
rio sin previa valoracion clinica®, de hecho, tanto su deficiencia como exceso pueden ser constitutivos
de toxicidad y ausencia de nutrientes necesarios que implicarian la génesis de diversas patologias y
alteraciones fisioldgicas tal y como se describen en la tabla 3:

Tabla 3. Alteraciones asociadas a deficiencias de elementos traza®.

Elemento traza Problemas relacionados con deficiencia en NP
Selenio Cardiomiopatia, macrocitosis, debilidad muscular, pigmentacién piel y pelo.
Zinc Diarrea, alopecia, estomatitis, glositis, Ulceras perianales, enteropatias, neutropenia, proble-

mas del sistema inmune. Util la suplementacién en casos de sepsis e hipermetabolismo.

Cobre Anemia, neutropenia, trombocitopenia, pancitopenia, destruccién dsea, mieloneuropatia.
Hay que vigilar la posible toxicidad ya que pueden producirse casos de disfuncién hepatica
y colestasis, de hecho, si existen estas patologias, se debe suprimir la suplementacion. La
suplementacién se administra mediante la formacion de complejos con Aa.

Manganeso La deficiencia no suele generar problemas, sino la toxicidad asociada por una suplemen-
tacion innecesaria que se relaciona con problemas tales como dolor de cabeza, disartria,
distonia, neuropatia periférica.

Cromo No es habitual deficiencias en NP aunque si existen se relacionan con anormalidades del
metabolismo de la glucosa, de ahi, laimportancia de monitorizar adecuadamente en caso
de suplementacién necesaria. Vigilar la suplementacién en casos de insuficiencia renal.

Hierro Se ha observado que su deficiencia, en pacientes sometidos a NP, provoca anemia.

Molibdeno La mayoria de las formulaciones de NP tienen molibdeno en su composicién y no se han
descrito efectos.

lodo No se observan deficiencias que obliguen a su incorporacion y suplementacién en NP.

Los elementos traza, mas utilizados en la NP suplementada, y sus principales consideraciones, se des-
criben a continuacion:

A) Zinc. Se puede suplementar por via intravenosa, enteral u oral, aunque su absorciéon dependera de
la forma de administracion. Asi, los complejos de zinc se unen a aspartato, cisteina, histidina o metio-
nina para una mayor absorcion®°.

B) Selenio. Es un oligoelemento con acciones antioxidantes, antiinflamatorias e inmunolégicas, por lo
que se recomienda adicionar selenio de forma rutinaria a todas las soluciones de NP. Aunque se han
realizado estudios para evaluar los beneficios de la suplementacidn, las diferencias se asocian a la via
de suplementacion (parenteral vs enteral), dosis diaria de selenio (dosis alta vs dosis baja), uso de un
bolo de carga, seleccion del paciente (sépticos y no sépticos) y la suplementacidn de otros antioxidan-
tes (monoterapia vs cdcteles antioxidantes). Se ha determinado que tiene un efecto beneficioso en la
formacion de selenoproteinas con accidn antioxidante frente los radicales libres que se forman como
consecuencia del estado de metabdlico en el FV©9.
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C) Cromo. Promueve las acciones de la insulina, mejora su actividad en el tejido periférico y reduce
los requisitos de insulina. Se ha descubierto que los pacientes que reciben NP no suplementada con
cromo presentan deficiencia de este elemento traza. Sin embargo, su administracién provoca un me-
jor control de la glucosa, aspecto util en la hiperglucemia. Actualmente, no se han descrito casos de
toxicidad por cromo en NP®Y,

D) Coenzima Q. Puede ser un interesante suplemento, del cual se requieren mas estudios, y cuya in-
teraccién sinérgica con el selenio muestra beneficios para el suministro de energia celular asi como
antioxidante. La solubilidad de la coenzima puede afectarse por variaciones del pH®".

E) Vitaminas. Los pacientes criticos cursan con una serie de deficiencias vitaminicas que obligan a su
suplementacidn, asi se administran como complemento comercial multivitaminico integrado por Vita-
mina C, A, E, Ky del complejo B (B,,B,, B, B, B,, B,,)"".

Consideraciones tecnoldgicas de la NP suplementada.

La NP suplementada requiere de la participacion indispensable de la tecnologia farmacéutica para
garantizar que los componentes presenten la estabilidad requerida para su éptima administracion y
utilizacién por el organismo. Se describen por grupos, los principales aspectos a considerar:

« Aminoacidos.

Los Aa tienen unas funciones tecnoldgicas definidas tales como prevenir la inestabilidad de emulsio-
nes; evitar la precipitacion de calcio y oligoelementos; actuar de amortiguadores cuando el pH es bajo
y alterar las emulsiones; potenciar la accion de los emulgentes por parte de los Aa basicos, y disminuir
el efecto estabilizante de las emulsiones®®.

Existen una serie de aspectos que pueden afectar a los Aa de la NP suplementada, y por tanto a la esta-
bilidad de las emulsiones tales como la concentracidn de oxigeno (provoca oxidacién de los mismos);
bisulfito sddico (degrada el triptéfano); pH< 4 (hidrdlisis de prolina e histidina) y la presencia de cobre
(generacion de precipitacion de sulfuro de cobre). No obstante, el pH y la concentracién de Aa bésicos
condicionaran la estabilidad®.

« Vitaminas.

Los factores que pueden afectarlas y por tanto, generar inconvenientes tecnolégicos en el desarrollo
de la NP suplementada incluyen la fotolisis (por luz ultravioleta y fluorescente), adsorcidn en la bolsa
y reacciones de 6xido-reduccion; todo ello, acelerado por un incremento del pH, temperatura y la pre-
sencia de cobre y bisulfito sédico.

Concretamente, se ha observado una inactivacion de la vitamina C en presencia de cobre y oxigeno,
mientras que las vitaminas B, B, B, se inactivan en presencia de hierro; también es destacable, que un
pH alcalino inactive las vitaminas hidrosolubles y la vitamina A. Otras interacciones se han producido

entre la combinacién de vitamina Ky B, con pérdida de esta ultima.

Adopta una especial relevancia el papel de la luz y los oligoelementos en la degradacion de las vita-
minas liposolubles por fotoperoxidacion generando la destruccion de las vitaminas y la génesis de
radicales que pueden agravar el estado de la enfermedad®*,

También, se ha comprobado que una suplementacidn excesiva con vitaminas A, D, E y K puede provo-
car acumulacion y toxicidad que se relaciona con problemas de fallo renal. El tipo de bolsa de la NP
suplementada adopta un importante papel en el mantenimiento de la estabilidad de las vitaminas C, A
y E garantizando su fotoproteccion y no adsorcion a la bolsa®. No obstante, en la bolsa hay vitaminas
que merecen especial atencion en relacién con su estabilidad:

a) Vitamina C. Puede sufrir procesos quelantes, debidos al contenido en cisteina del Aa, y oxidativos
por parte de la permeabilidad del oxigeno de la bolsa. De interés, resultan los procesos degradativos
que pueden desarrollarse por el incremento de la temperatura®); b) Vitamina A. Sufre procesos de-
gradativos por fotoperoxidacion, lo cual implica la necesidad de fotoproteccion de la bolsa. Existen
discrepancias con respecto a la adsorcién de dicha vitamina al PVC de las bolsas de NP, lo cual podria
influir en la velocidad de absorcion®?; ¢) Vitamina E. Presenta una mayor estabilidad cuando se pro-
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tege de la luz y refrigeracidn; d) Vitaminas del grupo B. La estabilidad depende de la fotoproteccion, la
temperatura y las condiciones de almacenamiento. Como aspectos especiales se tiene que la mayor
estabilidad del acido fdlico se asocia a las bolsas de PVC y que la vitamina B, tiene mayor estabilidad
en ausencia de bisulfitos en la solucion de Aa. Por otro lado, la refrigeracion otorga mayor estabilidad
alavitamina B ,.

« Oligoelementos.

Con caracter general, no es habitual la deficiencia de oligoelementos en personas sometidas a NP en
el FV pero si puede haber determinadas circunstancias donde pueden observarse deficiencias moti-
vadas por un incremento en la excrecidn de los oligoelementos o por un bajo aporte de la NP. Asi, un
periodo prolongado con NP puede relacionarse con un bajo aporte de cobre y manganeso®Y. Los oli-
goelementos estan implicados en la floculacién de lipidos, catalizacidn de reacciones de 6xido-reduc-
cidn, degradacion de vitaminas y formacion de complejos con Aa. Asi, el pH puede afectar ya que, si es
superior a 55, se generan precipitados como dihidréxidos. También, es frecuente la precipitacidn de
calcio y zinc mediante la génesis de sulfuros metalicos insolubles®. Hay que considerar que durante
la elaboracidn de la NP suplementada puede producirse contaminacién por aluminio, que no debe su-
perar los 25 mg/L, ya que se asocia a toxicidad y riesgo de encefalopatia hepatica, anemia microcitica
y osteomalacia®”.

Con respecto a los oligoelementos y vitaminas hay que indicar que son incompatibles entre si en la NP,
ya que comprometeria su estabilidad, y que por tanto deberia incluirse en formulas de dias alternos.

« Emulsiones.

Las emulsiones usadas en NP, de caracter O/W, son inestables por naturaleza ya que los glébulos de
grasa tienden a unirse provocando una separacion de fases y una destruccion de la emulsion. De ahi, la
importancia de los emulgentes (fosfolipidos, glicerol, lisoderivados de la lecitina) como herramientas
para descender la tensidn superficial y aportar carga negativa. Todo ello, contribuye a una ausencia
de unidn entre los gldbulos grasos debido a la mayor repulsion electroestética entre ellos, es decir se
debe procurar que el tamafio de esas particulas lipidicas sean lo mas semejante posible a los quilomi-
crones. No obstante, se citaran los distintos aspectos que pueden desestabilizar la emulsién de la NP
suplementada:

« El potencial Z es el elemento que determina la estabilidad y el tamafio de las particulas de la
emulsion. El descenso del potencial Z por debajo de -1,5 mV provocaria un descenso de esa
repulsion electrostatica, provocandose fenémenos de floculacion, cremacidn, coalescencia e
inversion de fases, que desembocarian en la unién de los globulos de grasa lo que inestabiliza
la emulsion®.

« Emulsiones con ausencia de mezclas lipidicas suelen mostrar un incremento de glébulos de
tamafio superior a 1 micra®,

« pH <5 provoca una neutralizacion eléctrica del emulgente desapareciendo las fuerzas repul-
sivas y agregacion de globulos. Por ello, se debe garantizar un pH > 5y vigilar que el tiempo
de conservacién no sea muy elevado, y los procesos de esterilizacidn por calor ya que suelen
liberar gran cantidad de acidos grasos libres que descienden el pH. También, el descenso de
este pH puede motivar precipitaciones por parte de los electrolitos. Tienen mencidn especial
las soluciones de Aa por su capacidad tamponante y tensioactiva, de ahi, la importancia de
adicionarlas al final de la mezcla®®.

+ Lapresencia de electrolitos y oligoelementos, especialmente los cationes diy trivalentes, neu-
tralizan la carga negativa de glébulos lipidicos generando procesos de floculacidn (divalentes)
y agregacion (trivalentes). No obstante, los aniones han mostrado un efecto protector de las
emulsiones®.

« Laincorporacién de medicamentos acidos afectan a la estabilidad.

« Baja concentracién de Aa que impide el adecuado efecto tampon©?.
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« Elaporte de glucosa, en concentracién no muy elevada, puede relacionarse con un incremen-
to del didmetro de las goticulas grasas'®.

+ Los TG de cadena larga han mostrado una menor estabilidad frente a mezclas de triglicéri-
dos®,

« En el orden de mezclado, las emulsiones deben adicionarse en Gltimo momento a la formula-
cidn para obtener el minimo porcentaje de glébulos con tamafio superior a 5 1, y asi evitar la
formacion de precipitados®. En este sentido, un adecuado orden de adicidn esta integrado
por la siguiente secuencia: Aat+fosfato+electrolitos-glucosa+oligoelementos+vitaminas+cal-
cio----lipidos, que evita la formacién de precipitados'®”.

« Un elevado tiempo de almacenamiento (superior a 48 horas) provoca la formacién de precipi-
tados cristalinos que afectan a la emulsion y su estabilidad®®.

« La adicidn de un bajo contenido en acidos grasos poliinsaturados, unido a una adecuada re-
frigeracion y proteccion de la luz evita fendmenos de peroxidacion lipidica que afecta a la es-
tabilidad.

+ Cuando la relacién entre Aa basicos y acidos es superior a 1,5 se ejerce un efecto protector de
emulsiones lipidicas dependientes de pH®,

« Eluso de lecitinas hidrolizadas (lisofosfatidilcolina, lisofosfatidiletabolamina) como emulgen-
tes consiguen estabilizar las emulsiones al bajar el potencial Z.

Atendiendo a lo anteriormente descrito, surge una cuestién ;como se puede estabilizar adecuadamen-
te una emulsidn para garantizar su vida util en las bolsas de NP suplementada? Aunque la respuesta
es compleja, hay que considerar todas las circunstancias que propicien un descenso del potencial Z
tales como: a) la estabilizacion de la capa fosfolipidos para garantizar que el tiempo de coalescencia
sea mayor que el de vida (til previsto; b) la estabilizacién con lecitina para aumentar los valores de pH
y conseguir una menor repulsion electrostatica; c) incremento de la concentracidn de la solucion de
electrolitos para descender el potencial Z; d) la adicion de glucosa; e) el uso de surfactantes idnicos; f)
un incremento de la temperatura degrada los fosfolipidos y lisoderivados aumentando la carga inter-
facial y estabilidad; g) una adecuada preemulsificacion previa a la unién de la fase acuosa y oleosa; h)
vigilar el tamafio de particula®?.

