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Resumen

Introduccidn: La escasa supervivencia de pacientes con tumores cerebrales de alto grado de malignidad, pese a
la existencia de algunas opciones de tratamiento, conduce a la bisqueda de nuevas modalidades terapéuticas. La
combinacién cubana de interferones alfay gamma es novedosa y existen evidencias de que aumenta la superviven-
cia de pacientes con tumores sélidos.

Método: Se realiz6 una investigacion clinica para determinar la eficiencia de la combinacién en pacientes con tu-
mores cerebrales de alto grado sin opciones terapéuticas. Se incluyeron 40 pacientes tratados en el Hospital “Arnal-
do Milidn Castro” en el periodo 2009-2020, se evalud seguridad y eficacia.

Resultados: No se produjeron efectos adversos graves, fueron leves o moderados, y los pacientes se recuperaron.
Al afio habian fallecido el 8,7 % de los casos del grupo experimental, frente al 70,6 % en el grupo control. La supervi-
vencia global en estadio Il fue similar en ambos escenarios y en estadio IV fue superior para el grupo experimental.
La posibilidad de sobrevivir para los pacientes que se trataron con la combinacién de interferones fue 0,887 veces
superior a los casos control. Se produjeron diferencias significativas en la capacidad funcional entre ambos grupos
de pacientes.

Conclusiones: Se evidenci6 que la combinacion cubana de interferones es segura y eficaz para el tratamiento de

tumores cerebrales de alto grado de malignidad sin opciones terapéuticas, lo que la convierte en una opcién efi-
ciente en este escenario clinico.

Palabras clave: tumor cerebral; interferdn; investigacion clinica.

Abstract

Introduction: The poor survival of patients with high-grade malignancy brain tumors, despite the existence of
some treatment options, leads to the search for new therapeutic modalities. The cuban combination of alpha and
gamma interferons is novel and there is evidence that it increases the survival of patients with solid tumors.

Method: A clinical investigation was conducted to determine the efficiency of the combination in patients with high-
grade brain tumors without therapeutic options. 40 patients treated at the “Arnaldo Milidn Castro” Hospital in the
period 2009-2020 were included, safety and efficacy were evaluated.

Results: No serious adverse events occurred, events were mild or moderate, expected, and patients recovered. After
one year, 8.7 % of the cases in the experimental group had died, compared to 70.6 % in the control group. Overall
survivalin stage Il was similar in both scenarios and in stage IV it was higher for the experimental group. The chance
of survival for the patients who were treated with the combination of interferons was 0.887 times higher than the
control cases. There were significant differences in functional capacity between both groups of patients.
Conclusions: It was evidenced that the Cuban combination of interferons is safe and effective for the treatment of
high-grade malignancy brain tumors without therapeutic options, which makes it an efficient option in this clinical
scenario.

Keywords: brain tumor; interferon; clinical research.
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Puntos clave

Los tumores cerebrales recurrentes de alto grado se caracterizan por una profunda inmunosupresion
y un crecimiento agresivo, las opciones terapéuticas de segunda o tercera linea son escasas y con re-
sultados controversiales de seguridad y eficacia. Algunos ensayos clinicos estan en curso, pero deben
potenciarse las investigaciones en este campo.

No existe una investigacion anterior que evalle esta propuesta, que evidencia la seguridad y eficacia
de la combinacion cubana de interferones como nueva linea de terapia en pacientes con tumores cere-
brales avanzados sin opcién terapéutica.

La produccién de un farmaco nacional, que responde de modo eficaz a pardmetros de seguridad y
supervivencia en enfermedades sin opciones terapéuticas, constituye una estrategia gubernamental
para mejorar la oferta de salud a los pacientes, ampliar los horizontes de investigacion con el farmaco
y reducir importaciones.

Introduccion

El cancer ocasiona millones de muertes al afio y origina altos costos. Los tumores primarios del Sis-
tema Nervioso Central (SNC) corresponden al 2 % de todos los tipos de cancer. A escala mundial en
el afio 2020 se diagnosticaron 308 102 casos de tumores del SNC, con 251 329 defunciones. Dentro de
los tumores de encéfalo primarios, el 38 % son de alto grado de malignidad.En el 2018 en Cuba, esta
entidad ocasioné la muerte de 617 pacientes, con una tasa ajustada entre 5,6 y 5,4 por cada 100 000
habitantes.” El tratamiento de primera linea de los tumores de alto grado es la cirugia, seguido de ra-
dioterapia, pero se ha obtenido un limitado progreso en su tratamiento.®* Se estima que en mas del 95
% de los casos ocurre una recurrencia en el drea adyacente a la reseccién.®” La sobrevida de pacientes
de alto grado persistentes o recidivantes es alrededor de seis meses, y menos del 10 % sobrevive dos
afios.®? La aplicacién de enfoques inmunoterapéuticos, especialmente estrategias de combinacién,
han demostrado alguna eficacia contra el glioblastoma multiforme (GM). La asociacién de inhibidores
del punto de control inmunitario con radioterapia parece ser una estrategia a considerar, sin embargo,
las reacciones de disparidad en los estudios indican la necesidad de realizar investigaciones adicio-
nales para evaluar la eficacia en grupos especificos de pacientes. Estas terapias dianas inducen pocas
respuestas completas en los enfermos, no han sido curativas y han mostrado toxicidad, sin lograr be-
neficios notables en la supervivencia.

Estos resultados tan pobres conducen a la busqueda de nuevas modalidades terapéuticas que produz-
can un impacto real en la supervivencia, en condiciones de seguridad para los pacientes y con factibi-
lidad econdémica en su empleo.

Elinterferdn (IFN), primer modificador de respuesta bioldgica efectivo, se ha utilizado con frecuencia
para tratar diversas neoplasias, como el sarcoma de Kaposi® y el mieloma mdltiple."" Existen tres
tipos de Interferones: Tipo | (IFN-a e IFN-B), Tipo Il (IFN-y) y Tipo Il (IFN A1, A2, A3), esta clasificacion se
basa en la procedencia celular, la derivacion genéticay las propiedades de cada uno de ellos.*? Pueden
ser divididos en tipos antigénicamente distintos y también por el tipo de estimulo para su induccion.
@3 La accién antitumoral de los interferones (IFNs) estd mediada en lo fundamental por la inhibicién
del crecimiento y la induccién de la apoptosis de las células tumorales, ya que actGan a nivel del ciclo
celular.®** Al controlar la apoptosis, el IFN-y puede ejercer accion antitumoral, este efecto es depen-
diente del estado de diferenciacion de las células y de los niveles de receptores para IFN.'*" E[ IFN-a
ha resultado eficaz en el tratamiento de tumores sélidos que constituyen indicaciones reconocidas de
este tipo de producto, tales como carcinoma renal, de mama, basocelulares, superficial de vejiga y en
carcinomas recurrentes de ovario.t#%

En el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) en La Habana, Cuba, se ha probado la com-
binacién de IFN alfa y gamma en enfermedades oncoldgicas, Unica en el mundo, con la hipdtesis de
potenciar los efectos antitumoral y antiangiogénico de ambos. La caracteristica principal de esta for-
mulacion combinada es su sinergismo, con la conservacién de las propiedades bioldgicas descritas
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para ambos tipos de interferones (antiviral, antiproliferativa e inmunomoduladora). La administracion
del producto en un modelo experimental de ratones desnudos con un tumor glial humano implantado,
demostro ser eficaz en la reduccidén de volumen tumoral. La farmacodinamia, evaluada en primates
no humanos, mostré un elevado nivel de expresion de neopterina, que reflejé la potenciacion de su
accion bioldgica. La farmacocinética y farmacodinamia comparada en voluntarios sanos brind6 datos
de seguridad que avalaron su uso en humanos y una potencia bioldgica superior a los interferones por
separado y similar a los interferones pegilados.?” En los paises en desarrollo existe poca disponibili-
dad de las terapias de segunda o tercera linea que se emplean para el tratamiento de pacientes con
tumores cerebrales recurrentes de alto grado de malignidad. El uso de los IFNs para el tratamiento de
los pacientes con esta entidad puede ser potenciado a través de su combinacidn en busca de eficacia,
sin promover toxicidad.

Desde 2009 se realiza un estudio retrospectivo en el Hospital Clinico Quirtrgico “Arnaldo Milian Castro”
de Villa Clara, Cuba, para evaluar la efectividad y seguridad de la aplicacién de la combinacién de inter-
ferones en estos pacientes, sin otras opciones terapéuticas disponibles.

Métodos

Datos

Pacientes con tumor cerebral recurrente o progresivo de alto grado de malignidad recibieron trata-
miento con el anticuerpo monoclonal nimotuzumab o con una combinacién de interferones entre
2009 y 2016 en el Hospital Provincial Universitario Clinico Quirdrgico “Arnaldo Milian Castro”, de Villa
Clara, Cuba. Los criterios de inclusién fueron: edad =18 afios, cualquier géneroy color de piel, escala de
Karnofsky al inicio del tratamiento (EK) 60-100 %, criterio diagndstico anatomo-patoldgico, evaluacion
por imagenes, parametros hematopoyéticos en rango normal, al menos cuatro semanas después de
la cirugia y con los criterios de recuperacion, las pacientes en edad fértil utilizaron un método anticon-
ceptivo eficaz, expresa por escrito la voluntariedad del paciente. Los criterios de exclusion fueron los
siguientes: infarto de miocardio en los Ultimos 6 meses, angina severa o inestable, implante de bypass
coronario o periférico, insuficiencia cardiaca congestiva sintomatica, embarazo, puerperio o lactancia,
infeccidn activa, hipersensibilidad al Interferdn, enfermedades crénicas descompensadas, enferme-
dades con compromiso metabdlico, muy mal estado general, convulsiones intratables médicamente o
trastorno psiquiatrico grave.

Tratamiento y disefio del estudio

Se realizé un estudio retrospectivo unicéntrico en pacientes con tumor cerebral recurrente o progre-
sivo de alto grado de malignidad que habian recibido tratamiento con anticuerpo monoclonal Nimo-
tuzumab o la combinacién de interferones. El Grupo Experimental (GE) recibié la combinacién de in-
terferdn, se administraron 7 MUI de una mezcla de interferdn alfa y gamma por via subcutanea en un
volumen de 5 mL dos veces por semana, durante cuatro semanas durante la fase de induccién. En la
fase de mantenimiento se administraron 3,5 MUl de la mezcla, con la misma frecuencia de administra-
cion. ELGrupo Control (GC) fue tratado con 200mg de Nimotuzumab endovenoso en un volumen de 250
mL de cloruro de sodio al 0,9 %, una vez por semana, por seis semanas durante la fase de induccién. En
la fase de mantenimiento se administré la misma dosis y via de acceso, pero disminuyd la frecuencia
a dos veces por mes.

Resultados y evaluaciones

La Supervivencia Global (SG) se definié como la fecha del diagndstico hasta la muerte por cualquier
causa o la fecha de la Gltima visita. En cada visita se evalud la capacidad funcional segln la escala de
Karnofsky. Las visitas de seguimiento se realizaron cada semana durante el primer mes y luego cada
tres meses hasta el final del estudio.