« Fluidos.

La administracion diaria de NP puede provocar cambios en la composicidn corporal del agua y electro-
litos, por lo que dicha pérdida debe ser vigilada y controlada, tanto en su volumen como en el conteni-
do, para evitar una osmolaridad elevada en la NP suplementada que, indicada para un tiempo inferior
a 14 dias, no debe superar 900 mOsm/L para evitar trombosis, tromboflebitis y extravasacion®©%,

Si por el contrario, el tiempo prescrito para la NP supera los 14 dias, aunque se pueda alcanzar una
osmolaridad superior a 1000 mOsm/L, hay que reducir la hipertonicidad de la NP suplementada tras
su administracion en la vena cava, para evitar dafios vasculares. Por ello, se debera establecer una
formulacién adecuada a situaciones clinicas posibles tales como hiperglucemia, azotenia, hipernatre-
mia, hipocalcemia, acidosis y alcalosis metabdlica e hipofosfatemia, asi como a una vigilancia sobre
la evolucidn del paciente, especialmente sobre todo para aquellas formulaciones hiperosmolares que
implican un riesgo de extravasacion y flebitis®.

- Tamafio de particulas.

El tamafio de las particulas es un aspecto que debe controlarse y monitorizarse en la tecnologia de la
NP suplementada, ya que tamafios superiores a 5 um en una proporcién superior al 0,4% de las par-
ticulas, origina que queden atrapadas en el pulmén provocando embolias y cambios en el pH sangui-
neo, mientras que las de un tamafio inferior pueden llegar a quedar retenidas en higado, bazo y rifién.
En el caso de las particulas lipidicas, cuyos tamafios estan comprendidos entre 600-1000 nm pueden
generar embolismo, asi como coalescencia y cracking®®.
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Existen estudios de cromatografia por HLPC de mezclas de NP donde se ha determinado la relacion
existente entre el tamafio de particula y la estabilidad de las emulsiones lipidicas tras 72 horas, a dife-
rentes temperaturas (4 ° C, 25°C, 37 ° C), y con un didmetro comprendido entre 0,4-1 micras'™.

« Precipitacién calcio-fosfato.

Uno de los aspectos mas importantes en la estabilidad de las formulaciones de la NP suplementada es
la precipitacion de calcio y fosfato que estd determinada por: a) un incremento del pH que genera mas
fosfato dibasico; b) un incremento de la temperatura que provoca una disociacion del calcio; c) las con-
centraciones de calcio, magnesio y fosfato; d) una baja concentracion de Aa; e) el orden de adicidn en
la mezcla; f) el tiempo de conservacidn; g) las condiciones de administracion (velocidad de perfusidn
y temperatura ambiental); h) el uso de fosfato diacido; i) un incremento de la concentracion de calcio
divalente; j) la elevada concentracion de Aa ricos en fosfato y de gluconato; k) la baja concentracion de
dextrosa®7:37),

Las interacciones entre calcio-fosfato, que generan precipitaciones, pueden reaccionar con iones bi-
carbonatos generando también precipitados de carbonato célcico y carbonato magnésico insoluble.
Por ello, se necesita la construccion de perfiles de solubilidad y ecuaciones matematicas que ajusten
las concentraciones de calcio y fosfato para evitar las reacciones de precipitacion. Las precipitaciones,
no solo implican una alteracién fisicoquimica, sino que se asocian a toxicidad (distres respiratorio,
embolia, neumonitis intersticial) y a la pérdida de la actividad de los farmacos que lleven asociados.
Asi, la presencia de minerales divalentes y trivalentes forma complejos con tetraciclinas, ciprofloxacino

y el oxalato procedente de la vitamina C que puede interaccionar con calcio generandose precipita-
d0(31’38’72’73).

Conclusiones

Los estudios, que integran la presente revision, muestran que la NP suplementada, previa valoraciony
monitorizacidn de la persona enferma, puede ser Util en el FV siempre que proporcione los adecuados
requerimientos de nutrientes y garantice un bienestar fisico y/o psiquico.

Se han descrito acciones beneficiosas tras la suplementacién de NP con zinc, selenio, cromo y taurina,
mientras que la adicién de glutamina, citrulina y arginina como suplementos suele generar contro-
versia ya que no existen estudios concluyentes sobre su posible beneficio, aunque, segun las circuns-
tancias del paciente, pueden ser usados bajo vigilancia y seguimiento. También, las vitaminas, con
funcidn antioxidante, que se afiaden como suplementos, muestran que suelen ser mas beneficiosas
en combinaciones de preparados multivitaminicos que adicionadas de manera independiente a la NP.

Desde el ambito de la tecnologia farmacéutica, la elaboracion de la NP suplementada implica contro-
lar una serie de factores tales como pH, reacciones de precipitacion, oxidacion, peroxidacion, coales-
cencia y cremado, tamafio de particula y las interacciones calcio-fosfato que pueden condicionar su
estabilidad, y por tanto biodisponibilidad. De nutrientes y suplementos nutricionales.

El presente trabajo supone un punto de partida para una linea de investigaciéon mas exhaustiva y pro-
funda que permita estudiar, sobre la practica clinica diaria, los distintos tipos de suplementos mas
utilizados en la NP y sus beneficios en la antesala de la muerte.
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Resumen

Introduccion: los liposomas son nanovesiculas esféricas compuestas por fosfolipidos, caracteristica directamente
relacionada con su permeabilidad. Son estructuras ampliamente utilizadas como sistemas de entrega de farmacos
cuando se administran por via dérmica y transdérmica.

Método: se realizé una revisién bibliografica considerando articulos cientificos y patentes publicados en las si-
guientes bases de datos: Google Académico, Google Patents, Pubmed, Elsevier, ScienceDirect, Scielo. Se incluyeron
articulos en idioma inglés y espafiol publicados de 2012 a 2022, seleccionando los mas relevantes en cuanto al
tema.

Resultados: en total, se seleccionaron 31 articulos y 9 patentes relacionados con el uso de liposomas en formu-
laciones semisdlidas con farmacos de diversas categorias farmacoldgicas, como antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs), corticosteroides, analgésicos opioides, anestésicos locales, antibidticos, antimicéticos, antivirales, antime-
tabolitos, vitaminas y fitoquimicos.

Conclusiones: los avances nanotecnoldgicos tienen una aplicacion creciente en la formulacién de medicamentos.
El uso de sistemas liposomales corresponde a una herramienta de amplia utilidad y altamente beneficiosa para la
formulacién de semisélidos.

Palabras clave: liposomas; piel; semisélidos; nanotecnologia; dermis; penetracion dérmica.

Abstract

Introduction: liposomes are spherical phospholipid nanovesicles, an essential characteristic for their permeability.
Hence, they are widely used as drug delivery systems for dermal and transdermal administration.

Method: a bibliographic review of scientific articles and patents published on different information sources was
carried out. We reviewed Google Scholar, Google Patents, Pubmed, Elsevier, ScienceDirect, Scielo, and specialized
journals, both in English and Spanish. The articles were published between 2012 and 2022, and the most relevant
were selected.

Results: in total, 31 articles and 9 patents were selected, to be evaluated and analyzed. These articles demonstrate
the use of liposomes in semisolid dosage forms of various pharmacological categories, such as non-steroidal an-
ti-inflammatory drugs (NSAIDs), corticosteroids, opioid analgesics, local anesthetics, antibiotics, antifungals, anti-
virals, antimetabolites, vitamins, phytochemicals, and some cases of skin pathologies treatment.

Conclusions: nanotechnology and its advances are especially interesting for drug formulation. The use of liposo-

mal systems has become a useful tool, which is beneficial, due to its characteristics, for the formulation of semi-so-
lid dosage forms.

Keywords: liposomes; skin; semisolid dosage forms; nanotechnology; dermis; dermal penetration.
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Puntos clave

La nanotecnologia es una herramienta ampliamente utilizada en la medicina que ha permitido el de-
sarrollo de diferentes estrategias para la formulacion de sistemas farmacéuticos. Los liposomas son
un tipo de nanovesiculas caracterizadas por tener una membrana de composicién lipidica similar a las
membranas celulares, lo que se ha relacionado con un incremento en la permeabilidad, la biodisponi-
bilidad, y por tanto, en el efecto terapéutico de diferentes principios activos.

El uso de liposomas en sistemas farmacéuticos ha demostrado mejorar el perfil de seguridad, eficacia
y calidad de diferentes productos, lo que se traduce en nuevas alternativas de tratamiento.

Introduccion

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano y conforma la principal barrera de proteccion
inmunoldgica ante agentes externos, siendo esta una de sus principales funciones. Existen tres dife-
rentes capas que conforman la piel, estas son la epidermis, la dermis y la hipodermis. La epidermis es
la capa mas externa y contiene al estrato cérneo, una capa fina de células metabdlicamente inactivas
que corresponde a la principal barrera fisica que deben atravesar los agentes externos para penetrar
la piel. La dermis esta conformada por tejido vascular y conectivo. Y en la zona mas interna de la piel
se encuentra la hipodermis, una capa formada por tejido adiposo que brinda soporte a la dermisy a
la epidermis*?:

El estrato corneo esta formado por células no viables, anucleadas y queratinizadas, denominadas cor-
neocitos, los cuales forman la capa de barrera, que permite la retencidén de agua dentro del cuerpo,
brinda proteccidn y limita el ingreso de agentes externos?. La mayoria de las moléculas terapéuticas
carecen de las caracteristicas necesarias para atravesar la barrera cutdnea de manera efectiva, sin em-
bargo, a pesar de este hecho, muchas moléculas terapéuticas se formulan de manera que sea posible
administrarlas mediante el uso de esta via, estudiando diferentes agentes que potencien la penetra-
cién dérmica o transdérmica de farmacos de forma eficiente®?,

El uso de la nanotecnologia, mediante el uso de nanovesiculas, forma parte de los avances tecnolé-
gicos mas estudiados y utilizados para la formulacién de medicamentos®®. Los liposomas estan ubi-
cados dentro de esta categoria y su uso se relaciona con diferentes ventajas, tales como la proteccion
de las moléculas activas, el control de la liberacidn, la optimizacién de propiedades fisicoquimicas,
biofarmacéuticas y farmacocinéticas, como por ejemplo la solubilidad y biodisponibilidad, y ademas,
el direccionamiento hacia una diana terapéutica especifica 9.

Los liposomas se pueden definir como vesiculas en forma de esfera, compuestos por fosfolipidos an-
fifilicos y colesterol. Los fosfolipidos anfifilicos forman una bicapa cerrada que encapsula los compo-
nentes del medio acuosoy estd en contacto con las cabezas hidrofilicas de los fosfolipidos de membra-
nat9. El uso de esta tecnologia en el desarrollo de medicamentos también encuentra gran utilidad en
farmacos altamente hidrofébicos que podrian encapsularse para potenciar su actividad farmacoldgica
y sacar provecho de las caracteristicas propias del sistema liposomal®®,

Por otra parte, el uso de sistemas liposomales ha evidenciado buena efectividad para la entrega de
farmacos, principalmente mediante el contacto facilitado que mejora la interaccion con la membrana
de la célula blanco, lo que permite un intercambio lipido-lipido con la monocapa lipidica del liposoma,
de manera que se acelera el flujo de farmacos lipofilicos®.

Los liposomas se pueden clasificar segun diferentes variables, como por ejemplo su composicion, via
de administracion o método de preparacion y obtencién “9. Los liposomas se han convertido en un
tipo de tecnologia ampliamente estudiada para la formulacidn de farmacos debido a su gran utilidad
y eficacia demostrada®. En el desarrollo de farmacos dérmicos o transdérmicos, los liposomas han
evidenciado ser una excelente opcion de formulacién debido a su composicion lipidica tan similar a la
composicion de la piel. Hay gran cantidad de formulaciones liposomales de distintas generaciones que
han sido estudiadas y evaluadas para ser administradas a través de la piel, lo cual amplia las opciones
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de formulacién de sistemas farmacéuticos®. Es por esto que el siguiente trabajo tiene como propdsito
evidenciar las aplicaciones de los liposomas en la formulacion de sistemas farmacéuticos semisélidos
de aplicacidén dérmica y transdérmica.

Métodos

Se realiz6 una revision bibliografica donde se consultaron las bases de datos Google Académico, Pub-
Med, Elsevier, ScienceDirect, SCIELO y Google Patents. Las palabras clave utilizadas fueron liposomas,
piel, celdas de difusién de Franz, semisélidos, transdérmico, dérmico. Se consideraron los articulos y
patentes en inglés y espafiol publicados en el periodo 2012-2022. Se consideraron como elegibles los
articulos que, ademas de los criterios anteriores, cumplieran con evidenciar de forma contundente la
aplicabilidad de los sistemas liposomales en el desarrollo de formulaciones semisélidas de aplicacion
tépica con accidn localizada o sistémica de diferentes grupos o categorias farmacolégicas.

En total, se utilizaron 31 articulos cientificos y 9 patentes, estos documentos fueron distribuidos de ma-
nera que clasificaron la aplicabilidad de los sistemas liposomales en las diferentes categorias farmaco-
l6gicas consideradas, siendo estas: antiinflamatorios no esteroideos (6 articulos y 1 patente), analgé-
sicos opioides (2 articulos), corticosteroides (2 articulos), anestésicos locales (2 articulos y 1 patente),
antibidticos (3 articulos y 1 patente), antimicéticos (4 articulos y 1 patente), antivirales (1 articulo),
antimetabolitos (2 articulos), vitaminas (3 articulos), fitofarmacos (2 articulos) y casos adicionales en
cuanto a tratamiento de enfermedades dérmicas (4 articulos y 5 patentes).