Este proyecto de investigacién fue aprobado por el Consejo Cientifico Institucional y el Comité de Etica
en Investigacidn Clinica, quienes lo evaluaron desde el punto de vista cientifico, metodoldgico y ético.
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Se determiné que cumplié con la Declaracién de Helsinki (Principios Eticos para la Investigacién Mé-
dica en Seres Humanos, adoptada por la Asamblea Médica Mundial, Seudl 2008) y sus procedimientos
se realizaron de acuerdo con lo establecido en los codigos de ética nacionales e internacionales y la
normativa legal vigente en Cuba (Normas de Buenas Practicas Clinicas, CECMED 2001), asi como en la
Guia de Buenas Practicas Clinicas de la Conferencia Internacional de Armonizacion.

Analisis estadistico

Se utiliz6 estadistica descriptiva para las variables de control, como media, mediana, minimo y maxi-
mo, tasa porcentual. La homogeneidad de los grupos se determiné comparando las variables de
control. Para sexo y tipo histolégico se utilizd la prueba de Chi-cuadrado. Para el color de la piel y las
comorbilidades presentes, se utilizd la prueba exacta de Fisher. Para la edad, estadio tumoral, y capa-
cidad funcional al inicio del estudio se utilizd la prueba de Mann-Withney. En cuanto a la capacidad
funcional a lo largo de la investigacion se utilizé la prueba de Mann-Withney. Las curvas de supervi-
vencia se completaron mediante los métodos de Kaplan-Meier con una prueba de rangos logaritmicos.

Resultados

Caracterizacion de la muestra en estudio.

Se identificaron 44 pacientes que cumplian criterio diagndstico en el periodo de inclusidn, se excluye-
ron 4 enfermos, dos de ellos no estuvieron de acuerdo en participary otros dos presentaron alguno de
los criterios de exclusidn, quedé constituida una muestra de 40 casos. En estos pacientes, 23 recibieron
la combinacidn de interferones, conformando el GE, y en el GC se incluyeron 17 enfermos que se trata-
ron con Nimotuzumab. Las variables demograficas y clinicas de interés de ambos grupos se muestran
en la tabla 1. Luego del analisis estadistico, se considerd que ambos grupos resultaron comparables
al inicio de la investigacion. De manera global, tanto en la muestra total como por grupos se observé
correspondencia con lo referido en la literatura.

Predomind del sexo masculino con razén de masculinidad de 1,8 hombres por cada mujer y el color
de piel blanca. Los valores medios de edad se ubicaron en 50,9 afios en el GE y 49,4 afios en el GC. La
incidencia de tumores cerebrales en general aumentd con la edad. Para el glioma maligno en par-
ticular, la incidencia mundial es bimodal con prevalencia en las edades mas jovenes y mayores y la
distribucion de edad también varia segln el tipo histoldgico. El mas comin, el GM tienen la mayor
incidencia en personas de entre 60 y 70 afios y decrece después de ese periodo. Se refieren para ello
causas competitivas de mortalidad, diferentes patrones de diagndstico en los grupos de edades mas
antiguos, o diferencias reales en la incidencia de los tumores cerebrales.®® Al respecto, en este estudio
solo dos adultos jovenes presentaron GM, uno por grupo, con 24y 25 afios a la inclusién. Sobre el pico
de incidencia de la enfermedad, el 93,3 % de los casos se presentaron después de los 45 afios, para el
GE el mayor rango etario fue entre 45y 58 afios con el 47,82 %, mientras que para el GC fue entre 47y
60, con el 52,94 %, los valores de medias y medianas en ambos grupos son muy semejantes. Con res-
pecto a las comorbilidades, mas del 60 % de los pacientes no refirieron ninguna enfermedad asociada.
En el GC, ningln paciente refirid mas de una comorbilidad, en el GE un solo caso present6 dos 0 mas
enfermedades. Sobre las enfermedades mas frecuentes, 10 pacientes refirieron hipertensién arterial.

En ambos grupos prevalecié el estadio tumoral 1V, 65,21 % de los pacientes del GE y 70,58 % de los
casos del GC. Predomind el GM, con 60,86 % para el GE y 70,58 % para el GC. En segundo lugar de
incidencia se reporté el AA para el GE, pero en el GC el segundo lugar en la incidencia fue para el oli-
goastrocitoma anaplasico. Como diagndstico infrecuente quedé un caso de gliosarcoma en el GE. Un
factor importante por considerar es la toma de uno o mas l6bulos cerebrales, con el consiguiente peor
prondstico de la lesion. En esta investigacion, para ambos grupos predomind la consideracion unilo-
bular. Dos pacientes del GE presentaron lesién multilobular frontoparietal y temporoparietal respecti-
vamente. Otro factor analizado fue la reseccidén tumoral, que en ambos grupos resultan similares con
mas del 85 % de los pacientes sometidos a reseccidn parcial o sub-total, o0 sea, entre el 50 y el 99 % de la
lesidn extirpada. En sentido general, se esperaron mejores resultados en funcidn del mayor porcentaje
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de reseccion. Junto al grado de reseccidn tumoral, la escala funcional de Karnofsky preoperatorio en
estos pacientes se considera factor prondstico bien establecido. En el GE predominaron los pacientes
que presentaban EK entre 90y 70 con el 73,89 % de los casos, mientras que en el GC el 70,58 % presentd
EK de 90.

Tabla 1: Distribucion de pacientes segln variables demograficas y clinicas de interés. Hospital Provincial Clinico
Quirdrgico “Arnaldo Milian Castro”, afios 2009-2020.

Variables Grupo exp. Grupo con. Test aplicados P
(n=23) (n=17)
Sexo Hombre 16 (69,56 %) 10 (58,82 %) Chi cuadrado 0,481
Mujer 7 (30,43 %) 7 (41,17 %)
Color de la piel Blanca 18 (78,26 %) 15 (88,23 %) Prueba exactade | 0,677
No blanca 5 (21,73 %) 2(11,76 %) Fisher
Edad Media (afios) 50,9 49,4 Test de Mann-Wi- | 0,924
Mediana (afios) 52 50 thney
(Min; Max) (25; 76) (24;74)
Estadio tumoral I} 8 (34,78 %) 5(29,41 %) Test de Mann-Wi- | 0,831
v 15 (65,21 %) 12 (70,58 %) thney
Tipo histologico Oligoastrocitoma 2 (8,69 %) 3(17,64 %) Prueba de Monte | 0,520
anaplasico Carlo
Astrocitoma anapla- 6 (26,08 %) 2 (11,76 %)
sico
Gliosarcoma 1 (4,34 %) 0
Glioblastoma multi- 14 (60,86 %) 12 (70,58 %)
forme
Ubicacién Frontal 8 (34,78 %) 9 (52,94 %) Prueba de Monte | 0,497
topografica por Parietal 6 (26,08 %) 4(23,52 %) Carlo
16bulo Temporal 5 (21,73 %) 3 (17,64 %)
Occipital 1 (4,34 %) 1 (5,88 %)
Vermix 1 (4,34 %) 0
Més de un [6bulo 2 (8,69 %) 0
% de reseccién Total 100 % 3 (13,04 %) 2 (11,76 %) Test de Mann-Wi- | 0,833
tumoral Sub-total 90-99 % 5(21,73%) 5(29,41 %) thney
Parcial 50-89 % 15 (65,21%) 10 (58,82 %)
Biopsia <50 % 0 1 (4 %)
Co-morbilidad No refiere 14 (60,86 %) 11 (64,7 %) Prueba de Monte | 0,683
Una 8 (34,78 %) 6 (35,29 %) Carlo
Dos 0 mas 1(4,34 %) 0
Escala de KPS 100 3 (13,04 %) 1 (5,88 %) Test de Kolmogo- | 0,238
Ka.rnofsk.)f ala KPS 90 7(30,43 %) 12 (70,58 %) rov-Smirnov
inclusion KPS 80 5 (21,73 %) 1(5,88 %)
KPS 70 5(21,73 %) 3(17,64 %)
KPS 60 3(13,04 %) 0

Fuente: Historias clinicas.
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Evaluacion de eficacia

Andlisis de la supervivencia global por grupo de estudio y estadio.

La SG por grupo de estudio se evalud a los seis, 12 meses y al cierre del estudio y también se analizé en
funcién al estadio tumoral. Los resultados se muestran en la Tabla 2 y en la Figura 1.

Tabla 2: Evaluacion de la supervivencia global. Hospital Provincial Clinico Quirdrgico “Arnaldo Milian Castro”, afios

2009-2020.
Variable Grupo de Media 1C 95 % Mediana 1C 95 % Valor Porcentaje
estudio deP
SG-6 Exp. 28,870 20,96-36,77 18,0 7,04-28,95 0,096 n=23
100 %
Control 21,200 12,06-30,33 11,0 10,40-11,59 n=15
88,2 %
SG-12 Exp. 30,571 | 22,26-38,87 23,0 11,78-34,21 0,294 n=21
91,3 %
Control 42,800 28,53-57,06 37,0 26,26-47,73 n=5
29,4 %
SG al cierre Exp. 32,114 23,35-40,87 18,0 7,04-28,95 0,011 n=5
21,7%
Control 19,118 10,86-27,37 11,0 10,38-11,61 n=2
11,8%
Estadio Ill Exp. 47,00 33,21-60,78 0,492 n=5
(n=8) 62,5%
Control 42,80 30,04-55,55 37,00 26,26-47,73 n=2
(n=5) 40,0 %
Estadio IV Exp. 20,467 15,21-25,72 16,00 11,26-20,73 0,000 n=0
(n=15)
Control 9,250 7,55-10,94 10,00 9,15-10,84 n=0
(n=12)
Fuente: Historias clinicas.
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Figura 1: Curvas de Kaplan-Meier para supervivencia global, A: SG-6, B: SG-12, C: SG- Global, D: SG estadio Ill, E: SG

estadio IV.
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Aunque no se demostraron diferencias significativas en la SG entre el GE y GC en ninguna de las evalua-
ciones, a los seis meses el 100 % de los pacientes del GE y el 88,2 % de los casos del GC se mantenian
vivos. Al afio habian fallecido solamente el 8,7 % de los casos del GE, frente al 70,6 % en el GC. Al cierre
del estudio el 21,7 % de los pacientes del GE alin vivia, frente al 11,8 % en el GC. Se determind también
la SG en funcidn del estadio tumoral, en esta evaluacion no hay diferencias significativas entre los va-
lores de media para los pacientes con tumores estadio Ill, con 47 y 42,8 meses respectivamente para el
GEy el GC. En los estadios IV la media de SG alcanzé los 20,47 meses en el GE y 9,3 meses en el GC, con
diferencias significativas. La mediana para estos casos fue de 16 meses en el GE y de 10 meses en el GC.
Todos los pacientes estadio IV habian fallecido al cierre.

Andlisis de la tasa de control de la enfermedad y del riesgo relativo de muerte.

Se determind la TCE para ambos grupos, obteniéndose la proporcién de pacientes que redujeron o
estabilizaron la enfermedad a lo largo del estudio. El GC presentd una proporcion de 0,2941 y 0,4347
el GE, con diferencias significativas entre ellos (p=0,0101). La relacidn entre las tasas de incidencia se
corresponde con la evaluacion del riesgo.