Resultados

En total, se consideraron 31 articulos cientificos y 9 patentes, tal como se muestra en la Tabla 1y Tabla
2, donde se presenta una vision general del estudio analizado.

Tabla 1. Articulos cientificos que evidencian el uso de sistemas liposomales en el desarrollo de formulaciones se-
misélidas.

Categoria farmacoldgica Descripcion Autor/afio

Antiinflamatorios no este-
roideos.

Formulacién que busca mejorar la permeacion trans-
dérmica de diclofenaco sédico en gel mediante el uso
de liposomas.

Ghanbarzadeh et al
(2013)00

Antiinflamatorios no este-
roideos.

Ensayo clinico controlado de la eficacia de un gel lipo-
somal de diclofenaco en pacientes con osteoartritis.

Bhatia et al. (2020)"

1)

Antiinflamatorios no este-
roideos.

Comparacidn ex vivo del transporte transdérmico de
un gel de diclofenaco liposomal vs gel en emulsién
sencilla.

Sacha et al. (2019)®

Antiinflamatorios no este-
roideos.

Evaluacién de la penetracion en piel de una formula-
cién liposomal de celecoxib.

Moghimipour et al.
(2015)04

Antiinflamatorios no este-
roideos.

Fabricacion de nanovesiculas de aceclofenaco para la
formulacion transdérmica.

Gaur et al. (2013)®

Antiinflamatorios no este-
roideos.

Estudio in vivo y ex vivo de la encapsulacién de aceclo-
fenaco en liposomas.

Sharma et al. (2017)"

16)

Analgésicos Opioides

Desarrollo de una formulacién tépica eficaz que
contenga loperamida utilizando la administracion
liposomal.

Iwaszkiewicz et al.
(2014)02)

Analgesicos Opioides

Determinacién del método de equilibrio de dialisis mas
apropiado para evaluar las formulaciones de gel liposo-
mal que contienen farmacos hidrofébicos.

Hua et al. (2014)"

Corticoesteroides

Preparacion de un gel proliposomal que contiene un
agente antiinflamatorio esteroideo, prednisolona,
destinado a la aplicacién tépica.

Kurakula et al. (2012)

(20)
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Categoria farmacoldgica

Descripcion

Autor/afio

Corticoesteroides

Evaluacion del beneficio de un gel liposomal de 4cido
hialurénico para la administracion sostenida de un
corticoide.

Kechai et al. (2016)?Y

Anestésicos locales

Caracterizacién de las formulaciones liposomales de
lidocaina para uso tépico en la mucosa oral.

Franz et al. (2014)%

Anestésicos locales

Comparacién de dos tipos de nanotransportadores:
liposomas y nanoparticulas hibridas de lipidos y poli-
meros para la administracion de lidocaina.

Wang et al. (2016)®

Antibidticos

Estudio de liposomas con cloranfenicol para mejorar la
focalizacion en el foliculo piloso.

Hsu et al. (2017)?

Antibidticos

Estudio clinico de un hidrogel hibrido para administrar
bacteriocina en heridas infectadas.

Thapa et al. (2021)@®

Antibidticos

Formulacion de un hidrogel que contiene liposomas
para administrar topicamente antibioticos.

Gao et al. (2014)?7

Antimicéticos

Revisidn bibliografica sobre estudios liposomales de
farmacos antimicéticos de aplicacién dérmica.

Asadi et al. (2021)®

Antimicéticos

Revision bibliografica sobre la utilidad de las nanovesi-
culas en infecciones fungicas de la piel.

Verma et al. (2019)¢%

Antimicoticos

Formulacion de liposomas de propilenglicol para admi-
nistrar nitrato de miconazol tépico.

Elmoslemany et al.
(2012)6

Antimicéticos

Estudio preclinico de pantomicina encapsulada en
liposomas para vulvovaginitis.

izgli et al. (2017)®?

Antivirales

Desarrollo de liposomas con polietilenglicol que contie-
nen interferén-alfa para una terapia localizada del Virus
Papiloma Humano.

Jaraholmen et al. (2017)

(34)

Antimetabolitos

Desarrollo de liposomas con 5-fluorouracilo para mejo-
rar la penetracién del farmaco en el estrato cérneo.

Hussain et al. (2014)%%

Antimetabolitos

Investigar los liposomas ultra deformables atrapados
en metotrexato (MTX-UDL) para una posible aplicacion
transdérmica

Zeb et al. (2016)¢9

de ascorbato, asi como sus propiedades antioxidantes
y antiinflamatorias.

Vitaminas Revision sistematica de articulos sobre los usos clinicos | Brignone et al. (2020)¢®
y nuevos sistemas o configuraciones de la vitamina C
para su llegada bioactiva a los confines de la piel.
Vitaminas Investigacidn sobre las caracteristicas del liposoma-hi- Xia et al. (2015)¢?
drogel RA.
Vitaminas Evaluacién de la biodisponibilidad tépica de liposomas | Serrano et al. (2015)“?

Fitoquimicos

Formulacién de crema en frio para evaluar el efecto
sinérgico con liposomas para tratar heridas.

Arguedas et al. (2021)“?

Fitoquimicos

Estudio in vivo y ex vivo de un gel nanoestructurado de
quercetina y resveratrol.

Imran et al. (2020)“

Aplicaciones adicionales

Desarrollo de una formulacién nanoliposomal de
anfotericina B tépica.

Jaafari et al. (2019)“%

Aplicaciones adicionales

Estudio in vivo y ex vivo de un gel de anfotericina B para
tratamiento topico.

Berenguer et al. (2020)“

Aplicaciones adicionales

Formulacidn de un gel liposomal con acido retinoico y
betametasona para la psoriasis.

Wang et al. (2020)“®

Aplicaciones adicionales

Evaluacion de la actividad despigmentante y la pene-
tracion en la piel de formulaciones de liposomas que
encapsulan clorhidrato de cisteamina.

Atallah et al. (2022)“7
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Tabla 2. Patentes que evidencian el uso de sistemas liposomales en el desarrollo de farmacos semisélidos.

Categoria farmacoldgica Nombre Numero de pa- Autor/Afio
tente
Antiinflamatorios no Formulaciones de AINES, basadas en US 7473432B2 CevecGetal.
esteroideos agregados altamente adaptables, para (2009)¢2

mejorar el transporte a través de barreras
y la administracidn tépica de farmacos

Anestésicos locales Formulaciones nanoliposomales y méto- | WO 2014/144365 Al Hood R et al.
do de uso. (2014)
Antibidticos Composicidn de doxiciclina en liposomas | WO 2016/046442 A1 | Villegas (2016)?®

para la prevencién, mejora y/o tratamien-
to de patologias oculares.

Antimicéticos Composicidn sinérgica que comprende | WO 2016/124957 Al Lozano et al.
propodleo y acido carndsico para uso en la (2016)
prevencion y el tratamiento de candi-
diasis
Aplicaciones adicionales Nanoliposomas funcionalizados con WO 2012/101309 A1 | Pozo etal. (2012)
péptidos “8)
Aplicaciones adicionales Formulacién en gel de liposomas, su CN 107137345A NERRKRRE
preparacién y uso para suprimir la proli- (2017)@
feracion de cicatrices.
Aplicaciones adicionales | Formulacion de un gel de la sal sédica de | WO 2015/181746 Al Bilmin et al.
heparina para administracién dérmicay (2015)¢0
su método de preparacidn.
Aplicaciones adicionales Hidrogel US 9415133 B2 Scherer et al.
(2016)6Y

Aplicaciones adicionales Composicion de azufre liposomado WO 2015/114194 A1 | Gonzalez (2015

Todos estos recursos consultados describen y ejemplifican ampliamente el uso de liposomas en for-
mulaciones semisélidas de administraciéon dérmica o transdérmica. A continuacidn, se explican los
hallazgos obtenidos.

Antiinflamatorios no Esteroideos (AINEs)

Los antiinflamatorios no esteroideos forman parte de los farmacos mayormente prescritos, en una
diversa cantidad de patologias o de sintomas. Gracias a los sistemas liposomales y a la encapsulacién
del farmaco, se ha logrado mejorar su solubilidad, potenciar su permeacién, y mejorar los efectos te-
rapéuticos del medicamento®®'?, Por medio de las Celdas de Franz se analizé la penetracion en la piel
y el depésito de gel de diclofenaco, comprobando que los sistemas vesiculares benefician la cantidad
de farmaco permeado a través de la piel, ya que los geles formulados con sistemas vesiculares, como
liposomas, mejoraron la administracion del diclofenaco, un farmaco hidrofébico, a través de la piel ™.

Por otra parte, los pacientes que son tratados con un gel liposomal de diclofenaco presentaron mejoras
atribuidas a este tratamiento en comparacion con otras formulaciones sin liposomas y contra placebo,
ademas, no hubo informes de eventos adversos. De esta manera, se evidencia que el uso de siste-
mas liposomales para la administracion de este formaco presenta una ventaja clinica considerable.
En evaluaciones in vivo y ex vivo se determind la superioridad en cuanto a la calidad y la eficaciaen la
formulacion en la que se encuentran incorporados sistemas liposomales***. En piel humana, se logré
demostrar que la absorcién transdérmica del gel de diclofenaco fue superior a los demas, esto debido
a que la composicion del sistema liposomal presenta beneficios, desde el momento de administracion
y de liberacién de la molécula, hasta la solubilidad, permeabilidad y concentracién de la misma, gene-
rando que una mayor cantidad de farmaco alcance la diana terapéutica™?.

El celecoxib es un principio activo que posee propiedades de flujo y compresibilidad desfavorablesy es
altamente hidrofdbico, por esta razdn se utilizd la tecnologia liposomal para generar una formulacion
de celecoxib de administracién dérmica o transdérmica. A raiz de esto se determind que el colesterol y
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la lecitina incluidas en el sistema liposomal, poseen un papel fundamental en la administraciény en la
permeabilidad de la formulacidn a través de la piel™.

En el caso del aceclofenaco, los sistemas liposomales, benefician su solubilidad y concentracién, lo
que se relaciona con propiedades fisicoquimicas y dermato-cinéticas dptimas para ser administrado
por esta via. Esto permiti6 el desarrollo de una formulacion estable y efectiva®19.

Analgésicos opioides

El dolor es uno de los sintomas que mayormente se presentan en los sistemas de salud y que preocupa
y alerta en forma permanente a los investigadores. Los opioides son la clase de analgésicos mas impor-
tante para el manejo del dolor moderado a severo debido a su efectividad, dosificacion facil y relacion
riesgo/beneficio favorable®”.

La loperamida encapsulada dentro de sistemas liposomales de aplicacién tépica ha mejorado la efi-
cacia terapéutica sobre las formulaciones convencionales para el tratamiento local del dolor, propor-
cionando efectos analgésicos y antiinflamatorios similares a los opioides enddgenos periféricos. Esta
preparacion tiene el potencial de evitar los efectos adversos vistos con AINEs y también optimizar la
retencidn de la droga en el sitio donde se requiere la accion. Un estudio demuestra que la aplicacion de
loperamida a sitios dérmicos donde la integridad de la piel no se ha visto afectada, no tiene actividad
analgésica significativa, esto debido a que la loperamida tiene una alta afinidad por las membranas
lipidicas y también tiene la capacidad de reducir la tension superficial, por lo tanto, permanece en las
membranas y no difunde a través de ellas. La ventaja de esto es que disminuye altamente la capacidad
de loperamida para causar reacciones adversas mediadas por opioides centrales y producir efectos se-
cundarios. La desventaja, es que su uso tdpico se limita a condiciones dolorosas asociadas con heridas
abiertas como quemaduras o Ulceras*®,

Un estudio por el método de liberacidn de didlisis resultd Gtil para estudiar la liberacion in vitro de
sistemas de administracion de micro y nanoparticulas. En este método, los vehiculos son cargados con
el farmaco, el cual se separa fisicamente del medio mediante una membrana de didlisis y la liberacion
se evalla desde el exterior a lo largo del tiempo. Esta técnica se ha utilizado para estudiar una variedad
de formulaciones, incluidos liposomas y nanoparticulas; en este caso se estudi6 un gel liposomal en-
capsulado con loperamida. Se prepararon liposomas convencionales segun el método de hidratacién
de pelicula lipidica seca que fueron analizados mediante cuatro métodos y los resultados obtenidos
demostraron que el método 1 (ensayo de liberacién de farmacos en liposomas modificados que tiene
en cuenta los parametros de solubilidad) y el método 3 (ensayo de liberacidn de farmaco a partir de
gel que contiene solucidn de farmaco libre) mostraron una liberacion completa de la loperamida en
el momento oportuno. En el método 1 se dio una liberacion rapida de loperamida de poco mas del 60
% en las primeras 3 horas y luego una liberacién mas lenta y sostenida hasta poco mas del 70 % a las
24 horas. Mientras que en el método 3, los liposomas mostraron una liberacién rapida del 98 % a las 2
horas".

Corticosteroides

La prednisolona es un corticosteroide estudiado para su uso tépico como gel liposomal. En un estudio
se prepararon varias formulaciones de proliposomas formulados como un gel de carbopol 2%. El gel
proliposomal de prednisolona fue comparado con un hidrogel que contenia el mismo principio activo
y se estudiaron sus propiedades de liberacion y su farmacodinamia. Los resultados obtenidos demues-
tran que no existe una interaccion entre el farmaco y el excipiente, el gel proliposomal presenté una
liberacion mas prolongada de prednisolona que el hidrogel. La actividad antiinflamatoria del gel proli-
posomal mostré un porcentaje maximo de inhibicién del edema del 60% en comparacién con el hidro-
gel, el cual obtuvo un valor de 55%. Los estudios de estabilidad indicaron que el producto es estable y
debe almacenarse a bajas temperaturas, tiene una liberacidn sostenida con actividad antiinflamatoria
mejorada que brinda un potencial eficaz para la farmacoterapia tépica®.

En otro estudio se prepard y administrd un gel liposomal de acido hialurdnico que permite la liberacion
sostenida de un corticoide en el oido interno. Los resultados del estudio indican que el gel liposomal
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es facilmente inyectable, tiene un tiempo de residencia prolongado en el lugar de la inyeccidn y ningin
efecto negativo sobre los umbrales de audicion fue observado en el modelo animal utilizado. Ademas,
la formulacién permite la liberacion sostenida del farmaco en la perilinfa durante 30 dias y promueve
la conversion del profarmaco cargado dentro de los liposomas (fosfato de dexametasona) en su forma
activa (dexametasona) consiguiendo dosis terapéuticas en la perilinfa. De esta manera, se comprobd
que la administracion de gel liposomal de acido hialurdnico en el oido medio es una estrategia eficaz
para la liberacion sostenida de corticoides en el oido interno®®".

Anestésicos locales

La encapsulacion de farmacos en formulaciones liposomales representa un método alternativo para la
administracion de anestésicos locales ya que aumenta la duracion de la analgesia y disminuye la toxi-
cidad nerviosa central y cardiaca. Se caracterizé una formulacidn de lidocaina liposomal de uso tépico
en la mucosa oral, los resultados del estudio demuestran que la encapsulacion de lidocaina liposo-
mal es capaz de mejorar la eficacia anestésica topica en la disminucion del dolor durante la inyeccidn
anestésica en la mucosa palatina. Ademas, se destaca que el gel liposomal de lidocaina al 5% se puede
considerar como un anestésico topico eficaz en odontologia®.

Los liposomas se usan cominmente en anestesia local, no obstante, la estabilidad insuficiente de es-
tos podria provocar una fuga rapida de los farmacos incorporados, por lo que se desarroll6 un vehiculo
para la administracion de terapias de nueva generacion llamado “nanoparticulas hibridas de lipidos y
polimeros” que tienen caracteristicas tanto de las nanoparticulas poliméricas como de los liposomas.
Los estudios in vitro e in vivo ilustraron que las nanoparticulas hibridas de lipidos y polimeros tienen la
posibilidad de funcionar como un sistema prometedor de administracién de farmacos para superar la
funcién de barrera de la piel y facilitar la administracion de anestésicos a través de la piel con compor-
tamiento de liberacidn sostenida®).

Se puede destacar el caso de la dexmedetomidina, que al encapsularla en liposomas y formularla en
un gel, se evita el uso de agujas. El uso de la tecnologia de liposomas permite una liberacion lenta del
principio activo, mejorando la duracién del efecto y evitando concentraciones plasmaticas elevadas
que podrian ser riesgosas para el paciente. A esta formulacion se le podria afiadir anestésicos, gluco-
corticoides, antiinflamatorios no esteroideos e incluso hormonas, mejorando la formulacidn segun se
requiera®.

Antibiéticos

En la actualidad, las infecciones bacterianas se estan convirtiendo en un grave problema de salud pu-
blica, principalmente dirigido a la actual problemética que representa la resistencia antibidtica®. Los
antibidticos de accidn tépica favorecen en el tratamiento de heridas abiertas que pueden ser infecta-
das por accién microbiana®.

En la piel, la invasidn de S. aureus en los foliculos pilosos puede originar foliculitis, fordnculos o hidra-
denitis supurativa y ante estos padecimientos las nanoparticulas proporcionan un medio de transfe-
rencia del farmaco a los apéndices cutaneos. Una formulacién liposomal de cloranfenicol fue anali-
zada mediante un estudio de celdas de difusion de Franz, pruebas de posible irritacidn (citotoxicidad
cutanea) y de actividad. En el estudio se determiné que los liposomas maleables facilitan la permea-
cién cutanea del farmaco ya que penetran facilmente las bicapas lipidicas de la piel y esto mejora la
absorcién del principio activo. Ciertamente, la composicién de la formulacién liposomal va a tener un
impacto directo en el mecanismo de accidn y de penetracidn del principio activo, aunque en general,
se puede afirmar que los liposomas representan utilidad en este tipo de tratamientos?®.

Otra aplicacion destacable es la formulacién de hidrogeles con antibidticos para el tratamiento de
heridas infectadas®. En un estudio se evalué una formulacién en hidrogel liposomal para la admi-
nistracion topica de antimicrobianos y se determind que la cinética de liberacidn alcanzada es eficaz
para el tratamiento de infecciones por S. aureus. Ademas, se observé como los liposomas se fusionan
con la membrana bacteriana lo que evidencia que se trata de una tecnologia robusta para administrar
antibidticos tépicos®”.
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A nivel oftalmico, la doxiciclina se puede encontrar en una formulacidn para el tratamiento de patolo-
gias oculares y gracias al uso de liposomas se puede mejorar la estabilidad de este antibidtico. Se ha
comprobado la eficacia de la doxiciclina liposomal en diversas formas farmacéuticas semisdlidas, tales
como pomadas, pastas, cremas, emulsiones o geles, dando lugar a una amplia gama de investigacio-
nesy nuevas formulaciones®?®.

Antimicaticos

Las infecciones micéticas conforman uno de los problemas de salud mas comunes a nivel mundial, por
tanto, existen diferentes formulaciones tépicas que pueden contrarrestary tratar esta condicidn. El uso
de nanoliposomas aumenta la penetracion a través del estrato cdrneo, lo que beneficia el efecto topico
y supera los diversos obstaculos propios de la piel. Los antimicéticos como el econazol, fluconazol,
ketoconazol, clorhidrato de terbinafina, tolnaftato y miconazol encapsulados en sistemas liposomales
han evidenciado una mejor penetracién dérmica y mayores efectos localizados®.

Una ventaja que presentan los liposomas en el caso de agentes antimicéticos es la alta carga de far-
macos que permite la reduccién de la toxicidad, mejor la biodisponibilidad, la biocompatibilidad y la
estabilidad. Cuando el efecto es local, permite la disminucidn de los efectos adversos y penetra efecti-
vamente el estrato corneo, que es un sitio especifico de invasion por hongos. Ademas, resultan efecti-
vos a nivel sistémico debido a su penetracion transdérmica eficaz . Actualmente, existe evidencia del
uso de liposomas de polietilenglicol para administrar miconazol tépico. Se ha evidenciado una mejora
en la penetracion y la retencién en la piel, lo que se relaciona con efectividad del tratamiento®".

A nivel genital es comUn encontrar este tipo de infecciones, los sistemas liposomales han permitido el
desarrollo de un polvo liofilizado liposomal de panomicocina para tratar la candidiasis vulvovaginal.
Estos liposomas contienen lipidos que se encuentran en la composicidn del estrato cérneo vaginal, lo
que genera mayor libracidn y absorcion. Esta creacion representa una gran ventaja debido a que los
tratamientos antimicdticos vaginales suelen ser complicados debido a la diferencia entre el pH vaginal
y el pH en el que los tratamientos convencionales son mas efectivos©?.

Candida es una levadura, cuya incidencia se ha visto incrementada en los Ultimos afios. Una compo-
sicion sinérgica de propdleo y acido carndsico ha demostrado ser beneficiosa para el tratamiento y la
prevencion de la candidiasis en las mucosas corporales. Las formulaciones se fabrican segun la tecno-
logia de semisdlidos e incluyen preparaciones como emulsiones, geles, unglientos, pastas e inclusive
6vulos vaginales. A raiz de esta investigacion se determind que esta combinacién puede ser aplicada
en multiples presentaciones y formas farmacéuticas las cuales estan relacionadas con resultados posi-
tivos en seres humanos y en el area veterinaria®.

Antivirales

En la actualidad, el Virus del Papiloma Humano (VPH) representa un riesgo inminente y una prevalen-
cia que requiere atencion. El interferdn alfa es una molécula bioldgica que en formulacion liposomal
tépica ha demostrado disminuir las lesiones en el cuello uterino en pacientes que se encuentran en el
tratamiento final por VPH. Se evidencié que el uso de liposomas de polietilenglicol para la encapsula-
cién de interferdn alfa genera un efecto mayor debido a un incremento de la penetracion del farmaco.
Lo cual es una estrategia prometedora para la entrega efectiva de formacos en el epitelio vaginal®?.

Antimetabolitos

El cancer de piel es una enfermedad que se ha relacionado con el desarrollo de formulaciones de apli-
cacion dérmica. El 5-fluorouracilo es un agente antineoplasico que se logrd incorporar en un gel lipo-
somal de carbopol-980, para esto se realizaron pruebas que involucran estudios de preformulacion
y estudios in vitro para caracterizar la liberacidn liposomal, la permeacion cutanea y el depésito del
farmaco, los estudios in vivo se realizaron para evaluar la toxicidad de la formulacidn. Finalmente, se
observaron mejores resultados en cuanto a la permeacidn y el depésito del farmaco, su seguridad y su
efectividad®.
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El metotrexato se desarrollé como un agente quimioterapéutico para tratar algunos tipos de neopla-
sias malignas, ademas las dosis bajas de este son efectivas para el tratamiento de afecciones inflama-
torias autoinmunes como la artritis reumatoide y la psoriasis. Segtn estudios in vitro e in vivo los na-
noliposomas ultra deformables podrian ser portadores potenciales de metotrexato para el tratamiento
con dosis bajas de la psoriasis y la artritis reumatoide, al tiempo que reducen los efectos adversos de
la administracion oral y parenteral®,

Vitaminas

Las vitaminas son de gran importancia para la salud, algunas son esenciales para el correcto funciona-
miento del organismo, razén por la cual han sido empleadas como medicamentos y productos farma-
céuticos cosméticos®”. La vitamina C (acido ascorbico) y sus derivados son una de las vitaminas que
mayormente se usan en la industria cosmética, sin embargo, es una vitamina muy inestable, donde
el pH, las temperaturas elevadas y/o la presencia de oxigeno disuelto pueden causar su degradacion.
Los liposomas constituyen una estrategia eficaz para prevenir estas causas de inestabilidad. Las for-
mulaciones semisélidas cosméticas de aplicacién tdpica han hecho uso de liposomas cargados ne-
gativamente, liposomas de fosfatidilcolina, liposomas recubiertos de pectina, niosomas, sistemas de
nanoparticulas en gel, entre otras formulaciones, con el fin de mejorar la eficacia y estabilidad de la
vitamina C®9.

Las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias del acido ascorbico previenen el fotodafio de los
queratinocitos. Sin embargo, su inestabilidad y baja penetracion a través de la piel hacen que sea ne-
cesario el uso de un vehiculo apropiado para obtener la eficacia deseada. Se realizé un estudio con el
objetivo de investigar la capacidad de una formulaciéon de liposomas de fosfatidilcolina de superar la
barrera del estrato corneo y permitir la administracion del agente activo en la dermis para evitar el foto-
dafio. Se utilizé piel abdominal de diez pacientes y la penetracion de los liposomas de fosfatidilcolina
se evalud ex vivo por medio de fluoresceina y ascorbato de sodio. Los resultados obtenidos mostraron
que los liposomas de fosfatidilcolina cargados de fluoresceina tienen una mejor difusion a través de la
epidermis, mientras que los liposomas cargados con ascorbato mostraron una mejor difusion a través
de la dermis. Los liposomas con ascorbato mostraron propiedades antioxidantes y antiinflamatorias
preventivas en toda la piel humana irradiada con UVA/UVB®?,

El acido retinoico (RA por sus siglas en inglés), es un metabolito del retinol y una de las formas biolé-
gicamente mas activas de retinoides, desempefia papeles vitales en el desarrollo embrionario y en la
regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular. Un estudio realizado en ratones demuestra que
una preparacion novedosa de liposoma-hidrogel tiene ventajas sinérgicas sobre cada componente por
separado. El objetivo del estudio fue investigar las caracteristicas del gel liposomal con 4cido retinoico
y se midié su morfologia, tamafio de particula, potencial Zeta y eficiencia de atrapamiento. También se
determind la viscosidad del liposoma-hidrogel de RA, la difusion a través de la piel del ratdn, seguido
de la investigacién de los niveles de expresién de ARNm de Ker18, REX1 y a-FP usando Q-PCR. Los re-
sultados mostraron que el liposoma-hidrogel RA penetra en la piel del ratdn con eficacia .

Fitoquimicos

Los fitoquimicos corresponden a metabolitos secundarios sintetizados por las plantas, que incluyen
terpenos, acidos fendlicos y tidlicos, lignanos, flavonoides, entre otros. Se ha demostrado que algunos
de estos compuestos poseen propiedades farmacoldgicas y cosméticas'“?. Los liposomas han eviden-
ciado facilitar la penetracién dérmica de los principios activos por su similitud a la barrera cutanea.
La planta Croton draco tiene usos medicinales debido a sus propiedades terapéuticas eficaces para el
tratamiento de heridas, principalmente durante la cicatrizacion. Se realizé un estudio que evidencié el
efecto sinérgico de formular un producto liposomal con el extracto etandlico de esta planta. La investi-
gacién evidencié las propiedades cicatrizantes de formulaciones semisélidas de uso tépico?.