Al ejecutar el analisis de riesgo, el riesgo absoluto del GE fue de 78,26 %, con IC 95 % 61,40 %- 95,12 %,
el riesgo absoluto del GC fue de 88,24 %, con IC 95 % 72,91 %- 103,55 %. El HR fue de 0,887, con IC 95
% 0,673 %-1,17 %, lo que significé una asociacion positiva y directa entre el tratamiento propuesto y
la supervivencia. Como el limite inferior del IC es menor que 1, no se considerd estadisticamente signi-
ficativa la relacién entre ambos. La posibilidad de sobrevivir para los pacientes que se trataron con la
combinacién de interferones fue 0,887 veces superior a los tratados solo con el nimotuzumab.

Analisis de la capacidad funcional.

Sobre la capacidad funcional se determinaron los cambios respecto al valor basal a los tres, seis, nueve
y 12 meses de tratamiento, y luego al cierre. Se reportaron diferencias para el GE con respecto al GC en
la inclusidn, con peor capacidad funcional para los pacientes del GE. Esta salvedad en la homogenei-
dad de los grupos del estudio en detrimento del GE no tuvo significacidn estadistica y resulta favorable
para la investigacion, pues situ6 en peores condiciones al GE a la inclusién. Las evaluaciones a los tres
y seis meses no arrojaron diferencias entre los grupos, pero a partir de los nueve meses se evidenciaron
diferencias notables que se extienden hasta el cierre de la investigacion, llega a estar el 21,74 % de los
pacientes del GE con una capacidad funcional favorable por encima de 80 segun la escala de Karnofs-
ky, mientras en el GC el 88,24 % de los pacientes se encuentran en el valor de la escala que corresponde
al fallecimiento. El analisis de los resultados de las evaluaciones de la escala de Karnofsky en cada
momento, se recogieron en la Figura 2.

Consideraciones sobre la seguridad terapéutica

No se produjeron EA graves relacionados con los farmacos en el estudio. Este resultado tan favorable
contrasto con lo reportado en la literatura para los esquemas de tratamiento empleados al tratar tumo-
res cerebrales de alto grado de malignidad.

Se reportaron 197 EAs, de ellos 133 (67,5 %) correspondieron al GE y 64 eventos (32,06 %) al GC. Los EA
que globalmente se reportaron con mayor frecuencia fueron la cefalea (10,15 %), la fiebre (9,64 %) y
la astenia (7,61 %). En el analisis por grupo, en el GE se reportaron como EA frecuentes la fiebre (13,53
%), la astenia (11,27 %) y episodios de febricula (8,27 %). En el GC resulté mas frecuente la cefalea
(15,62 %), la alteracidn de las enzimas hepaticas (14,06 %) y en menor medida el malestar generaly la
elevacion de la glicemia (ambos EA con 7,81 %). Predominaron los EA de grado menor que 3, de inten-
sidad leve o moderada (84,23 %), con relacion de causalidad probable o definitiva con los farmacos de
la investigacion (79,18 %), que no generaron cambios en la medicacidn (94,41 %) y con recuperacion
mejoria en la mayor parte (86,81 %). Al analizar la seguridad por grupo, se observé semejanza de las
mismas categorias reportadas en el analisis global, a excepcion de la relacidon de causalidad, a pre-
dominio definitiva (72,18 %) en el GE y distribuida entre definitiva (32,81 %) y dudosa (29,69 %) en el
GC. En cuanto a resultados de los EA que se presentaron, en el GE solo persistieron nueve EA (6,77 %),
no se generaron secuelas o se produjeron empeoramientos por EA, para el GC los casos en los que los
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EA generaron secuelas que persistieron o empeoraron alcanzan el 26,56 %. El analisis de los eventos
adversos por grupo se recoge en la Figura 3.
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Figura 2: Evaluacion de la capacidad funcional por categorias de la escala de Karnofsky.
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Figura 3: Frecuencia de aparicion de eventos adversos por grupo.
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Discusion

Para los pacientes en estadio Ill, las pautas de tratamiento recomiendan reseccién maxima, radiotera-
piay quimioterapia con temozolamida, pese a este enfoque de tratamiento multimodal, los pacientes
tienen una limitada esperanza de vida. En el estudio de Wahner (2020)%?? todos recibieron los mejores
esquemas de tratamiento posibles y a mas del 65 % de los pacientes se les realizé cirugia de reseccion
amplia y se obtuvo un modelo predictivo de tres escalas donde la SG a los cinco afios para el mejor
grupo fue de 88 %. En la presente investigacion, sin definir el peor escenario posible y con limitaciones
en la determinacion de biomarcadores, en 11 afios la SG para los AA alcanzé el 62,5 %. La investigacion
de Christians (2019)®® determiné para el AA SG media de 41 meses sin asociar factores prondsticos, en
este estudio la media se situd en 47 meses y los valores de la mediana no pudieron establecerse. Wu
(2021)?% evalué toxicidad e indicios de efecto del zotiraciclib en dos esquemas combinado con temo-
zolamida en AA recurrentes, se obtuvo SLP de 25y 40 % para cada esquema, pero con neutropenia
profunda. Ninguno de los estudios descritos ofreci6 resultados superiores a los determinados en la
presente investigacion para los AA.

El estandar de atencidn para los GM al debut ha sido bien determinado, pero a pesar de que se han de-
sarrollado numerosas terapias contra el cancer en las Gltimas décadas, pocos medicamentos han sido
aprobados por la FDA en el tratamiento del GMr. En este estudio se obtuvieron resultados semejantes
y superiores a algunos de los reportados. Sigue siendo un reto elevar la sobrevida en estos pacientes y
son escasos los estudios con resultados que superen la mediana alcanzada en la presente investigacion.

Sobre el andlisis de riesgo, los estudios revisados evidenciaron resultados semejantes a los presen-
tados en esta investigacion. Para los AA, Cloughesy (2020)® refirié HR de 1,06 para SG y Wu (2021)@
obtuvo del zotiraciclib un HR de 2,3. En los GM se reportan resultados similares, Shieh (2020)?® analizé
las diferencias entre dosis estandares y elevadas de radioterapia para GMr, la dosis altas (HR=0,47)
y un mayor volumen de radiacién (HR=0,76) se identificaron como factores predictivos de mejor SG.
El estudio de Eun (2020)?" pretendid evaluar si cambiar la intensidad de la sefial de transferencia de
protones de amida en RMN después del tratamiento con bevacizumab es predictivo de una respuesta
temprana al tratamiento, el HR fue de 0,36. Kumar (2021)?® comparé el bevacizumab con bevacirel en
cuanto a seguridad y eficacia, con un HR de 1,21. Segun Biswas (2021)%%), en el estudio EORTC26101
en 437 pacientes con GMr para evaluar la lomustina y el bevacizumab mas lomustina, el HR fue 0,95.

Dietterle (2020)°% demostré diferencias significativas en SLP y en SG en pacientes con Karnofsky por
encima de 70 antes de la cirugia. Straube (2020)°" elaboré un indice prondstico para predecir SG en
pacientes ancianos con GM, que relaciond la edad y el indice de Karnofsky, entre otros factores. Pier-
scianek (2020)%? disefi6 una escala para evaluacién preoperatoria del riesgo de supervivencia a corto
plazo en GM, donde confirié peor puntaje a los pacientes con Karmofsky por debajo de 60. El estudio
de Wahner (2020)?? en AA de diagndstico reciente con los mejores esquemas de tratamiento, generd
un modelo predictivo donde la capacidad funcional es uno de los pardmetros que influyen en la SG.
En la presente investigacidn, con pacientes en el GE en peores condiciones de capacidad funcional a
lainclusidn, se alcanzan resultados superiores a los reportados para el GC. Al analizar otros autores se
observan resultados similares, que resultaron inferiores al obtenido. En los estudios internacionales
sobre GMri*2" |as respuestas superiores se obtienen en pacientes con mejor capacidad funcional al
inicio del tratamiento, en este estudio el GC comienza con mejor capacidad funcional que el GE para
los GMr, en ninglin caso revisado en la literatura se documentd un grupo de pacientes que respondiera
mejor a las propuestas de tratamiento, y que comenzaran con una capacidad funcional inferior, lo que
le confiri6 fortaleza a esta investigacion.

Sobre toxicidad en los AA, el estudio de Cloughesy (2020)® evalué la seguridad de Vocimagene Ami-
retrorepvec y refirid un 26 % de pacientes con EA graves relacionados con el tratamiento. La investiga-
cién de Wu (2021)? para toxicidad de zotiraciclib en dos esquemas, evidenci toxicidades limitantes
similares de zotiraciclib, pero con EA de grado 3 o superior en 11 pacientes (20,7 %) dados por neutro-
penia, diarrea, enzimas hepdticas elevadas y fatiga. Con respecto a los GMr, el estudio de Detti (2021)
(% con bevacizumab evidencié que el 6,5 % de los pacientes interrumpid la terapia debido a EA, todos
sufrieron trombocitopenia, el 50 % severa. Los resultados del ensayo KEYNOTE-028% en pacientes con
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GMr evidenciaron EA relacionados con el tratamiento en 19 pacientes, lo que representd el 73 %, y cin-
co pacientes experimentaron EA de grado 3 o 4. Sobre la seguridad de vacunas de DC, el metaanalisis
de Li (2020)“? mostrd que no existian diferencias significativas entre los pacientes tratados y los casos
de control en los seis ensayos clinicos analizados, ni EA severos relacionados con el tratamiento. Los
resultados, tanto para el GE como para el GC, generados en este estudio, se consideraron superiores a
los reportados anteriormente, asi como a otros estudios para tratar GMr.

Los resultados de este estudio coincidieron con lo descrito para combinaciones de interferones y para
nimotuzumab. La combinacién de interferones empleada, como se ha mencionado con anterioridad,
se caracteriza por la sinergia en el efecto y la disminucién de los EA tipos para los interferones por
separado, tanto en frecuencia como en intensidad. Esto no es diferente en esta investigacion. Duncan
(2022)*V sefiala en un estudio de seguimiento de pacientes tratados con la combinacién ante tumores
de piel no melanomas que los EA informados fueron en su mayoria leves. Ante la epidemia de Sars-
CoV-2, las caracteristicas antivirales de los interferones motivaron ensayos clinicos con la combina-
cidn, lo que generd nuevas evidencias de la seguridad de su empleo. El estudio de Esquivel (2020)“?
para comparar seguridad y eficacia en esa entidad de la combinacién de interferones y el interferdn
alfa, dio como resultado EA en el 31,5 % de los pacientes, 28,5 % para el IFN-a y 34,4 % en el grupo de
la combinacién, el EA mas frecuente fue la cefalea que se presentd en el 17,4 %. El meta-analisis de
ensayos clinicos con nimotuzumab combinado con quimiorradioterapia en cancer esofagico, de Viada
(2021)“ evidencid que el nimotuzumab tuvo 1,6 y 1,2 veces mds toxicidades de tipo hematoldgicas y
no hematoldgicas respectivamente, en comparacion con su GC. La comparacion entre estudios pre-re-
gistro y pos-aprobacién del nimotuzumab en glioma, de Alvarez (2016)“/ describié 35 %y 61,7 % de
EA reportados respectivamente, de los cuales 13,3% Yy 11,6 % correspondieron a eventos relacionados
con el nimotuzumab y 5 % de EA graves que estuvieron relacionados con el farmaco. El estudio de
Saurez (2015)“) en pacientes con tumores gliales malignos evidencid que el 24,1 % de los eventos se
relacionaron con nimotuzumab, con intensidad ligera y moderada. En el analisis global de seguridad
en esta investigacion, se consideraron semejantes la combinacién de interferones y el nimotuzumab.