Otro estudio desarroll6 un gel liposomal llamado “gel portador de lipidos nanoestructurados (NLC)”
cargado con un farmaco dual de quercetina y resveratrol para mejorar su disposicion en las capas dér-
mica y epidérmica de la piel. Durante el estudio, el gel NLC fue comparado con un gel convencional
elaborado con carbopol que contenia los mismos principios activos. Los resultados obtenidos mostra-
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ron evidencia de una mayor permeacion en la piel tratada con gel NLC en comparacion con la piel que
fue tratada con el gel convencional. También se estudiaron las propiedades citotoxicas de ambos geles
contra la linea celular de carcinoma epidermoide humano (A431), los resultados indican que el valor de
IC50 del gel NLC fue de 86,50 uM mientras que el valor obtenido con el gel convencional fue de 123,64
UM. Estos resultados demuestran que el gel liposomal podria usarse como un vehiculo potencial para
la administracidn de quercetina y resveratrol en las capas mas profundas de la piel y puede ser (til para
el desarrollo de una formulacién prometedora para el tratamiento contra el cancer de piel®.

Aplicaciones adicionales

Ademas de las aplicaciones previamente destacadas, se pueden agregar diferentes casos exitosos del
uso de liposomas para el desarrollo de sistemas farmacéuticos semisélidos. Un ejemplo es la Anfoteri-
cina B, un antibiético antimicético utilizado en el tratamiento de leishmaniasis cutanea que inicial-
mente era administrado Unicamente por via intravenosa. Sin embargo, mediante el uso de liposomas
se adapto el antibidtico para ser administrado a través de la piel, por medio de una formulacién en
gel®). Finalmente, se determind que las propiedades del gel fueron dptimasy evitan la absorcion sisté-
mica del gel, lo que permite alcanzar un efecto tdpico y evitar la toxicidad sistémica‘.

Por otra parte, existen multiples enfermedades de la piel, como por ejemplo el acné y la psoriasis; y
los retinoides desempefian un papel fundamental en el tratamiento de estas patologias dermatolégi-
cas. La terapia combinada representa multiples beneficios para este tipo de padecimientos, en este
caso los liposomas, gracias a su biodegradabilidad y escasos efectos toxicos, fueron utilizados para
la formulacién de un gel tépico de acido retinoico y de betametasona indicado para el tratamiento de
psoriasis. La elaboracién de estas formulaciones liposomales debe considerar las propiedades fisico-
quimicasy biofarmacéuticas de los principios activos con el objetivo de obtener las caracteristicas idd-
neas de los liposomas y facilitar el cumplimiento de los objetivos de la formulacidn. Finalmente, este
estudio evidencia una mejora en el efecto farmacolégico, lo que permite considerar esta formulacion
como una opcidn de tratamiento novedosa®“®.

La hiperpigmentacién de la piel es causada por una produccién excesiva de melanina. Se han estudia-
do alternativas para disminuir esta condicidn de la piel, entre estas se ha evaluado la cisteamina que es
conocida como un agente despigmentante. En estudios in vitro se evalud la actividad despigmentante
y la penetracién cutanea de formulaciones liposomales con clorhidrato de cisteamina encapsulado. En
este estudio se demostré que la formulacidn no fue citotdxica en las concentraciones seleccionadas,
que la encapsulacidn de la cisteamina aumenté la penetracidn a través de la piel, la retencidn en la
epidermis y la estabilidad de la molécula®”.

En la actualidad, se conocen miltiples formas farmacéuticas cuyo principio activo se encuentra en-
capsulado en liposomas, utilizando diferentes tecnologias para su formulaciény aplicacién a través de
los afios “®. Un ejemplo clave es el gel de imiquimod, el cual, mediante la incorporacién de liposomas
en la formulacién, mejora la absorcién transdérmica y disminuye la toxicidad ligada al farmaco®. Por
otra parte, la formulacion de una sal sédica de heparina en forma de gel es otro caso patentado que
se puede destacar. En el mercado existen formulaciones semisélidas destinadas a la administracion
dérmica de heparina, utilizados por ejemplo en venas varicosas, riesgo de trombosis venosa superficial
o bien en dermocosmética. Estas formulaciones liposomales con heparina y una mezcla de enzimas
proteoliticas encapsuladas, se asocian con una mayor permeacion y por lo tanto mayor eficacia del
principio activo®.

En cuanto a los agentes antisépticos, estos pueden incorporarse mediante preparaciones liposomales en
hidrogeles, los cuales son un vehiculo muy adecuado que se relaciona con una actividad tépica amplia, un
ejemplo clave es la povidona yodada encapsulada en liposomas para administrarse en una formulacion
en hidrogel®". También se destaca el azufre liposomal en preparaciones semisélidas para el tratamiento
de enfermedades dermatoldgicas. Bajo esta invencion se mejoran las caracteristicas farmacocinéticas y
farmacodinamicas del azufre, lo que genera una formulacidn con buenas propiedades organolépticas,
permite el control de la liberacién de la dosis, evita efectos toxicos y se relaciona con mayor tolerabilidad
y facilidad de aplicacidn. Estas invenciones se relacionan con multiples ventajas galénicas y tecnoldgicas
que benefician la clinica y farmacoterapia de las enfermedades seborreicas en la piel?.
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Conclusion

La nanotecnologia aplicada en la formulacién de formacos constituye una herramienta exitosa. El uso
de liposomas en las formas farmacéuticas semisélidas demuestran ser una opcién eficaz para la admi-
nistracion por via tdpica de diversos principios activos. Los estudios consultados evidencian que los
farmacos presentes en las formulaciones semisélidas liposomales logran atravesar la piel eficiente-
mente para ejercer sus efectos farmacoldgicos en el tratamiento de distintas enfermedades. Ademas,
la via de administracion tépica o a través de la piel es una alternativa sencilla, rapida e indolora para
los pacientes. Por lo tanto, es importante que se continte con el desarrollo de estudios y formulaciones
liposomales de uso topico que permitan alcanzar la seguridad y eficacia de diferentes terapias.

. . ’
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Resumen

Introduccion: El compuesto natural no sulfatado, el 4cido hialurénico (HA), es un mucopolisacérido que tiene un
papel esencial en la biologia celular, es un elemento fundamental de la célula viva. Ha juega un papel esencial en
la administracion dirigida de medicamentos, recientemente ha adquirido mucha atencién debido a varias ventajas
como la biocompatibilidad, la biodegradabilidad, la no inmunogenicidad y la no toxicidad.

Métodos: Esta revisidn narrativa se basa en la literatura buscada en PubMed y la base de datos de Elsevier desde
enero a mayo de 2021 utilizando las siguientes palabras clave: “Hyaluronic acid”, “Hyaluronic acid in cancer thera-

py”, “Hyaluronic acid in cancer targeting”, “Hyaluronic acid in drug targeting”. Se consideraron las investigaciones
publicadas en los dltimos cinco afios, sin embargo, en las referencias cruzadas, no se siguid tal linea de tiempo.

Resultados: A partir de la literatura, se encuentra que HA puede reconocer distintos receptores que se revelan
anormalmente en grandes cantidades en la superficie exterior de tejidos o células cancerosas; por lo tanto, se pue-
de usar para la conjugacién con farmacos contra el cancer, lo que facilita su actividad terapéutica mejorada sobre
las células cancerosas que las células normales. También se encuentra que los sistemas de administracién de far-
macos basados en HA proporcionan mayor estabilidad y solubilidad de los agentes anticancerigenos en entornos
bioldgicos. Con base a estos hallazgos y ventajas, el HA se ha investigado abundantemente como un biomaterial
prometedor para la evolucién de varios sistemas de administracién como micelas, liposomas, hidrogeles, nanopar-
ticulas, etc. Segun investigaciones recientes, el sistema basado en HA proporciona inmunoterapia, terapia génica,
quimioterapia dirigida y terapia combinada con enormes aplicaciones en la evolucidn de una terapia altamente
eficaz y rentable para el tratamiento del cancer.

Conclusién: Esta revisién evalla y resume los enfoques y estrategias recientes para disefiar y evolucionar diversos
sistemas de administracion de farmacos basados en la HA para el tratamiento del cancer.

Palabras clave: Acido hialurénico, cdncer; Administracién/ dosificacién; nanoparticulas; Terapia combinada

Abstract

Introduction. The non-sulfated natural compound, Hyaluronic acid (HA), is a mucopolysaccharide that has an es-
sential role in cellular biology; it is a fundamental element of the living cell. HA plays an essential role in targeted
drug delivery; it has recently acquired much attention because of various advantages like biocompatibility, biode-
gradability, non-immunogenicity, and non-toxicity.

Methods. This narrative review is based on the literature searched with keywords Hyaluronic acid, Hyaluronic acid
in cancer therapy, Hyaluronic acid in cancer targeting, Hyaluronic acid in drug targeting, was done on PubMed and
Elsevier database from January to May 2021. Research published in the last five years was considered; however, no
such timeline is followed in cross-referencing.

Results. From the literature, it is found that HA can recognize distinct receptors that are abnormally revealed in
large numbers on the outer surface of cancerous tissues or cells; hence can be used for conjugation with anticancer
drugs, facilitating their enhanced therapeutic activity over the cancer cells than normal cells. It is also found that
HA-based systems also provide increased stability and solubility of anticancer agents in biological surroundings.
Based on these findings and advantages, HA is conjugated with various delivery systems like micelles, liposomes,
hydrogels, nanoparticles, etc. As per recent research, the HA-based system provides immunotherapy, gene therapy,
targeted chemotherapy, and combination therapy with enormous applications in the evolution of highly efficacious
and cost-effective therapy for the ministration of cancer.

Conclusion. In this context, various literatures on HA as adjuvant for drug delivery system for cancer targeting rep-
resents the HA as a potential adjuvant for cancer treatment.

Keywords: Hyaluronic acid; Cancer; Administration & dosage; Nanoparticles ; Combined Modality Therapy

Highlights
» Hyaluronic acid (HA), is a mucopolysaccharide present in almost all living beings, and has an essential
role in cellular biology.

« HA has advantages like biocompatibility, biodegradability, non-immunogenicity, and non-toxicity.

« HA can recognize distinct receptors that are abnormally present in large numbers on the outer surface
of cancerous tissues or cells.
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« HA is a promising biomaterial for the targeted delivery of anticancer agents alone or in combination
with various other delivery systems like micelles, liposomes, hydrogels, and nanoparticles.

Introduction

Cancer is a disorder with uncontrolled cell growth and proliferation, which can sometimes be followed
by metastasis. A neoplasm or tumor is a collection of cells that have grown out of control. They might
form a lump or a mass but can also be dispersed.

CARCINOMA

Fig 1- Classification of Cancer-based on histological characteristics?

Itis considered one of the fatal diseases, accounting for approximately 6 lakh deaths in 2020, and it was
expected that this statistic would increase in millions in the next ten years. A coarser classification of
histological based cancer is diagrammatically presented in Fig 16,

The establishment of successful cancer treatment has become the priority of researchers in the medi-
cal field. Chemotherapy is widely used as it involves drugs that regulate various mechanistic pathways
like paclitaxel, docetaxel, doxorubicin, cisplatin, etc.”, However, chemotherapy is associated with
systemic toxicity like nausea, fatigue, neutropenia, thrombocytopenia, etc.®.To overcome these lim-
itations, the chemotherapeutics were coupled with materials or macromolecular ligands that would
selectively bind with the expressed or overexpressed receptors macromolecules, on the outer surface
orinto the interior of diseased cancerous cells and hence facilitate the localization of drug at the target
site reducing the undesirable effects as well as the dose of the chemotherapeutic agents for maintain-
ing the required concentration at the desired target site. Various targeting materials were analyzed,
and based on the biocompatibility and biodegradability properties, much attention was given to nat-
ural degradable polymers'i.
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Nanotechnology can precisely target anticancer agents to cancerous cells, lead to selective tumor deg-
radation, and increase the therapeutic safety and effectiveness of all types of cancer therapy available.

Glycosaminoglycans (GAGs), an amino group-containing, non-complex polysaccharide, are made up of
2 distinct monosaccharide moieties attached in a repeated manner (uronic acid followed by an amino
sugar (N-acetylglucosamine or N-acetylgalactosamine)). GAGs are found on the outer surface of cell
membranes and in the interior site of cells. GAGs are essential in cell signalling, including cell growth,
proliferation, cell adhesion enhancement, anticoagulation, and wound healing. They bind and regulate
different proteins. Example of the most explicit Glycosaminoglycans includes: - keratan sulfate, chon-
droitin sulfate, heparan sulfate, heparin, and hyaluronic acid. Among all GAGs, the hyaluronic acid (HA)
structure is the most straightforward because it does not have the sulfation of functional groups. This
sulfation of the functional group occurs in the golgi apparatus for the other GAGs™" .

Methods

This narrative review is based on the literature searched in PubMed and the Elsevier database from
January to May 2021 using the following keywords: “Hyaluronic acid”, “Hyaluronic acid in cancer ther-
apy”, “Hyaluronic acid in cancer targeting”, “Hyaluronic acid in drug targeting”. Research published in
the last five years was considered; however, no such timeline is followed in cross-referencing.