Conclusion

Se evidencia que la combinacién cubana de interferones es segura y eficaz para el tratamiento de tu-
mores cerebrales de alto grado de malignidad sin opciones terapéuticas, lo que la convierte en una
opcion eficiente en este escenario clinico.
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Resumen

Introduccion: Los estudios de solubilidad y la obtencién de datos fisicoquimicos de formacos en disolventes puros
pertenecientes a diferentes clases quimicas resultan claves para desarrollar nuevas formulaciones de medicamen-
tos. En este trabajo se calcularon los parametros de solubilidad parciales de Hansen (HSP) para evaluar la miscibi-
lidad y las interacciones intermoleculares del barnidipino en diecisiete disolventes puros. Ademas, se compararon
los valores experimentales obtenidos con los tedricos calculados segln la estructura del barnidipino, para analizar
la influencia de las relaciones soluto-soluto, soluto-solvente de los grupos de contribucién aditivos, en las propie-
dades quimicas vy fisicas del barnidipino con los solventes de diferente polaridad ensayados, para aportar infor-
macion relevante para su uso en la industria farmacéutica.

Método: La solubilidad en equilibrio del barnidipino en los disolventes seleccionados se determiné usando el mét-
odo clasico de agitacién en matraces seguida de un andlisis por espectrofotometria UV a 298,15 K, y se calcularon
los pardmetros parciales de solubilidad con la aplicacién de métodos tedricos de contribucién de grupo, propues-
tos por Hoftyzer-Van Krevelen y Fedors. El modelo KAT-LSER se usé para investigar el efecto del solvente basado en
el concepto de relaciones de energia de solvatacién lineal. La fraccién molar se obtuvo considerando las densidades
de las soluciones. Los analisis en fase sélida se realizaron por calorimetria diferencial de barrido.

Resultados: La modificacion introducida en el método de Hansen, es decir, el empleo de InX, como variable de-
pendiente proporciond excelentes resultados. Los valores mas altos de solubilidad se han encontrado en los disol-
ventes polares. Se observa que las interacciones intermoleculares solvente-solvente y soluto-solvente con enlaces
de hidrégeno y fuerzas de van der Waals, influyeron significativamente en la solubilidad del farmaco.

Conclusiones: La afinidad entre el barnidipino y los disolventes seleccionados fue estudiada con HSP. Los resulta-
dos mostraron que HSP podria ser utilizado para analizar la solubilidad del farmaco en los disolventes puros elegi-
dos. Elbarnidipino es més facil de disolver en disolventes de cadenas de carbono mas cortas y con mayor polaridad.

Palabras clave: Parametro de solubilidad de Hansen, barnidipino, métodos de contribucién de grupos.

Abstract

Introduction: Solubility studies and obtaining physicochemical data on drugs in pure solvents belonging to differ-
ent chemical classes are key to developing new drug formulations. In this work, Hansen partial solubility parame-
ters (HSP) were calculated to assess the miscibility and intermolecular interactions of barnidipine in seventeen pure
solvents. The comparison of the results obtained with the theoretical values calculated according to the structure of
barnidipine, were valuable to analyse the influence of the solute-solute, solute-solvent relationships of the additive
contribution groups, on the chemical and physical properties of this molecule with the solvents of different polarity
tested, to provide relevant information highly useful in the pharmaceutical industry.

Method: Equilibrium barnidipine solubilities in mono-solvents was determined using the classical shake-flask
method, followed by UV-spectrophotometric analysis at 298.15 K. The partial solubility parameters were calculated
by applying theoretical group contribution methods, proposed by Hoftyzer-Van Krevelen and Fedors. The KAT-LSER
model was used to investigate the effect of solvent based on the concept of linear solvation energy relationships.
The mole fraction was obtained from the densities of the solutions. Solid-phase analyses were made by calorimetry
differential scanning.

Results: The modification introduced in the extended Hansen method, that is, the use of InX2 as the dependent
variable, provided excellent results. The highest solubility values have been found in polar solvents. It is observed
that solvent-solvent and solute-solvent intermolecular interactions through hydrogen bonds and van der Waals
forces, significantly influence drug solubility.

Conclusions: The affinity between barnidipine and each one of the selected solvent was evaluated by using HSP.
Results showed that HSP could be well used to analyse drug solubility in particular solvents. Barnidipine is easier to
dissolve in solvents with shorter carbon chains and higher polarity.

Keywords: Hansen solubility parameter; barnidipine; group contribution methods.
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Highlights
Partial solubility parameters were used to research the dissolution behaviour of barnidipine in seven-
teen mono-solvents.

Partial solubility parameters were calculated by applying theoretical group contribution methods, pro-
posed by Hoftyzer-Van Krevelen and Fedors.

Miscibility and solubility behaviour were revealed by Hansen solubility parameters

The solvent effect was discussed by KAT-LSER model in seventeen mono-solvents.

Introduction

Barnidipine (Fig. 1, 3-(3S)-1-benzylpyrrolidin-3-yl 5-methyl (4S)-2,6-dimethyl-4-(3-nitrophenyl)-1,4-di-
hydropyridine-3,5-dicarboxylate) (CAS 104713-75-9, molecular formula C, H,;N.O, and molar mass
491.544 g/mol) is an antihypertensive drug that belongs to the group of dihydropyridine (DHP) calci-
um antagonists (Figure 1). Barnidipine has selective action against cardiovascular calcium antagonist
receptors and its antihypertensive action is related to the reduction of peripheral vascular resistance
secondary to its vasodilator action. As with other DHP calcium antagonists, vasodilator adverse events
such as headache, flushing and peripheral edema account for most adverse events reported with its
use and are generally transient. Barnidipine contains two chiral centres thus can have four possible en-
antiomers. The active component is composed of a single optical isomer (3’S. 4S configuration), which
is the most potent and longest acting of the four enantiomers.®”

Figure 1. Chemical structure of barnidipine.

The solubility and other physicochemical data of drugs in pure solvents play an important role in the
process of drug discovery and the development of future formulations. Barnidipine belongs to class
Il of the Biopharmaceutical Classification System (BCS).? In this study, the solubility of barnidipine in
17 pure solvents, which are widely used in the pharmaceutical industry including manufacturing and
purification, was measured at 298.15 K and p = 0.1 MPa. The classical flask-shaken technique has been
used as the solid-liquid equilibrium method to evaluate the solubility of barnidipine.®

In addition, the calculation of Hansen solubility parameters (HSP) was proposed, key to help in the
design of drugs.“® Hansen divided the cohesive energy density (the square root of cohesive energy
density is called solubility parameter, J) into contributions from nonpolar interactions (van der Waals
dispersion forces), dipole interactions and hydrogen bonding (Equation 1). HSP can be used for polar
and hydrogen bonding systems to evaluate the compatibility of substances. Hansen solubility parame-
ters (HSP) may be useful for preparing drugs and to estimate their miscibility.®
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6r=J[(6d)2 +(5,)" + @2

Equation 1

where the terms J,, 5p, and ¢, are partial parameters representing the dispersion, polar and hydrogen
bonding components of the total solubility parameter ¢.. The value of 9, of a given solvent was assumed
to be equal to that of a non-polar substance (e.g. hydrocarbon) of about the same chemical structure.

Furthermore KAT-LSER model had been applied to explore the solvent effects on barnidipine based on
linear solvation energy relationships concept.™

Methods

Materials

Barnidipine (mass fraction purity > 0.999) was supply from Laboratorios Liconsa (Spain). 1,4-Dioxane,
acetone, benzene, isopropyl myristate, N,N-Dimethylformamide (DMF), acetophenone, ethyl acetate,
water, chlorobenzene, methanol, ethanol, 1-Octanol, 1-Pentanol, acetonitrile, 1,2-Dichloroetane, ace-
tic acid, were acquired from Sigma Aldrich Co. (USA) and diethylene glycol monoethyl ether (DEGME,
Transcutol® HP). The detailed properties regarding materials are listed in Table 1.

Table 1. Properties of solvents used in the present study.

Chemical CAS Molecular Molar mass Source Purity mass
name Number formula (g/mol) fraction
Ethanol 64-17-5 C,H,OH 46.07 Sigma Aldrich >99.9%
Water 7732-18-5 H,0 18.02 Millipore >99.9%
Ethyl acetate 141-78-6 C,H,0, 88.11 Merck 99.5%
1,4-Dioxane 123-91-1 C,HO, 88011 Sigma Aldrich 99.5%
Acetic acid 64-19-7 CH,COOH 60.05 Sigma Aldrich 96.0%
1-Pentanol 71-41-0 CH,0 88.15 Sigma Aldrich 299.9%
DMF 200-679-5 C,H,NO 73.09 Sigma Aldrich 99.8%
Benzene 71-43-2 CH, 78.11 Sigma Aldrich 99.8%
DEGME 111-90-0 CH.0, 134.17 Gattefossé 99%
Acetone 67-64-1 C,HO 58.08 Merck 299.5%
Chlorobenzene 108-90-7 CH.Cl 112.56 Sigma Aldrich 299.5%
1-Octanol 111-87-5 CH, 0 130.23 Sigma Aldrich 299.0%
Acetophenone 98-86-2 C,H,0 120.15 Sigma Aldrich 99%
Isopropyl alcohol 67-63-0 C,H,0 60.10 Sigma Aldrich >99.5%
Methanol 67-56-1 CH,OH 32.04 Merck 299.9%
Acetonitrile 75-05-08 CH.CN 41.05 Merck >299.8%
1,2-Dichloroethane 107-06-2 CH,.CL 98.96 Sigma Aldrich 299.0%
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Calculation of partial solubility parameter

The Hansen solubility parameters (HSP) are physicochemical parameters and are widely used to esti-
mate the type of interactive forces drug-solvent, corresponding to atomic dispersion (8d), molecular
dipolar interactions (dp), and hydrogen-bonding interactions (sh) (Equation 1). Hydrogen bonding is
used here in a general sense to mean highly polar, oriented interactions of specific donor acceptor
types.(mv“’

HSP was used to estimate the miscibility of solvent and solute.**¥ The HSP for solvent mixtures (3, ™)
is estimated through Equation 2:

S = adl + (1 — )62

Equation 2

the parameter a represents the volume fraction composition of cosolvent in the selected solutions;
o', and &%, express the HSP of cosolvent and water, correspondingly.
To evaluate the interactions of “solvent and drug” molecules, the solubility parameter (Ad)*® (Equa-
tion 3) is employed here to illustrate the mixing procedure between solute and solvents."®

26 = ([0 = 8 + (82— 61 )° + (ho— G0aY]

Equation 3

It has been observed that the Ad value of <5.0 MPa'2indicates the high miscibility possibility between
solute and liquid solvent.®®

Bustamante et al.""*® found that it is possible to directly regress InX, against the three partial solubility
parameters, improving the significance of the regression coefficients. The modified models are pre-
sented as:

In X2 = Co + C1014° + C2014 + C301p° + Cad1p + Cs501n? + Cedin

Equation 4

Equation 4 can also be used to calculate the partial solubility parameters of the solute using the ratio
of the coefficients in expressions equivalent to the following:

-(G,/2C)
-(C,/2C)
-(C/2C)

g,
Oy
Oz

The HSP can as well be estimated from group contribution methods.**?? The group contribution meth-
ods are only approximate, but they are very convenient to obtain a quite idea about the magnitude of
the solubility parameters of a drug. The partial parameters are estimated from:
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:m S _7'”2"“:; 0, = &
v Y, "1 Dnv

where F, F and U, have been determined by Hoftyzer-Van Krevelen®?? and F, represents the contri-
bution to the dispersion force; F_ stands for the contribution to the polarity force; and U, stands for the
contribution to the hydrogen bond interaction energy.

d

Solid-state characterization methods of barnidipine

Differential scanning calorimetry (DSC) (DSC 3, Mettler, Switzerland) was used to determine the melting
temperature and the enthalpy of fusion of barnidipine. Approximately 5 mg was added in an aluminum
hermetic pan with pin-holed lids, which were subsequently crimped. Indium was used as a standard
substance during the calibration process. The test temperature ranged from 303.15 K to 573.15 K and
the heating rate was 10 K/min under the protection of nitrogen. At least 3 separate DSC measurements
were performed on each solid preparation.

Solubility measurements of barnidipine

The shake-flask technique was applied to measure the solubility of barnidipine in the seventeen mono
solvents at 298 K. Excess amount of drug was collocated in flask of 100 mL and introduced into a ther-
mostatized bath (0.1 K) (HETO® Type SBD50-1 bio. Paris, France) shaking continuously at constant
highest temperature to obtain the equilibrium of solubility at least three days (during this time, the
mixture was checked at intervals to ensure the solid-liquid equilibrium). The main principle of the ex-
perimental equipment is to ensure stirring and dissolving of solute to reach saturation under a con-
stant temperature. Once reached the equilibrium, samples of the saturated solutions were filtered
(Durapore membranes 0.2 um pore size, Darmstadt, Germany) and diluted with absolute ethanol. The
concentrations were determined in a single beam spectrophotometer (Agilent® 61030AX. CA. United
States) at 2__ =358 nm. The densities of the solutions were measured at each temperature in 10-mL
pycnometers, to convert the molar solubility into mole fraction units.

All solubility measurements were repeated three times. The experimental solubility of barnidipine frac-
tion (X,) in each solvent was calculated using Equation 5. The relative deviations (RD) between the
experimental data and the literature data were less than 3%, which indicates that the measurement
system and method used were reliable and accurate.

mlel
Xz: ——— s
mi/Mi+m2/M2

Equation 5

In the formula, M, and M, are the relative molar mass of barnidipine and solvent, respectively, and m, is
the mass of solute and m, represent the mass of pure solvent.

Results
Solid-state properties of barnidipine

Differential scanning calorimetry was performed for the original powder and for the solid phase after
equilibration with the pure solvents, this allows to detect possible changes of the thermal properties

Ars Pharm. 2023:64(4):329-341 334


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/molecular-mass

Pefia-Fernandez MA, et al.

of the solid phase. The DSC thermogram of barnidipine is depicted in Figure 2. The thermal analysis
results showed that the onset temperature and specific fusion enthalpy (AH) were 230 °C and 75.6 J/g
respectively, associated with the polymorphic form Il. The use of form Il provides a new opportunity to
improve and facilitate the handling and storage of barnidipine hydrochloride since it is a light-stable
crystalline form. Characterization of the original barnidipine powder solid phase and the equilibrated
solid phases with the selected pure solvents showed in all cases the same melting-related endothermic
event, suggesting that barnidipine exists in a pure crystalline form that was not transformed into no
polymorphic form after solubility experiments performed. Unfortunately, there is not much informa-
tion previously published in relation to the barnidipine polymorphism, a patent approved in 2014 has
been found, on polymorph of barnidipine hydrochloride and processes for its preparation.®

Bl 1) & k) @ 0 100 110 I | 8 18 1 M M1 om0 I M M ®W L
M M f f M H f ' ' N i M N )

e

Figure 2. DSC spectra of pure barnidipine and equilibrated from any pure solvents.

Experimental solubility data of barnidipine in seventeen mono solvents

The experimental mole fraction solubility data of barnidipine in seventeen mono solvents at 298.15 K and
the partial parameters and total solubility parameters of solvents chosen are tabulated in Table 2. It can
be seen temperature has different effects on the solubility change trend of various types of solvents".
Experimental mole fraction solubility was ranked in the following order: isopropyl myristate < benzene
< chlorobenzene < ethyl acetate < water < 1,4-Dioxane < acetone < acetonitrile < 1,2-Dichloroethane <
1-Octanol < 1-Pentanol < ethanol < acetophenone < methanol < DEGME < acetic acid < DMF. As can be
appreciated, the solubility of barnidipine increases to a maximum with solvents as DEGME, acetic acid or
DMF, are Lewis-acid solvents suggesting that barnidipine is a better proton-acceptor than proton-donor.
According to this result, solubility of barnidipine is completely analogous to the order of polarity, this
result may be due to the higher polarity of barnidipine. Solvents like DMF or acetic acid, contain similar
groups of C=0 than the drug, which may lead the larger solubility. In addition, the intermolecular inter-
actions such as hydrogen bonds and Van der Waals’ forces between solvent-solvent and solute-solvent
will also influence the solubility. Then the solubility data would be helpful in separation, purification
studies and formulation development of barnidipine in chemical and pharmaceutical industries.

The solvents with a less ability for solubilizing barnidipine (isopropyl myristate, benzene and chloro-
benzene) have small total solubility parameters. The solubility in primary alcohols, 1-Octanol, 1-Penta-
nol, ethanol, and methanol also follows the order of increasing solubility parameter. With the decrease
of the carbon chain length, the solubility of barnidipine increased significantly, and the maximum val-
ues were obtained in methanol. Overall, explaining the dissolution behavior of barnidipine requires the
consideration of solid-liquid equilibrium is affected by different interactions. So barnidipine is easier to
dissolve in solvents with shorter carbon chains and higher polarity.
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Table 2. Values of HSP of selected solvents and equilibrium solubility of barnidipine in mole fraction scale in pure
solvents at T/K=298.15.

Solvents o, J, 9, o, X, Ao Weight

Ethanol 15.8 8.8 19.4 26.5 1.87-10* 7.36 0.01
Water 15.6 16 42.3 47.9 1.42:10° 20.79 1

Ethyl acetate 15.1 53 9.2 18.5 7.82:10° 16.15 0.01
1,4-Dioxane 19.0 1.8 7.4 20.5 2.35-10° 20.37 1

Acetic acid 14.5 8. 13.5 214 4.32:10° 11.13 0.01
1-Pentanol 13.0 4.5 13.9 21.7 1.06-10* 13.61 1

DMF 17.4 13.7 11.3 24.8 6.67-103 10.88 0.01
Benzene 18.4 1 2 18.6 5.56:107 24.79 1

Cl-Benzene 19.0 43 2 19.6 1.27-10° 23.1 0.01
1-Octanol 17.0 3.3 11.9 20.9 9.75-10° 15.93 1
Acetophenone 19.6 8.6 3.7 21.7 3.61-10* 19.91 1
Acetone 15.5 10.4 7 20 6.17-10° 15.52 1
Isopropyl myristate 15.9 2.1 2.8 16.3 5.02:107 23.21 1

DEGME 15.5 5.7 11.2 19.95 6.00-10* 14.43 0.01
Methanol 15.1 12.3 22.3 29.6 5.33-10* 3.55 1
Acetonitrile 15.3 18 6.1 24.4 7.67-10° 15.65 1
1,2-Dichloroethane 19.0 7.4 4.1 20.8 7.67-10° 19.87 1

On the other hand, the effect of mole fraction on Ad, key parameter to judge the ability of solvent to dis-
solve solute (eq. 3), was evaluated and the results are included in Fig. 3. To facilitate the interpretation of
the results, a number has been assigned to each solvent (Table 2). Ethanol and methanol are the solvents
that are furthest away. Ad were found to decrease linearly with increasing molar fraction. The maxi-
mum solubilization of barnidipine could be possible due to upper polarity and different solute-solvent
interactions. Accordingly, DMF could be utilized as an efficient cosolvent in the solubilisation process.
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Figure 3. Impact of molar fraction on Ad

An approximation to the calculation of the cohesive energy and the solubility parameter of drug were
made from group contribution methods. Table 3 summarizes the results of the application of the group
contribution method of Fedors'? for estimate interne energy (AE), molar volume (AV), and total Hansen
solubility parameter of barnidipine ¢, = 23.2 MPa'. According to the group contribution method pro-
posed by Hoftyzer-Van Krevelen g, 9,9, and ¢, of barnidipine can be calculated, as can see in Table 4.
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Table 3. Application of the group contribution method of Fedors® for estimate interne energy, molar volume and
total Hansen solubility parameter of barnidipine.

Group or atom n, AE, (kJ/mol) 4V, (cm*/mol) nAE, (kJ/mol) | nV,(cm?/mol)
(—CH3) 3 4.71 33.5 14.13 100.5
(-CHZ-) 4 4.94 16.1 19.76 64.4
(>CH-) 2 3.43 -1 6.86 -2.0
(>C=) 4 4.31 -5.5 17.24 -22.0
Phenyl 1 31.90 71.4 31.90 71.4

Phenylene 1 31.90 52.4 31.90 52.4
Ring closure-5 2 1.05 16.0 2.10 32.0
Conjinring 2 1.67 -2.2 3.34 -4.4
(-C0O0-) 2 18.00 18.0 36.00 36.0
(-NH-) 1 8.40 4.5 8.40 4.5
(-N<) 1 4.20 -9.0 4.20 -9.0
(-NO,) arom 1 15.36 32.0 15.36 32.0
191.19 355.8

0,= (XnE [XnV)"?=23.2 MPa” =11.34 (cal/cm?)”

Conversion of (J/cm?)¥2 or MPa*2into (cal/cm?)*2 is simple because it only requires division by 2.045.

Table 4. Application of the group contribution method of Hoftyzer-Van Krevelen® for estimate the contribution to
the dispersion force, polarity force and to the hydrogen bond interaction energy and total Hansen solubil-
ity parameter of barnidipine.