Results and Discussions

HA was first discovered as a non-complex linear-shaped biomolecule (polymer|) from bovine eyes in
1934.99 |t is considered the vital portion of the extracellular matrix (ECM). It was further reported that
HA plays a vital role in cell survival and maintains the structural wholeness, integrity, and stability of
the cells and tissues."?** Cancer cells show abnormal accumulation of a large number of receptor pro-
teins on the outer surface of a cell membrane that can recognize and bind to HA, as compared to nor-
mal cells, like the receptor for hyaluronic acid-mediated motility (RHAMM), the lymphatic vessel endo-
cytic receptor (LYVE-1), and cell differentiation 44 (CD44) which supports the concept of HA-mediated
selective tumor targeting.®”

Chemical coupling of an anticancer drug with HA works by altering both the pharmacokinetics and
pharmacodynamics of the drug. Coupling alters the solubility of the drug, altering release from formu-
lation also its distribution in the body. This alteration in solubility can also increase the concentration
at the site of action, which finally increases the pharmacological benefits of the drugs.®® Further study
revealed that HA became a suitable candidate for chemical modification due to specific functional
groups like hydroxyl, carboxyl, and N-acetyl, contributing to increased absorption, sustained release,
improved drug targeting, etc. In this review, a brief discussion on using HA-based drug delivery sys-
tems to mitigate some previous problems associated with non-targeted delivery of toxic antineoplastic
agents is also done.®”

Source and structure of HA
HA was first recognized in 1934 by Meyer and Palmer and identified chemically in 1936.%%

Sources of HA:

The sources of HA include tissues and fluids of vertebrates, ECM, and some species of bacteria. At the
tissue level, HA is present in connective tissues like synovial medium, vitreous body, umbilical cord,
and in integuments, cock’s combs, the dorsal fin of amphibians, brood spot of the birds, reproductive
skin of monkeys, and the sex organs of fish, birds, and mammals. However, the HA content of the vit-
reous body of mammals and birds was found to get increased with age.**?” The HA is also found in an
intercellular matrix, golgi complex, synoviocytes (integumentary cells of the synovial membrane), vac-
uoles, and fibroblasts. In addition, HA is also regarded as a component of articular cartilage and skin.
The bacteriological source includes hemolytic streptococci strains A and B.2Y
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Structure of HA:

HA is an anionic linear mucopolysaccharide with molecular weight ranging from 4 - 2000 k Daltons.??
It is chemically made up of alternate two monosaccharide units of N- acetyl-D-glucosamine and D-glu-
curonic acid and linked by glucuronide bonds and glucosaminide bonds via respectively 3-(1»3) and
B-(1>4). In other words, HA is mentioned as a homopolymer of the hyaluronic acid, a disaccharide. The
structure represented in Fig 2, suggests that HA does not possess intramolecular covalent bonds.®

6H n

HA-X CONJUGATE
X= Drug

Fig 2- Depicting conjugation of Hyaluronic Acid with the Anti-Cancer Drugs

Extraction and isolation of HA

The first isolation of HA took place in 1934 by Meyer. He isolated HA from the vitreous body of cattle,
performing an aqueous-acetone extraction process."® Selyanin et al. (2015) reported that Sewage also
isolated HA in the same year but from human umbilical cords using an aqueous-chloroform extraction
process. In 1936, HA was isolated from pig eyes’ vitreous bodies and bovine blood.?* For the first time,
bacterial isolation was performed in 1937 by Kendall et al., including hemolytic streptococci sp. Up till
now, many forms of isolation and extraction processes existed. However, all extraction methods deal
with two common principles; first, the HA must undergo sequential breaking of its structures at each
stage of localization, including homogenization, crushing, etc. Second, the HA must experience maxi-
mum contact with the extractants. It was found that the integrity of cellular structures of HA was broken
down in disintegrators or by enzymatic action, or by using organic solvents and detergents, facilitating
the isolation of HA from the complexes with other mucopolysaccharides and proteins®:2),

HA is extracted from tissues after the removal of traces of blood. Tissues are treated either with acetone
or 95% ethanol in chloroform or with 90% acetic acid with sodium acetate. Washing is performed about
5-10 times till a clear solution is obtained. After washing, to avoid oxidative destruction, the washed
tissues were either kept conserved in 95% v/v ethanol in a chamber having a temperature range of
4-22°C or subjected to a dried stream of acetone for an extended period. The obtained tissues were
then crushed, dried, and swollen in 95% v/v ethanol or distilled water. Then the eye’s vitreous body and
joints synovial fluid were purified from the treated tissue and were filtered. The extraction of HA from
marine sources- fish eye is represented though a flowchart in Fig 3%
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Extraction of HA from HA-protein complex occurs by (a) ultrafiltration, (b) Electro-dialysis, (c) Precipitat-
ing with cetylpyridinium, (d) Extraction with 90% phenol, sodium acetate, or chloroform-amyl alcohol
mixture, (e) hydrolysis by papain enzyme, and (f) adsorption on activated charcoal. On the other hand,
extraction of HA from HA- mucopolysaccharide complex occurs by (a) Electrophoresis, (b) Hydrolysis by
enzymes, namely papain, trypsin, and pronase, or by 18 % HCl, (c) Precipitating with cetylpyridinium
chloride, (d) lon-exchange chromatography, and (e) Addition of salts of heavy metals.

| FISHEVEBAL |

Mechanical or manual extrusion | .
cu

' Clarification (filtration or centrifugation)

| Solid wastes (eye rests) | VH

centrifugation Enzyme proteolysis

Fish meal }‘7 — — —I SED | | SUP |

UF(>100kDa) ‘ Permeation, concentration

|
RET | | PER |
> Alkaline-EtOH proteolysis (at low T) centrifugation

EtOH-Rectification Sup SED
Neutralization Redissolution

Nucleic acids adsorptio el

By hydroxyapatite column

UF/ DF(300kDa)

LR

Lyophilization
HA purified wool (99.8%) |

Fig 3- Flowchart depicting the extraction of Hyaluronic Acid from Marine sources (Fish)

Captions - HA: - Hyaluronic Acid; VH: - Vitreous Humor; SED: - Sediment; SUP: - Supernatant; PER: - Per-
meate; RET: - Retentate; UF/DF: - Ultrafiltration-Diafiltration technologies; Et OH: - Ethyl Alcohol

The extracted HA is again subjected to reprecipitation with ethanol and cetylpyridinium chloride, fol-
lowed by sterile acetone washing. The residue is then concentrated in a lyophilic dryer or vacuumed
over phosphorus pentoxide. The purified and isolated HA obtained are stored at a temperature not
more than - 18° Cin dry form.?

Significance of HA in cancer therapy

The tumor microenvironment is becoming increasingly important in determining neoplastic cell ag-
gressiveness. The glycosaminoglycan hyaluronan is a major component of the tumor stroma and the
surfaces of cancer cells, and its increase can significantly impact patient survival. HA is abnormally
over-expressed by the vast number of cancerous cells, specifically tumor-developing cells. Since HA is
implicated in various cancer-related malignancies (including enhanced cell proliferation, migration, in-
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vasion, angiogenesis, and chemo-resistance), blocking HA synthesis/signaling or reducing HA in tumor
stroma might be a viable treatment approach for oncogenesis. The capacity of hyaluronan to interact
with numerous signaling receptors, which frequently activate pro-angiogenic and pro-tumorigenic in-
tracellular pathways, determines its activity. CD44 receptor that can recognize and bind with HAis over-
expressed in pro-oncogenic and oncogenic cells and is associated with tumor progress, metastasis,
and infiltration. The process is expressed in Fig 4. As a result, high levels of HA are identified in various
types of cancer.

Membrabe surface
enlarged view

overexpressed

uncontrolled cancer cell growth

Q HA

J< drug

lipid bilayered
cell membrane

Fig 4- Depicting HA-mediated selective tumor targeting by overexpressed cell surface receptors- CD44, RHAMM,
LYVE-1.

Role of HA in Cancer Chemotherapy

The presence of specific hydrophilic functional groups in HA, like hydroxyl, carboxyl, and acetamido
groups, enabled intracellular hydrogen bonds, which provide polarity, hydrophilicity, and enhanced
solubility of the molecule or drug. Such properties were used in the self-assembling of micelles and
nanoparticles. The pKa of the carboxyl group is within 3-4, which allows HA to get dissociated in the
physiological conditions. Hence, HA is a negatively charged anionic biomaterial that can react and
combine with positively charged cations like sodium or potassium ions in the biological fluids to form
respective hyaluronates. These properties support carriers’ improved loading capacity, controlled
drug release, and increased active targeting!'>°.

HA could be conjugated with the drug directly by a covalent bond to form HA-drug conjugates, which
are not easily hydrolyzed or enzymolysis in the circulation, facilitating effective targeting and release of
the drug. Such conjugates also enhance the drug’s solubility, distribution, and half-life, enhancing the
osmotic retention effect and increasing drug concentration at a site or near the cancerous cells, show-
ing better drug efficacy. Various cancers in which HA is used as carrier is presented in Fig 5.%°
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APPLICATION
OF HAIN
DIFFERENT
CANCER

Fig 5- Role of HA in different Cancer types

It was observed that these conjugates provide controlled release and targeted effect. The tolerable
alterations in the chemical structure of HA could be done on the three principal functional groups,
i.e., carboxyl, hydroxyl, and acetylamino groups, which are responsible for the activity. Cai et al.
evolved a delivery system by chemically connecting the antiproliferative drug cisplatin to HA, increas-
ing the cisplatin concentration in lymphatic vessels, reducing systemic toxicity, and preventing early
metastasis.?® Similarly, Xin et al. (2010) developed HA-amino acid- paclitaxel conjugate by conjugating
HA with paclitaxel via an amino acid-based cross-linker. It was observed that the presence of amino
acids in the conjugates promoted the activity of esterase upon the conjugate, which enabled rapid
release of paclitaxel, resulting in the early onset of action. Thus, it could be stated that HA-drug conju-
gation can switch or regulate the drug’s release profile and rate, influencing the therapeutic activity of
cytotoxic antitumor drugs.?”

Some instances show that some drug delivery carriers are surface-functionalized with HA, which aids
in extending the circulation time of the carrier because of the biological origin of the HA, resulting in
a sustained release pattern of the drug molecule from the drug delivery system®. In a very similar
manner, HA- modified polylactic acid-glycolic acid copolymer nanoparticles (HCDs) were developed
that showed = 80% cumulative drug release in vitro in 14 days, indicating a sustained release profile,
also showed an increased cellular uptake by cancer cells indicating an effective antitumor activity®.

Another concept in drug release and target effect via HA deals with its degradation by intracellular hyal-
uronidase or other enzymes. This concept became apparent from work conducted by Chen et al. (2018)
where he prepared HA-coated Zr (IV)-based porphyrinic metal-organic framework (PZM) nanoparticle
loaded with a-cyano- 4- hydroxycinnamate (CHC), monocarboxylate transporter 1 (MCT1) inhibitor
molecule. HA facilitated the active targeting of the nanocarrier to the tumor cells. After reaching the tar-
get site, the system gets attacked by the hyaluronidase enzymes that degrade HA and release drugs to
inhibit the activity of MCT1¢%, Similarly, Gotov et al. (2018) prepared Docetaxel-loaded Gold nanopar-
ticles (AuNPs), surface covered with HA via a linker molecule, cathepsin B-cleavable peptide (GFLGC).
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It was observed that HA improved the targeting of the AuNP in the diseased cancerous cells site, where
the required high concentration of cathepsin B detached the GFLGC-linked HA via proteolysis, resulting
in a sudden release of DTX and increased antineoplastic effect®". Hence, it could be inferred that HA
is a versatile biomaterial that could be morphed either by modifying the functional groups within the
structure or by surface functionalization via some linkers or polymers, resulting in modifying the re-
lease rate of the drugs as well as triggering active targeting in the tumor microenvironment.

Application of HA in cancer therapy

HA comprises distinct functional groups that help encapsulate active drugs or adsorption of macro-
molecules®. These properties make HA suitable for incorporating novel delivery systems and provid-
ing a platform for synergistic cancer treatment. HA-based delivery systems are selectively targeted to
diseased cancerous cells based on the enhanced permeability and retention (EPR) effect and the reac-
tions between HA and HA receptors, Namely RHAMM, LYVE-1, and CD44. Moreover, a negative surface
charge on the HA-based delivery system allows its escape from the reticuloendothelial system (RES),
improving the delivery of drugs in the diseased cancerous site®?. For these reasons, HA-based drug
delivery systems have been extensively explored. The HA-based delivery system for cancer treatment
includes micelles, liposomes, hydrogel, polymersomes, and nanoparticles and are presented in Fig 6.
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Fig 6- HA-based NDDS

HA and its derivatives as carriers

HA and its chemically modified analogs can attach to specific receptors on the cell surface in various
tissues, including the lymphatic arteries, kidneys, liver, and most cancerous tissues. The unique inter-
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action of these systems with their specific receptors might be used to deliver drugs to locations and
can be used as a system for targeted delivery of drug molecules. HA and other systems derived from
chemical alteration in the HA have been widely used as vehicles or conveyors for specific delivery of
giant biomolecules such as nucleic acids, proteins, peptides, and numerous drugs with large complex
structures or structurally simple but having non-drug like characteristics.

For sustained-release therapy, HA can be utilized as a medication carrier. However, its poor steadiness
is a negative factor in its utilization for gene vector delivery. In that case, it becomes essential to chem-
ically alter HA to bring such changes that can further increase its steadiness or stability. HA is quickly
destroyed in the human body by an enzyme called hyaluronidase. This degradation can be avoided
by adding some foreign material to it. Compound, having a nitroxide-moiety preserve hyaluronic acid
from degradation. An inhibitor of hyaluronidase also prevents hyaluronic acid breakdown by decreas-
ing the activity.

Incorporating foreign material to protect HA-based systems against degradation allows us to utilize
its drug carrier system in cancer treatment therapy. The HA receptor CD44 is now reported to be over-
expressed in numerous tumor cells and expressed significantly less on the outer surface of the cell
membrane of neuronal cells, hematopoietic cells, and epithelial cells. The drug chemical moiety is co-
valently joined or connected to the carrier because of the carrier’s specific drug delivery mechanism.
The medication is delivered to the desired diseased neoplastic cells, tissues, or organs via the carrier’s
characteristic of specific and targeted recognition phenomenon inside the human beings.