Group or atom n, nF, n(F.) nu,_
(—CH3) 3 1260 0 0
(-CH,-) 4 1080 0 0
(>CH-) 2 160 0 0
(>C=) 4 280 0 0
Phenyl 1 1430 12100 0

Phenylene 1 1270 12100 0
(-CO0-) 2 780 480200 14000
(-NH-) 1 160 44100 3100
(-N<) 1 20 640000 5000
(-NO,) arom 1 500 1144900 1500
> 6940 2333400 23600
o,=(xnF,) IV 19.5 MPa”
3, =V (n(F)) v 4.3 MPa™
5, =((XnU,) V) 8.1 MPa”
6r=J[(o‘,, 2+ (5,)" + (o‘,,)Z] 21.6 MPa”
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Solvent effects: KAT-LSER model

The KAT-LSER (Kamlet-Abboud-Taft linear solvation energy relationship) model is applied to the
barnidipine solubility to explain the Lewis-acid-base and polarization effects upon improvement of
this property. Classical KAT-LSER model takes the form of Equation 6.%527

2

Inx, =¢,+ca+c,f+cem+c,| ———
2 0 1 2 3 4 IOORT

Equation 6

where, c,a and ¢, f refer to the energy terms for specific solute-solvent Lewis acid and base interac-
tions, respectively; ¢,z represents the energy term for non-specific interactions; whereas, the last term
in the Equation 6 denotes cavity term defining the energy for solvent-solvent molecule interactions.
This term designates the drug accommodation energy as a product of the Hansen solubility parame-
ter, 4,, and molar volume of barnidipine, V,. The universal gas constant, R, and experimental tempera-
ture, T/K, are considered here in denominator with the purpose of getting a dimensionless magnitude
of the cavity term. ¢, represents the solute-solute interactions and measures the interceptata. = f=n=
6,=0; ¢, and ¢, are a measure of the property susceptibility of barnidipine to solute-solvent interac-
tions of specific hydrogen bonding, while ¢, and c, represent the solute sensitivity to the nonspecific
electrostatic solute-solvent and solvent-solvent molecule interactions.

Table 5 summarizes the solvatochromic parameters,a, f5, and z, as well as the Hansen solubility param-
eters of 15 solvents studied in this research taken from the literature.?-?

Table 5. Solvatochromic parameters and total Hansen solubility parameter of some solvent studied.

Solvent a? 'S n? 9, (MPa*?)®
Ethanol 0.86 0.75 0.54 26.5
Water 1.17 0.47 1.09 47.8
Ethyl acetate 0.00 0.45 0.45 18.1
1,4-Dioxane 0.00 0.37 0.49 20.5
Acetic acid 1.12 0.45 0.64 21.4
1-Pentanol 0.84 0.86 0.40 21.7
DMF 0.00 0.69 0.88 24.8
Benzene 0.00 0.10 0.55 18.8
Cl-Benzene 0.00 0.07 0.68 19.8
1-Octanol 0.77 0.81 0.40 21.0
Acetophenone 0.04 0.49 0.81 21.8
Acetone 0.08 0.48 0.62 20.0
Methanol 0.98 0.66 0.60 29.6
Acetonitrile 0.19 0.40 0.66 24.4
1,2-Dichloroethane 0.00 0.10 0.73 20.9

2Taken from Marcus.®¥"Taken from Barton.?%

In this way, KAT-LSER model obtained is shown as Equation 6 (with r=0.905 and F=11.36).

Inx, =-2028+324a+7.143+15.807 45| 22
: 100R7
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Positive values of ¢, (3.24), ¢, (7.14) and c, (15.80) demonstrate the favourable contribution of Lew-
is-acid base and polarizability of barnidipine solubility, whereas the negative values of ¢, (-20.28) and
c, (-4.55) demonstrate the unfavourable contribution of solute-solute interactions and cavity energy
requirements on the solubility of this drug. Moreover, if absolute values of ¢ , ¢, ¢, and ¢, are compared
the following contribution percentages are obtained: 10.6, 23.2, 51.4 and 14.8%, respectively, which
means that polarization effects implies the higher contribution on solubilisation, followed by the Lewis
basic behaviour of barnidipine owing tertiary amine group and oxygen atoms, whereas the Lewis acidic
behaviour of this drug is the lowest favourable contributor and it could be due to hydrogen atom of
secondary amine group.

Discussion

Hansen solubility parameters

Robust regression methods as well as analysis of residuals were used to detect inconsistencies of individ-
ual cases with the overall regression model. From these results, weighted regression were performed to
obtain the partial solubility parameters, i.e. smaller weights were assigned to the solvents that least fitted
the models. The parameters are calculated from regression coefficients that are statistically significant
at least at the 0.05 probability level using Eq. 4.77'9 using the dependent variable, [nX,. A weight of 0.01
was assigned to the following solvents: ethanol, ethyl acetate, acetic acid, chlorobenzene, DEGME and
DMF which least fit the model. For the remaining solvents the weight was fixed at unity.

The results of partial solubility parameters for barnidipine from experimental values are §,=14.32
MPa? 5p:15.69 MPa'’?; 5,=21.55 MPa'?and for total solubility parameter is 5,=30.25 MPa'/?, that exper-
imental value is not close to obtained using Fedors or Hoftyzer-Van Krevelen methods. This indicates
that the actual polarity of the drug against the solvents is larger than expected from the additive contri-
bution of its groups. On the other hand, the experimental J, obtained is in excellent agreement with the
value calculated from the Fedors method. The reason may be that the Fedors method includes a larger
number of groups than the Hoftyzer-Van Krevelen method. The group contribution methods are useful
because they provide a rough estimation of total and the partial solubility parameters.

Ad factor has been well established in the literature that the smaller the difference in solubility of two
compounds is the more miscible they are Hoftyzer-Van Krevelen method is of the same order of accu-
racy and the optimal way for estimation of the solubility parameter is to apply both taking the average
results Table 2 summarizes the values obtained, as can see methanol and ethanol are the two best sol-
vents for barnidipine, representing the smallest increment values, that is, solubility depends on hydro-
gen bonding (d,) preferentially. To describe the miscibility between barnidipine and the pure solvents,
A0 =355, parameter appointed for mutually miscible systems. It can be concluded that when the
parameters of barnidipine are closer to those of the selected solvent, barnidipine will theoretically
be more soluble in the solvent. This indicates that the difference values (46) are important indexes to
predict the extent of dissolution.

Conclusion

[n X, as dependent variable was used, r* value is higher (>0.98) and all the regression coefficients are
significant. The total and partial solubility parameters obtained are in quite good agreement consider-
ing the structure of the drug, 9,=30.25 MPa'’,

Barnidipine is easier to dissolve in solvents with shorter carbon chains and higher polarity. The influ-
ence of solute-solvent interaction, solvent-solvent interaction, physical and chemical properties of
solute and solvents were studied and analysed.

Experimental data were compared with the data calculated according to the Fedors and Hoftyzer-Van
Krevelen methods to show the importance of using both methods to determine HSP. It is interesting to
evaluate the experimental and theoretical values estimated from the group contribution methods of Fe-
dors for total solubility parameters and Hoftyzer-Van Krevelen for total and partial solubility parameters.
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According to KAT-LSER model, solvent effect (solvent interaction) was investigated through correlating
barnidipine solubility data in selected solvents. It turns out that the self-cohesive interaction of the
solvent may have a more significant weight on the solubility of barnidipine.
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Resumen

Introduccion: Nirmatrelvir/ritonavir (Paxlovid®) es el Unico tratamiento oral autorizado en Europa para tratar la
enfermedad por COVID-19 en adultos que no requieren aporte de oxigeno suplementario y que tienen un riesgo alto
de progresar a COVID-19 grave.

Esta disponible en Espafia previa validacién debido al perfil de interacciones y advertencias de uso.
El objetivo es determinar efectividad, seguridad y manejo de interacciones.

Método: Estudio retrospectivo de todos los pacientes con tratamiento validado de nirmatrelvir/ritonavir en tres
centros de salud urbanos durante 2022. La efectividad fue la proporcién de participantes sin hospitalizacion rela-
cionada con COVID-19 o muerte por cualquier causa hasta el dia 28.

Resultados: Se analizaron 24 pacientes. Se considerd efectivo en 23 (95,8 %). Mas del 80 % de pacientes presenta-
ban interaccidn potencial con la medicacién concomitante, recomenddndose la suspension temporal de medica-
mentos destacando simvastatina y metamizol.

Conclusiones: Nirmatrelvir/ritonavir se ha considerado efectivo pero con dificil manejo en pacientes pluripatolé-
gicos polimedicados.

Palabras clave: COVID-19; nirmatrelvir/ritonavir; atencién primaria; estudio de utilizacién de medicamentos; efec-
tividad.

Abstract

Introduction: Nirmatrelvir/ritonavir (Paxlovid®) is the only oral treatment authorized in Europe to treat COVID-19
disease in adults who do not require supplemental oxygen and who are at high risk for progression to severe
COVID-19.

It is available in Spain after validation due to the profile of interactions and warnings for use.
The objective is to determine effectiveness, safety and management of interactions.

Method: Retrospective study of all patients on validated nirmatrelvir/ritonavir treatment at three urban health cen-
tres during 2022. Effectiveness was the proportion of participants without COVID-19-related hospitalization or death
from any cause through day 28.

Results: 24 patients were analyzed. It was considered effective in 23 (95.8 %). More than 80 % of patients presented
potential interaction with the concomitant medication, recommending the temporary suspension of medications,
highlighting simvastatin and metamizole.

Conclusions: Nirmatrelvir/ritonavir has been considered effective but difficult to manage in polymedicated poly-
pathological patients.

Keywords: COVID-19; nirmatrelvir/ritonavir; primary care; drug use evaluation; effectiveness.
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Puntos clave

La pandemia COVID-19 ha tenido un elevado impacto en la incidencia de casos y de mortalidad en todo
el mundo. Nirmatrelvir/ritonavir es el primer y Gnico tratamiento oral autorizado en Europa para tratar
la enfermedad por COVID-19 en adultos que no requieren aporte de oxigeno suplementario y que tie-
nen un riesgo alto de progresar a COVID-19 grave. Esté disponible en Espafia previa validacion debido
al perfil de interacciones y advertencias de uso. Existen pocos datos en practica de vida real del uso de
este medicamento.

El presente estudio muestra la efectividad, seguridad y el manejo de las posibles interacciones del
farmaco prescrito en atencién primaria.

Los resultados obtenidos muestran el uso real que han dado los médicos de familia al Gnico farmaco
que pueden prescribir para tratar a sus pacientes ambulatorios con COVID-19 con riesgo alto de pro-
gresar a enfermedad grave. Los datos muestran una utilizacién limitada y compleja, con una validacion
previa y un perfil de interacciones que requiere una revision exhaustiva de toda la medicacién conco-
mitante.

Introduccion

La Agencia Europea del Medicamento (EMA) concedid el 28 de enero de 2022 una autorizacién condi-
cional de comercializacidn a Paxlovid®, actualizdndose en enero de 2023 a una autorizacién estandar,
siendo el primery Unico tratamiento oral autorizado en Europa para tratar la enfermedad por coronavi-
rus 2019 (COVID-19). Paxlovid®esta formado por la asociacién de nirmatrelvir (inhibidor de la proteasa
principal del SARS-CoV-2) y ritonavir (inhibidor del citocromo CYP3A4 que prolonga la actividad de
nirmatrelvir). Tiene indicacién para el tratamiento de COVID-19 en adultos que no requieren aporte
de oxigeno suplementario y que tienen un riesgo alto de progresar a COVID-19 grave”. A pesar de que
Espafia aun no dispone de decision de precio y financiacion en el Sistema Nacional de Salud, el Minis-
terio de Sanidad realizé una compra estratégica de 344.000 tratamientos que se distribuyeron entre
las comunidades auténomas segun criterios poblacionales?. La eficacia se basa en un ensayo clinico®
en fase 2/3, aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo en 2.246 adultos no vacunados y sin
infeccion previa. Presentaban sintomatologia leve-moderada, no estaban hospitalizados y tenian un
diagnéstico confirmado por laboratorio de infeccion por SARS-CoV-2. Los pacientes ademas tenian
un factor de riesgo preespecificado para progresion a enfermedad grave o bien edad igual o superior
a 60 afios independientemente de la condicién médica crénica preespecificada, e iniciaron el trata-
miento dentro de los primeros cinco dias de aparicion de la sintomatologia. La variable primaria de
eficacia fue la proporcién de participantes con hospitalizacién relacionada con COVID-19 o muerte por
cualquier causa hasta el dia 28 (0,77 % vs. 6,32 %; p < 0,001; nUmero necesario a tratar (NNT) =18 [14 a
25]), siendo Delta la variante principal de SARS-CoV-2. Debido al perfil de interacciones y advertencias
especiales de uso, se requiere una validacidn previa a su dispensacién®.

Una revision Cochrane concluye que hay una certeza baja de la evidencia de que nirmatrelvir/ritonavir
reduce el riesgo de mortalidad por todas las causas y de ingreso hospitalario o muerte a partir de este
Unico ensayo clinico®.

Los estudios en practica clinica real son limitados, destacando el realizado en Israel donde muestra su
efectividad reduciendo el riesgo de progresion a COVID-19 severo o muerte, siendo la variante domi-
nante Omicron, pero en menor medida que el estudio pivotal®.

Métodos

Con el objeto de conocer la utilizacién del medicamento en nuestro medio y determinar la efectivi-
dad, seguridad y el manejo de las posibles interacciones de nirmatrelvir/ritonavir, se realizé un estudio
retrospectivo que incluyé todos los pacientes con tratamiento prescrito y validado de nirmatrelvir/
ritonavir en tres centros de salud urbanos durante el afio 2022, con una poblacién asignada de unos
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90.000 habitantes. El presente estudio ha sido aprobado por el comité ético de referencia. Los pacien-
tes se identificaron a partir de los registros de validacién de medicacion. Las variables recogidas fue-
ron: edad, sexo, prescriptor, posologia, criterios de riesgo para indicacién (A: inmunocomprometidos y
otras condiciones de alto riesgo, independientemente del estado de vacunacién; B: no vacunados > 80
afios; C: > 65 afios, independientemente del estado de vacunacion, con al menos un factor de riesgo de
progresion), vacunacion, ingreso por COVID-19, muerte a los 28 dias, efectivo (considerando efectivo
si no presenta ingreso por COVID-19 o muerte a los 28 dias), efectos adversos, nimero de principios
activos prescritos, interacciones, farmacos implicados y recomendacién sobre la interaccion.

Se consideraron factores de riesgo de progresion los indicados por la Agencia Espafiola del Medica-
mento y Productos Sanitarios™:

« Enfermedad renal crénica: pacientes con tasa de filtracion glomerular inferior a 60 ml/min.
« Enfermedad hepatica descompensada.

« Enfermedad neuroldgica cronica (esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica, miastenia gravis
o enfermedad de Huntington).

+ Enfermedades cardiovasculares, definidas como antecedentes de cualquiera de los siguientes: infar-
to de miocardio, accidente cerebrovascular, accidente isquémico transitorio, insuficiencia cardiaca,
angina de pecho con nitroglicerina prescrita, injertos de revascularizacién coronaria, intervencién co-
ronaria percutanea, endarterectomia carotidea y derivacion adrtica.

« Enfermedad pulmonar crénica de alto riesgo.
« Diabetes con afectacién de 6rgano diana.
« Obesidad (indice de Masa Corporal (IMC) 235).

En el periodo comprendido entre el 1 de enero de 2022 y el 24 de julio de 2022 (final de la séptima y
Ultima ola) se diagnosticaron 15.815 casos de COVID-19 en los 3 centros de salud®.

En la ciudad en la que estan ubicados los centros del estudio el nimero de casos diagnosticados de
COVID-19 durante todo el afio 2022 fue de 319.8279.

Resultados

Se analizaron 24 pacientes con nirmatrelvir/ritonavir, siendo un 75 % mujeres, con una edad media de
82,4 + 11,9 afios. La primera prescripcién fue del dia 8 de abril de 2022. 9 (37,5 %) pacientes tenian la
posologia reducida por insuficiencia renal moderada. Respecto a los criterios de riesgo para indica-
cidn, 4 (16,7 %) pacientes eran inmunocomprometidos, 3 (12,5 %) eran no vacunados > 80 afios y 17
(70,8 %) eran > 65 afios con al menos un factor de riesgo de progresion.

En la Figura 1 aparecen los factores de riesgo de progresidn en los pacientes del grupo C.

m Enfermedad renal crénica

m Enfermedades
cardiovasculares

w Enfermedad pulmonar
croénica

Diabetes con afectacion
drganodiana

H Obesidad

Figura 1. Factores de riesgo de progresion en los pacientes del grupo C
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Respecto al estado de vacunacion, 3 (12,5 %) pacientes no estaban correctamente vacunados (2 no
habian recibido ninguna dosis y 1 Gnicamente dos dosis).

Se identificaron 14 prescriptores diferentes de un total de 91 médicos de familia (15,4 %).

Se considerd efectivo en 23 (95,8 %) pacientes. Un paciente (4,2 %) ingres6é por COVID-19 al cuarto
dia de tratamiento con nirmatrelvir/ritonavir y fue dado de alta tras dos dias. Se considerd que 4 (16,7
%) pacientes presentaron efectos adversos (diarreas, vomitos, disgeusia) y en 2 de ellos a causa de
estos efectos no se completd el tratamiento. Los pacientes tomaban una media de 9,8+3,6 farmacos y
20 (83,3 %) pacientes presentaron posibles interacciones farmacoldgicas con la medicacién concomi-
tante. En la tabla 1 se muestran las interacciones potenciales detectadas, los posibles efectos a nivel

farmacocinético y las recomendaciones para evitarlas.

Tabla 1. Interacciones potenciales detectadas de nirmatrelvir/ritonavir con la medicacién concomitante.

Principio activo Pacientes (n) Posible efecto de ritonavir sobre Recomendacion
el principio activo
Simvastatina 10 Aumento Cp Stop
Metamizol 3 Aumento Cp Stop
Alprazolam 2 Aumento Cp Reducir dosis
Amlodipino 2 Aumento Cp Reducir dosis
Atorvastatina 2 Aumento Cp Stop
Diltiazem 2 Aumento Cp Reducir dosis
Morfina 2 Disminucién Cp Monitorizar
Tamsulosina 2 Aumento Cp Stop
Acenocumarol 1 Disminucion Cp Monitorizar
Clonazepam 1 Aumento Cp Stop
Fentanilo 1 Aumento Cp Reducir dosis
Indapamida 1 Aumento Cp Monitorizar
Lercanidipino 1 Aumento Cp Stop
Losartan 1 Aumento Cp Monitorizar
Oxicodona 1 Aumento Cp Stop
Quetiapina 1 Aumento Cp Stop
Rosuvastatina 1 Aumento Cp Stop
Salmeterol 1 Aumento Cp Stop
Silodosina 1 Aumento Cp Stop
Solifenacina 1 Aumento Cp Stop
Trazodona 1 Aumento Cp Reducir dosis

Cp: concentracidn plasmatica

Discusion

El primer y Gnico tratamiento oral autorizado en Europa para tratar la enfermedad por COVID-19 ha
sido poco prescrito ya que Unicamente se han identificado 24 pacientes con el farmaco durante todo
el afio 2022 mientras que se diagnosticaron mas de 15.000 casos COVID en los tres centros desde enero
de 2022 hasta el final de la séptima ola en julio de 2022, dltima fecha en que se dispone de datos por
centro de atencidn primaria.

Posibles causas para esta limitada utilizacién podrian ser la presencia de variantes diferentes de SARS-
CoV-2 a la del estudio pivotal, la menor letalidad del virus, el manejo complicado de las interacciones
para medicamentos muy utilizados como las estatinas, el circuito de validacion y dispensaciéon com-
plejoy la preocupacion por un rebote viral observado después del tratamiento.
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Cabe recordar que molnupiravir, otro farmaco también oral, no esta autorizado por la EMA. La Agencia
Espafiola de Medicamentosy Productos Sanitarios emitié unas recomendaciones sobre su uso temprano
antes de la autorizacién de comercializacion ante una situacion de emergencia, y se recomendaba usar
en caso de contraindicacion a Paxlovid”y como alternativa a otros tratamientos como remdesivir,

Conclusion

Podemos concluir que Paxlovid® se ha considerado efectivo pero con dificil manejo en pacientes pluri-
patolégicos polimedicados.

. . 4
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Resumen

Los problemas de salud mental hacen parte de las enfermedades no trasmisibles y se les atribuye, con otras enfer-
medades asociados al bienestar, hasta un 21 % de las muertes mundiales. Por ello, es necesario analizar y estable-
cer la relacién riesgo/beneficio de politicas relacionadas con la salud mental, caso de la legalizacion del consumo
de cannabis recreativo en adultos. El cannabis es la droga “ilicita” de mayor consumo en los paises occidentales,
en esencia por incrementar la sociabilidad y la euforia. En la dltima década, varios paises han promulgado normas
orientadas a legalizar la comercializacién de cannabis recreativo en adultos. En este sentido, existe controversia
del efecto de este tipo de iniciativas, en el porcentaje de personas que consumen esta sustancia y en la salud de
los mismos. Sin embargo, se podria esperar que este tipo de iniciativas favorezca un aumento en el porcentaje de
personas que consumen esta sustancia. El aumento del consumo de marihuana puede favorecer una mayor preva-
lencia de problemas de salud mental, incluyendo psicosis y esquizofrenia. Se acepta la existencia de una asociacién
entre consumo de cannabis y psicosis (incluyendo esquizofrenia). En este marco, reconociendo los beneficios de
las politicas de legalizacion del consumo de cannabis recreativo en adultos, orientadas a superar el enfoque prohi-
bicionista y a buscar la reduccidn del dafio, es conveniente evaluar y definir el efecto de las mismas. Ademas, estas
iniciativas se deben acompafiar de programas informativos y educativos, orientados a sintetizar los riesgos del con-
sumo, incluyendo, la dependenciay problemas de salud mentales.

Palabras clave: Uso de la Marihuana; Cannabis; Politicas, Planificacion y Administracion en Salud; Salud mental;
Educacion para la salud.

Abstract

Mental health problems are included in the non-communicable diseases and together to other problems associated
with well-being, they are attributed up to 21 % of global deaths. Therefore, it is necessary to analyze and establish
the risk/benefit ratio of policy related to mental health, for example, in the case of the legalization of recreational
cannabis use in adults. Cannabis is the most widely used “illicit” drug in Western countries, essentially because it
increases sociability and euphoria. In the last decade, several countries have endorsed policies aimed at legalizing
the commercialization of recreational cannabis in adults. In this sense, there is controversy about the effect of this
type of policy on the percentage of people who consume this substance and on their health. However, it could be
expected that this type of initiative will improve the percentage of people who consume this substance. Increased
marijuana use may lead to a higher prevalence of mental health problems, including psychosis and schizophrenia.
The existence of an association between cannabis use and psychosis (including schizophrenia) is accepted. In this
framework, recognizing the benefits of policies to legalize the use of recreational cannabis in adults, advancing from
a drug prohibition approach to one focused on harm reduction, it is convenient to evaluate and define the effect of
this type of policies. Also, this kind of policies should be linked to informative and educational programs to clarify
the risks of consumption, including, dependence and mental health problems.