Drug distribution into the body is dependent and characterized by the carrier’s specific properties.
At the moment, tumor-targeted treatment has used chiefly the EPR principle. The most widely used
mode of active targeting includes the specific interaction between the carrier system and one of the
biological components inside the body mainly located nearly or into the desired targeted site in colos-
sal amount compared to its distribution or occurrence in other locations in the body. These biological
components may be the specific sequence of polypeptides, antibodies, or the receptors’ protein mol-
ecules. HA can specifically interact and combine with receptors and protein molecules and therefore
plays a vital role in various biological processes, such as angiogenesis, regulation of cell division pro-
cesses, repairing damaged or injured tissues, and formation of human tissues. HA and its chemically
altered modified derivatives as drug delivery or conveyor system for the effective treatment of various
diseases via several medicaments such as anesthetics, anti-inflammatory, and antitumors.

A specific example of HA-based drug delivery is 5-fluorouracil (5-FU). The 5-FU is a first choice or line
drug to prevent and mitigate various cancers, including breast, neck, head, and colorectal. 5-FU has
high toxicity for skin, GIT, heart, nervous system, and blood and blood-forming components; toxicity in
skin includes mainly sensitization and dermatological reactions. 5-FU is a fluoropyrimidine that is still
widely considered the gold standard for various malignancies, from various types of cancer to immu-
nological diseases. Due to its high toxic effects on various organs, targeted delivery is needed to limit its
distribution in the body to a specific desired diseased area. 5-FU-loaded HA composite microparticles
have a favorable drug release profile, making them a potential delivery method for the controlled re-
lease of chemotherapeutic medicines in cancer treatment.

HA-based micelles for treatment of cancer

The concept of drug delivery by micelles formation has the drawback of balance between hydrophilic-
ity and lipophilicity of drug molecule, concentrated but lesser amount of drug-carrying capacity, low
stability and unrequired predestination release of the drug, etc. These problems give rise to a new and
more advanced drug delivery system: the prodrug micelles system. Some studies show that the mi-
cellar prodrugs can be effectively used to develop such a system based on HA for the treatment of the
various types of neoplasms and malignancies®”.

Micelles are colloidal dispersions composed of amphiphilic moieties ranging from 20-100nm. Self-as-
sembled polymeric micelles are conjugated with HA to form an amphiphilic nanocarrier. The hydro-
phobic core of the HA-based micelles allows encapsulation of hydrophobic drugs by chemical, physical
and electrostatic interactions. In contrast, the hydrophilic surface allows increased system circulation
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to accumulate in cancer cells via the EPR effect. Also, coating HA with positively charged nanocarrier
offers enhanced antitumor activity®*.

« As for almost 90% of drugs, the principal transfer route for the doxorubicin is passive diffusion from
the lipid bilayered cell membrane and nuclear membrane, and it is concentrated within the cell nu-
cleus and causes cells to undergo apoptosis®®. Lammers et al. (2009) found that doxorubicin (DOX)
prodrug micelles based on poly (ethylene glycol)-b-poly(N-(2-hydroxypropyl) methacrylamide-lactate)
and DOX-MA (DOX methacrylamide) showed more pronounces effect for the cancer cells progression
and spreading. Drug targeting from these micelles also showed a higher survival rate of neoplastic cells
in B16F10 melanoma (mice model). The DOX micelles were more therapeutically effective in the cancer
model (B16F10 melanoma) than the drug solution. It was also found that the subjects’ encounters with
the DOX micelles were a long time of survival compared to those who only took the DOX drug solution.
One more benefit of micelles is that they show no adverse effects observed with the drug solutions at
the same dose with the same route.®”

« Yin and his group (2015) prepared micelles of conjugated HA- Paclitaxel (PTX), having a disulfide bond
(HA-ss-PTX) that can be broken down by redox reactions for the treatment of breast adenocarcinoma®®.

« Lee et al. (2009) prepared DOX-loaded HA- PLGA micelles to improve the cellular uptake of DOX in
tumor sites and established its cytotoxicity in human colon cancer cells (HCT-116)¢°.

« Lietal (2012) developed PTX-packed self-assembled micelles conjugated with hyaluronic acid-deoxy-
cholic acid; these conjugates are redox-sensitive and are used to determine intracellular targetability in
adenocarcinoma of human breast cells®*®.

« Choi et al., (2012) prepared a micelle for the PEG-HA conjugation system that enclosed the Irinotecan
(IRT) within the lipophilic cores of the micelle for the treatment of colon cancer®.

« Qui and his associates (2014) formulated a pH-responsive-based micellar delivery system by conju-
gating HA with lipophilic poly(L-histidine) (PHis) to determine the targeting property of the carrier sys-
tem in the breast cancer cells (MCF-7)1“.

« Thomas et al. (2014) prepared paclitaxel (PTX) packed self-assembling, biodegradable micelles con-
jugated with HA to target HA-responsive CD44 receptors for cancer treatment into an artificial cell line
neck and head cancer cells (SCC7)“Y.

« Shin and his associates (2017) developed a micelles system that selectively responds to the MMP9
(matrix metalloproteinase 9). This system is comprised of OVA peptide and PEGylated HA for the mu-
rine cervical cancer cells (TC-1) model“?.

» Mao et al. (2019) prepared a prodrug micelle that selectively responds to GSH. It comprises DOX, HA,
and amphiphilic ferrocenium-tetradecyl (Fe-C14) to treat prostate cancer (PC3)“.

HA-based liposomes for cancer therapy

Liposomes are amphiphilic and made up of a phospholipid bilayer, having a diameter ranging from
50-100nm. In liposomes, the hydrophobic core aids in the entrapment of hydrophobic drugs, whereas
the hydrophilic part aids in transporting hydrophilic drugs in the aqueous surroundings. Nowadays,
liposomal nanoparticle-based drug delivery systems can be taken as the advances in the applicability
of nanotechnologies for advancing cancer therapy. These day-by-day growing technologies have many
benefits over widely prevalent conventional preparations of liposomes for cancer mitigation. The ad-
vantages are lesser toxicity, control over the time and rate of release pattern of API constituent from the
preparation, increased physical stability inside the body, and biocompatibility.*

Liposomes were also approved for drug delivery due to their longer circulation time into the blood, en-
hanced penetration ability, and controlled diffusion properties. However, liposomes exhibit limitations
like poor in vivo stability and drug loading maintenance*.

« Taetz et al. (2009) developed positively charged HA - liposomes modified with dioleoyl phosphatidy-
lethanolamine / 1,2-dioleoyl-3- trimethyl ammonium propane (DOPE/ DOTAP) for targeting anti-telo-
merase siRNAs into the cells positive for CD44 for the mitigation of lung cancer.
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« Wojcicki et al., (2012) formulated HA-DOPE liposomes for transfecting the lung cancer cells.*

« Rivkin et al. (2010) formulated liposomal preparation containing 1,2-Dilauroyl-sn-Glycero-3-Glycerol
and 1,2-Dilauroyl-sn-Glycero-3- Phospho-ethanolamine, encapsulating paclitaxel (PTX) for the treat-
ment of colon cancer (CT-26), which was further coated with HA by a covalent bond“®.

« Similar advantages were observed when Yang et al. (2013) prepared cationic paclitaxel phosphati-
dylcholine liposomes, electrostatically conjugated with HA for targeting colon cancer (HCT 116) and
Melanoma (B16).4"

« Peer and Margalit (2004) also prepared liposomes coated with HA-containing the lipids like choles-
terol, phosphatidylethanolamine, and phosphatidylcholine for encapsulating mitomycin C in treating
lung cancer."®

HA-based hydrogel for cancer therapy

Hydrogels are hydrated 3D polymeric networks capable of absorbing 10 - 20% water. They are highly
porous in structure which helps them deliver drugs in a predetermined mode that, in turn, depends
upon the drug-carrying capacity within the gel matrix.

Hydrogels have recently gained so much attraction from researchers as polymeric systems for the evo-
lution of biomaterial, owing to their sensitivity and responsiveness to various stimuli and their easily
manipulated characteristics. These polymeric systems are very similar to natural soft tissues because
of the similarity in their flexibility, softness, and a considerable amount of water carrying capacity. So,
these gel systems can become a suitable alternate indisputably for the ECM.

Unique properties of these complicated 3D polymeric hydrogels, researchers have gained notable de-
velopment in tumor diagnosis, reconstruction of tumor models, and other relative therapies“®.

However, the hydrogel has some demerits, including poor mechanical strength, and is prone to deg-
radation. Hence, structural alternations like chemical modifications and covalent cross-linking were
performed to conjugate HA with hydrogel for a logical and effective drug delivery system*.

« Bajaj et al. (2012) prepared PTX-loaded HA-hydrogel to mitigate ovarian carcinoma.

« Jhan et al. (2015) formulated HA-Dox nano-complex, later coated with Pluronic F127 to form a ther-
mosensitive hydrogel to treat colon cancer (C26)*°.

« Cho and his associates (2015) developed platinum nanoparticles cross-linked with HA-coated hydro-
gel (PtNP/HA gel) against ovarian cancer®?,

« Fu et al. (2015) developed dual stimuli-responsive DOX-loaded hydrogel and conjugated it with thio-
late HA to treat nasopharyngeal carcinoma (CNE2)®?,

« Ueda and his associates (2016) incorporated IFNa into HA-coated hydrogel to mitigate metastatic can-
cer of renal cells®?.

« Shin et al. (2017) prepared HA-conjugated vaccine adjuvants comprising hydrophobic monophos-
phoryl lipid, QS21, and imiquimod (R837) against ovarian cancer.**

« Yang G et al. (2017) developed methacrylate-linked HA hydrogel loaded with DOX to mitigate liver
cancer, facilitating enhanced targeting of the anticancer agents at the tumor site®.

HA-based nanoparticles for cancer treatment

Nanoparticles (NPs) like gold NPs (AuNP), silica-based NPs (SiNPs), magnetic NPs, quantum dots, ce-
ramic NPs, and carbon-based NPs, are widely used for cancer treatment. However, nanoparticles ex-
hibit certain drawbacks like less specificity and increased cytotoxicity. Thus, the surface of the NPs was
modified with biopolymers for functionalization, resulting in the emergence of cancer theragnostic.
Hence, surface modification of NPs with HA provides a system with much biocompatibility and specific
cell targeting ability®.
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« Lietal. (2017) synthesized HA-coated mesoporous silica NPs (MSN NPs), loaded with PTX for targeting
MCF-7 breast cancer cells®®.

« Fu et al. (2017) synthesized HA-DOX NPs, which showed an enhanced water solubility profile of DOX
and increased accumulation in liver cancer cells (HepG2)©".

+ Lee et al. (2014) prepared calcium phosphate NPs (CAP-NPs) and conjugated them with DOPA and HA
to efficiently deliver siRNA to the solid tumor site®®®.

» Wang et al. (2014) synthesized HA conjugated quantum dots (HA-QD) that function as CD44+ over-
expressed tumor cell-targeted imaging probes. The synthesized HA- QDs exhibited improved fluores-
cence stability in biological fluids, which help target CD44+ breast cancer cells without causing cellular
cytotoxicity®.

« Yang et al. (2017) also prepared QDs, coated with magnetic Prussian blue conjugates and HA (HA-PB-
QD), functioning as cancer cell theranostics. It was observed that HA-PB-QD was significantly taken up
by the CD44+ cervical carcinoma cells (HeLa cells) due to the coexistence of HA and magnetic natured
PB),

« Yun et al. (2004) prepared HA-cross-linked NP encapsulating 3-gal plasmid to deliver DNA in cancer
therapy©¥.

« Liu et al. (2015) synthesized 5 FU-loaded HA-SiNPs to increase the therapeutic activity of 5-FU in co-
lon cancer cells. HA-SiNPs provided sustained release of 5 FU and inhibited its rapid clearance. The
clearance was delayed because of the surface modification on the NP’s surface, which involved an EDC
reaction between the amine group of SiNPs and the carboxylic group of HA, which further facilitated an
enhanced cellular uptake SiNPs by the cancer cells®?.

« Cho et al. (2011) prepared DOX-loaded ceramide-HA (HA-CE) conjugated NPs for targeted delivery in
breast cancer cells (U87-MG and MCF-7). They developed similar DOX-loaded HA-CE NPs, to treat CD44+
squamous cell carcinoma (SCC7)®3,

« Wang et al., (2016) developed PTX-loaded HA-NLCs for improved therapeutic activity against ovarian
cancer®,

Gene Conjugation

Genetic material can be delivered from 2 different modes using non-viral and viral vectors. Non-viral
vectors have a lower capacity and efficiency of transfection (gene). Adeno-associated viruses, lentivi-
ruses, and retroviruses are examples of viral vectors and are more effective for inserting a new gene
into a host. Despite the high capacity and efficiency, the viral vectors are not commonly used because
they infect the host and cause toxic and immunological responses that are undesirable or, in some cas-
es, not tolerable. These limitations avoid using viral vectors and turn the choice toward the non-viral
vectors. Non-viral vectors also provide the advantages of conjugation for targeted delivery and have
the capacity to load a high amount of genes per unit vector®.

Oligonucleotides surface coated NPs have recently gained attraction for their usefulness in gene ther-
apy. These Oligonucleotides surface coated NPs structures exhibit high cell uptake and more effective
gene transfection without utilizing other transfection agents®.

Above all, these Oligonucleotides surface coated NPs exhibit enormously efficient gene-regulating
abilities, lesser toxicity, least immune responses, and resistance to destruction by the enzyme nucle-
asel*ets),

Oligonucleotides surface-coated NPs may be applicable for gene therapy and gene delivery.

« Park et al., 2013- HA-siRNA/LPEI complex was prepared in the hope of its applicability in gene silenc-
ing; they conjugated siRNA to HA (polyanionic and flexible). Finally, the targeted systemic introduction
of the HA-siApoB/LPEI system effectively down-regulated ApoB mRNA levels in the liver carcinoma.
The targeted specific HA-siRNA complex system may potentially be applicable in mitigating liver can-
cers and other malignancies®.
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« Yin et al. (2015) suggested that ‘Cyclodextrins have mainly been explored to enhance membrane
permeability, improve bioavailability, and mitigate the toxic effects of substances. Activation of CD44
increased its downstream processes, leading to cancer cell proliferation, metastasis and progression.
Due to the selective interaction between CD44 receptors and HA can be used in cancer treatment (CD44
positive). This system is based on HA-conjugated 3-CD-OEI-HA polymer B-CD star polymer with multi-
ple oligoethylenimine (OEI) arms). This polymer showed non-toxicity and has more capacity to incor-
porate pDNA and selectivity for efficiently introducing a gene in CD44-positive cancer cell lines (MDA-
MB-231 breast cancer cells). Finally, the increased survival of cancerous cells and effective cell division
mitigation demonstrates its high potential for gene delivery in various malignancies, including cancers
that are CD44 positive™.

The various HA-based drug deliveries developed in the last decade to improve target ability and in-
crease the therapeutic activity of various anticancer drugs in cancer therapy have been summarized
in Table 1.

Table 1: The various HA-based drug delivery systems developed in the last decad

S. No. Cancer Therapeutic candidate Observations Refe.
HA-based Drug (direct) conjugation
1 Human colon Paclitaxel-HA Significantly fewer toxic effects, Provide (71)
cancer more excellent selectivity
2 Human breast cell Doxorubicin-HA The high anticancer effect, less cardi- (72)
carcinoma ac toxicity, Greater inhibition effect,
long-lasting release
3 Murine cervical HA-ovalbumin Fewer side effects, targeted delivery, less (73)
cell carcinoma toxicity
4 Mammary carci- | R848 (Immuno), HA-doxoru- The high anticancer effect, less cardi- (74)
noma bicin (chemo) ac toxicity, Greater inhibition effect,

long-lasting release

HA based micelles

5 Squamous cell 5B-cholanic acid-HA, Increased accumulation, Effective (40)
cancer paclitaxel intracellular uptake, High drug-carrying
capacity for lipophilic drug
6 Breast cancer Deoxycholic acid-HA, Low systemic toxicity, Increased accumu- (38)
paclitaxel lation, Effective intracellular uptake, High
drug-carrying capacity for lipophilic drug
7 Human colorectal | 5B-cholanic acid-HA-PEG, Effective intracellular uptake, High (39)
cancer irinotecan drug-carrying capacity for lipophilic
drugs, Greater inhibition effect, long-last-
ing release
8 Murine cervical PEG-pep-HA, ovalbumin Increased accumulation, Effective (42)
cell carcinoma intracellular uptake, High drug-carrying

capacity for lipophilic drugs, very fewer
toxic effects, Provide more excellent

selectivity
9 Human lung cell | Hypocrellin B (PDT), pacli- Effective intracellular uptake, High (75)
cancer taxel (chemo), HA-ceramide drug-carrying capacity for lipophilic
drugs, Greater inhibition effect, long-last-
ing release
10 Breast adenocar- Paclitaxel (PTX) Micelles provided burst release of PTX (35)
cinoma at the tumor site, followed by enhanced

cytotoxicity and apoptosis.
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S. No. Cancer Therapeutic candidate Observations Refe.
11 Colon cancer Doxorubicin (DOX) DOX-HA-PLGA micelles showed enhanced (36)
cellular uptake via receptor-mediated
endocytosis and increased cytotoxicity
with 1C50 of 0.67ug/mL, as compared to
free DOX(1C50=3.48 ug/mL)
12 Breast adenocar- PTX The HA-based micelle showed rapid (38)
cinoma release of PTX from the system. Also, the
HA micelles showed enhanced cellular
uptake along with increased cytotoxicity
(1IC50 =
25.6 ng/mL), as compared to free PTX
(IC50=51.7 ng/mL)
13 Colon Cancer Irinotecan (IRT) HA-based micelle showed enhanced (39)
tumor targeting with reduced systemic
side effects.
14 Breast cancer DOX Micelle provided pH-dependent DOX (40)
release, followed by rapid cellular uptake
via CD44+ receptor-mediated endocyto-
sis.
15 Head and neck PTX PTX-HA micelles showed enhanced cellu- (41)
cancer lar uptake and cytotoxicity for the 1-100
ug/mL concentration.
16 Breast cancer PTX Micelle showed high drug loading (76)
capacity, lysosomal pH mediated rapid
release of PTX, and efficient cytotoxicity
compared to free PTX.
17 Cervical cancer Ovalbumin (OVA) The micellar system showed enhanced (42)
cellular uptake, accompanied by apop-
tosis.
18 Prostate cancer DOX The micellar system showed rapid (43)
dissociation of micelles, resulting in rapid
release of DOX, followed by enhanced
Cytotoxicity, as compared to free DOX.
HA based polymersome
19 human breast cell | DSPE-PEG-HA, doxorubicin | More selective, High anticancer efficacy, (77)
cancer the pH-dependent release of drug
20 human lung small DSPE-PEG-HA, pDNA Longer retention, the pH-dependent (78)
cell cancer release of drug
21 Melanoma DSPE-PEG-HA, siRNA High drug-carrying capacity for lipo- (79)
(for TGF-B) philic drug, Greater inhibition effect,
long-lasting release, more selective, High
anticancer efficacy, the pH-dependent
release of drug
22 mammary cell | Marimastat (TME), HA-pacli- | More selective, High anticancer efficacy, (80)
cancer taxel (chemo) the pH-dependent release of drug
HA Based Hydrogel complex
23 human ovarian paclitaxel Longer retention, highly viscous, high (49)
cell carcinoma and longer localized concentration of the
drug, suitable for chronic treatment
24 human renal cell HA-tyramine, IFN-a, Orally, the long-acting, large amount of (53)
cancer sorafenib drug can be loaded, Longer retention, the
highly viscous, high, and longer localized
concentration of the drug, suitable for
chronic treatment
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S. No. Cancer

Therapeutic candidate

Observations

Refe.

25 Lymphocyte cell

cancer

Monophosphoryl lipid,
QS21,R837 + HA

Low systemic toxicity, Increased accumu-
lation, Effective intracellular uptake, High
drug-carrying capacity for lipophilic drug,
Longer retention, the highly viscous, high
and longer localized concentration of the
drug, suitable for chronic treatment

(54)

26 human breast cell

carcinoma

Doxorubicin (chemo), mRNA

(gene),
HA-chitosan

Longer retention, highly viscous, high
and longer localized concentration of the
drug, suitable for chronic treatment

(81)

27 human lung cell

cancer

Graphene (PTT), doxorubicin
(chemo), HA-disulfide

Longer retention, highly viscous, high
and longer localized concentration of the
drug, suitable for chronic treatment

(82)

28 Ovarian cancer

PTX

PTX-HA-hydrogel showed enhanced
retention in the intraperitoneal cavity,
resulting in increased accumulation of
PTX at tumor site, followed by reduced

tumor volume.

(47)

29 Colon cancer

DOX

HA-coated hydrogel significantly inhibited
tumor growth, and the presence of HA
facilitated lymphatic uptake.

(28)

30 Ovarian cancer

Platinum (Pt)

PtNP/HA gel showed prolonged retention
in the peritoneal cavity, where PtNP
was released slowly and was selectively
targeted to CD44+ cancer cells.

(51)

31 Nasopharyngeal

carcinoma

DOX

HA-DOX hydrogel offered sustain release

profile of DOX. The hydrogel also showed

significant tumor growth inhibition com-
pared to free DOX.

(50)

32 Renal cell carci-

noma

Interferon-a (IFN-a)

HA-hydrogel significantly inhibited tumor
growth, as well as suppressed tumor
proliferation, resulting in apoptosis, and
anti-angiogenesis.

(53)

33 Ovarian cancer

Imiquimod (R837)

HA-Hydrogel effectively suppressed the
tumor proliferation, resulting in apop-
tosis.

(52)

34 Liver cancer

DOX

DOX-loaded HA hydrogel facilitated
enhanced targeting at the tumor site via
CD44+ receptor-mediated endocytosis,
with reduced systemic toxicity.

(57)

HA Based Nano

particles

35 human breast

carcinoma

Gold nanoparticle (PTT),
doxorubicin
(chemo), HA-dopamine

Decreased toxicity, increased water
solubility, prolonged release, increased
acceptability

36 Breast cancer

PTX

HA-PTX-loaded MSN NPs showed en-
hanced accumulation via receptor-medi-
ated endocytosis, followed by enhanced

tumor cell suppression and limited
toxicity compared to free PTX.

37 Liver cancer

DOX

HA-DOX NPs showed increased water
solubility and increased tumor cell accu-
mulation. The release of DOX from NPs
was pH-dependent.

(57)

38 Solid tumors

SiRNA

HA-NPs protect the siRNA from enzymatic
degradation, facilitating siRNA targeting
at the solid tumor site.

(58)
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enhanced transfection as compared to
Lipofectamine.

S. No. Cancer Therapeutic candidate Observations Refe.
39 Breast cancer Quantum dots (QD) HA-QD was used as an imaging probe to (59)
help target the CD44+ breast cancer cells
without causing systemic toxicity.
40 Cervical carci- Prussian blue (PB) - QD HA-PB-QD functions as cancer cell ther- (60)
noma anostic. They are significantly taken by
CD44+ cancer cells, showing an 89.95%
reduction in tumor volume.
41 Cancer B- gal plasmid HA-NP showed controlled release of DNA (61)
in the tumor sites with fast transfection
(60 days).
42 Colon cancer 5- HA-5FU-SiNPs showed sustained release (62)
Fluorouracil (5-FU) of 5 FU accompanied by delayed renal
clearance.
43 Breast cancer DOX HA-CE-DOX-NPs showed enhanced cel- (63)
lular uptake, and increased cytotoxicity
(1C50=200.94 ng/mL), as compared to
free DOX (IC50 = 966. 43 ng/mL).
44 Squamous cell DOX NPs showed enhanced receptor-mediated |  (64)
carcinoma cellular uptake, improved cytotoxicity
profile, and reduced tumor volume (19%)
as compared to free DOX (48.7%).
45 Ovarian cancer PTX HA-PTX-NLC showed efficient inhibition (65)
of cell viability in vivo and reduced tumor
volume compared to free PTX.
HA Based Nanoparticle (surface modification)
47 Human breast cell | Sinanoparticle, paclitaxel Strongly oppose cancer, few toxic and (56)
cancer side effects, High anticancer effect, more
uptake in the tissues, more selective
48 Liver cell cancer SPION-HA, doxorubicin Specific and selective accumulation, (57)
Biologically recognizable, High solubility
in the water
49 Colorectal cancer Calcium phosphate-HA, Strongly oppose cancer, few toxic and (58)
SiRNA side effects, High anticancer effect, more
uptake in the tissues, more selective
HA based Complex (electric interaction)
50 WBC cell subtype Polyethyleneimine-HA, Uptake via Receptor More inhibition (84)
CDD4 cell cancer SiRNA potential
51 Kidney cell can- Polyethyleneimine-HA, More uptake, more inhibition, recep- (85)
cer, melanoma siRNA tor-mediated recognition, specific for the
target
HA based Gene conjugation
52 HCT-116 (human siRNA-HA Less systemic availability, more uptake, (86)
colon cancer more inhibition, receptor-mediated rec-
ognition, specific for the target
HA based Liposomal drug delivery system
53 Lung cancer SiRNA HA-based liposomes showed enhanced (44)
targeting via CD44+ receptor-mediated
endocytosis. Further, the presence of HA
protected siRNA from RNaseV1.
54 Lung cancer DNA HA-DOPE liposomes showed significantly | (78)
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S. No. Cancer Therapeutic candidate Observations Refe.

55 Colon cancer PTX HA-liposomes showed increased accumu- (39)
lation of PTX at the tumor site with less
distribution in the spleen and liver.
Also, HA-liposomes showed reduced
tumor volumes compared to free PTX.

56 Colon cancer and PTX HA-liposomes showed increased antitu- (62)
melanoma mor activity and reduced tumor volume
compared to free PTX and non-coated
liposomes.
57 Lung cancer Mitomycin C HA-coated liposomes showed enhanced (48)

drug efficacy, increased accumulation
of mitomycin C at the tumor site, and
reduced tumor volume with no systemic
side effects.

Conclusion

The developments in nanotechnology paved a new and promising way in cancer, including preven-
tion and therapeutics. Most instantly, HA is employed as a carrier for antineoplastic drugs due to its
targeting ability and susceptibility to degrade via hyaluronidase enzyme inside the body. The research
concluded that targeting cancer cells responds to overexpression of HA receptors, majorly CD44. Sim-
ilarly, HA-based nanoparticles actively target and enter the cancer cells via CD44+ receptor-mediated
endocytosis. The researchers developed various HA-based nanocarriers; the most prominent are mi-
celles, liposomes, hydrogels, nanoparticles, and others. These HA-based nanocarriers can effectively
deliver the anticancer drugs at the tumor site via passive targeting (by EPR) or active targeting (via
receptor-mediated phenomena). These HA-based nanocarriers provide advantages over other delivery
systems, including higher biocompatibility, prolonged circulation time, enhanced cellular uptake, and
improved stability. They have significant PDT, PTT, MRI, and fluorescence imaging applications in the
theragnostic field. Expectations towards elaborative strategies in biomedical applications of HA for the
efficient treatment of cancer in the future are high.
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