Key words: Marijuana Use; Cannabis; Health Policy, Planning and Management; Mental health; Health education.
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Puntos clave

El efecto de politicas de legalizacion del consumo de cannabis recreativo, en el porcentaje de personas
usuarias de esta droga (incluyendo jovenes/adolescentes) y, con ello, en la presentacion de trastorno
por consumo de cannabis, dependencia, psicosis e incluso esquizofrenia, es controvertido.

La legalizacidn del cannabis con fines recreativos puede aumentar el consumo en adultos jovenes; y el
consumo de cannabis aumenta el riesgo de desarrollar psicosis, sintomas psicéticos y esquizofrenia.

La legalizacion del consumo del cannabis con fines recreativos se debe acompafiar de programas de
informacion y educacion, orientados a garantizar el conocimiento de los riesgos asociados, buscando
optimizar el riesgo/beneficio de este tipo de iniciativas en la salud de la poblacién de cada pais.

Introduccion

En el 2015, la organizacién de naciones unidas establecié como objetivo de desarrollo sostenible-3:
“garantizar una vida sana y promover el bienestar para todos en todas las edades” y como meta 3.4 “re-
duciren un 33 % la mortalidad prematura por enfermedades no trasmisibles (ENT) o créonicas”, mediante
la prevencién y tratamiento, potenciados por la promocién de la salud y del bienestar®.

Las ENT son problemas de salud crénicos, responsables de la mayor cantidad de enfermedad y muer-
te global y que comparten factores de riesgo genéticos (predisposicion a desarrollarlas), ambientales
(polucién y contaminacién), fisioldgicos/metabdlicos (hipertension arterial, diabetes y dislipemia) y
conductuales (fumar tabaco -también marihuana-, inactividad fisica, alimentacion no saludable, con-
sumo excesivo de alcohol y habitos de suefio inadecuados). Por ello, las intervenciones de promocion
y prevencidn, orientadas a controlar dichos factores, pueden disminuir la enfermedad y muertes por
las ENT®,

Los problemas de salud mental hacen parte de las principales ENT y se les atribuye, en conjunto con
otros problemas asociados al bienestar, hasta un 21 % de las muertes mundiales"”. En este sentido,
se acepta que la prevencion y tratamiento de los problemas de salud mental son uno de los retos ge-
nuinos y actuales de la salud publica local e internacional. Por ello, la necesidad académica y social
de analizar y establecer la relacion riesgo/beneficio de decisiones politicas, relacionadas con la sa-
lud mental, caso de la legalizacidn de la venta, compra y comercializacién del cannabis recreativo en
adultos. Propdsito que, aunque no legaliza la adiccidn a dicha droga, podria favorecer su consumo y,
con ello, un aumento en los efectos negativos para la salud de los consumidores directos e indirectos
(“fumadores pasivos”).

Las plantas de marihuana y cafiamo pertenecen al género Cannabis. Los efectos fisioldgicos del can-
nabis se derivan principalmente de sus cannabinoides. Hasta la fecha, entre mas de 100 fitocanna-
binoides identificados, el cannabidiol (CBD) y el delta-9-tetrahidrocannabinol (D9-THC) son los dos
cannabinoides mejor estudiados. Por su parte, relacionado con clasificacién taxondmica las tres varie-
dades de cannabis utilizadas con fines recreativos y medicinales corresponden a Cannabis sativa Lin-
naeus, Cannabis indica Lamarck y Cannabis ruderalis; siendo la altura y el contenido de cannabinoides
psicoactivos, las que generan su diferenciacion. En este sentido, a pesar de posibles controversias, la
variedad C. sativa se asocia a una planta con alto contenido de THC; la C. indica a una planta mixta de
THCy CBD;y la C. ruderalis, una planta con alto contenido de CBD. De forma mas especifica, en funcién
de larelacidn del contenido THC/CBD, las variedades de las plantas de cannabis pueden ser quimiotipo
I (plantas tipo droga), caracterizadas por tener una alta relacion THC/CBD >>1.0; quimiotipo Il (plantas
de tipo intermedio), por tener una relacién THC/ CBD cercana a 1.0; y plantas de quimiotipo Il (tipo
cafiamo) con una relacién THC / CBD << 1.0,

La Cannabis sativa L. (conocida también como cafiamo indico) es la mas conocida y estudiada, debi-
do a su utilidad como fuente de fibra, alimentos, aceite y medicinas; al igual que a su uso con fines
recreativos y religiosos. Esta variedad es una planta herbacea anual, cultivada desde la antigliedad,
en Asia Central (India y China), pero distribuida de forma global en todos los continentes; en la que
se han identificado compuestos activos, como terpenoides, flavonoides, alcaloides y cannabinoides,
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siendo estos Gltimos los mas activos. El componente psicoactivo clave en C. sativa es el delta-9-tetra-
hidrocannabinol (D9-THC); mientras que el cannabidiol es mas reconocido por sus potencialidades
terapéuticas®?.

De forma global, desde el enfoque de politicas publicas, el cannabis se considera medicinal o recrea-
tivo. Sin embargo, la terminologia relacionada con el cannabis carece de estandarizacion, lo que fa-
vorece la utilizacién de varios términos sin una diferenciacidn precisa y, con ello, confusién entre la
comunidad®?. En este contexto, una aproximacion con mayor claridad, a la terminologia, podria ser:
uso recreativo (o con fines recreativos) corresponde al consumo de cannabis con el objetivo de inducir
euforia u otros efectos cognitivos (sin intencidn terapéutica)®. Con lo que se intenta favorecer que, la
poblacion, diferencie entre el uso de la droga (con fines no-terapéuticos y asociado a posible trastorno
por consumo de cannabis y dependencia) del uso de los cannabinoides con fines terapéuticos “medici-
na o terapia médica basada en cannabinoides”. Es importante mencionar que esta aproximacion, guar-
dando las diferencias notorias entre ambas drogas, se asimila a lo ocurrido con los opiaceos: opiaceos
de uso medicinal (caso de la morfina) diferente al uso recreativo (caso de la heroina)®.

En este contexto, en especial en el globo occidental, las politicas orientadas a favorecer la legalizacion
del uso recreativo se han acompafiado de un debate centrado en los efectos positivos/negativos (ries-
go/beneficio) de este tipo de iniciativas®®. Por ello, desde una perspectiva académica, se considera
adecuado presentar algunas reflexiones sobre este tema. En este sentido, el objetivo de este articulo
fue presentar algunas consideraciones sobre posibles efectos para la salud, especialmente mental,
que pueden generar las politicas orientadas a legalizar el uso del cannabis con fines recreativos, en
esencia por un posible aumento en la prevalencia de uso en la poblacién mas vulnerable para altera-
ciones mentales, caso de jovenes y adolescentes.

Efectos beneficiosos (positivos) en la salud del uso de cannabis

El cannabis es la droga “ilicita” de mayor consumo en los paises occidentales, en esencia por el au-
mento que genera en la sociabilidad y euforia de las personas que lo consumen. Adicionalmente, cada
vez se dispone de mas evidencia del papel terapéutico de preparados con cannabis, con la relacién
adecuada de los cannabinoides D9-THC (esencialmente psicoactivo) y cannabidiol-CBD (esencialmen-
te terapéutico), en pacientes con ciertos problemas de salud, incluyendo trastornos neuroldgicos y
psiquiatricos. Estos beneficios terapéuticos son mas probables en los casos en los que no se dispone
de alternativas o en los que no se logra controlar o aliviar el problema de salud con tratamientos ha-
bituales*9),

La utilizacion de diferentes cannabinoides (naturales y sintéticos) es una opcion terapéutica en varios
problemas de salud, debido sus acciones y efectos sobre el sistema endocannabinoide (SEC). En este
sentido, varios estudios preclinicos y clinicos han mostrado que la regulacién o modulacién (activacion
o inhibicidn) del SEC es una estrategia terapéutica que podria ser utilizada en diversos problemas de
salud. Para el caso, dolor crénico, esclerosis multiple, epilepsia resistente (en especial en los sindro-
mes de Dravet y de Lennox-Gastaut), nduseas y vomitos debido a la quimioterapia, y la caquexia existe
evidencia suficiente o concluyente de los beneficios. Por su parte, para otras alteraciones, incluyendo
alteraciones del suefio, ansiedad y algunas enfermedades neurodegenerativas, caso del Alzheimer, la
evidencia es limitada®>".

De forma global el SEC es responsable de mantener la homeostasis, equilibrio en el ambiente interno
(temperatura, estado de animo y sistema inmunoldgico), al igual que el balance energético (ingreso
y salida de energia) en los sistemas bioldgicos vivos. Ademas de regular los procesos fisioldgicos, el
SEC influye directamente en la ansiedad, el comportamiento/apetito alimentario, el comportamiento
emocional, la depresion, las funciones nerviosas, la neurogénesis, la neuro-proteccién, la recompensa,
la cognicidn, el aprendizaje, la memoria, la sensacion de dolor, la fertilidad, el embarazo y el desarrollo
prey postnatal®.

El SEC estd integrado por receptores, ligandos y enzimas expresados ampliamente a nivel central (ce-
rebro) y periférico, con la finalidad de mantener la homeostasis de varios procesos fisiolgicos. En
este sentido hacen parte el SEC: a) mensajeros lipidicos moduladores, neurotransmisores o ligandos
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enddgenos (endocannabinoides), en especial la anandamida (AEA) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG); b)
receptores especificos para cannabinoides, en especial los RCB1 y RCB2; y ¢) enzimas responsables de
su sintesis (diversas fosfolipasas) o de su inactivaciéon metabdlica, en especial la acido-graso-amido-hi-
drolasa (AGAH), para la anandamida, y la monoacilglicerol lipasa (MAGL), para el 2-AG. Ademas, el logro
de la finalidad del sistema requiere de las siguientes etapas claves: a) sintesis, a demanda, y liberacion
de los endocannabinoides, a la hendidura sinaptica; b) union y modulacién de los receptores cannabi-
noides, usualmente asociados a otros sistemas de neurotransmisiony, c) terminacién del efecto, por la
recaptacion e inactivacion metabdlica de dichos neurotransmisores®9.

Sin embargo, a pesar de los avances en el conocimiento de los efectos terapéuticos de los cannabi-
noides, los aspectos relacionados con el mecanismo de accion, en especial el molecular, sigue siendo
limitada, incluso para el CBD, considerado como el prototipo de los cannabinoides medicinales®.

Efectos negativos para la salud del uso de cannabis recreacional

La evaluacion general de la seguridad de los medicamentos a base de cannabinoides es compleja,
debido a la confusidn con el uso recreativo de cannabis, a lo que se suma las limitaciones en el disefio
de los estudios, indicaciones, dosificacion y vias de administracion®. Ademas, aunque los estudios
sobre el consumo recreativo de cannabis pueden ser fuente de informacion, la generalizacién de ha-
llazgos es controvertida, debido a que se basan en informes subjetivos y no verificables, sumado a
las limitaciones en el disefio de los estudios. Sin embargo, en el caso del uso recreacional se podrian
establecer algunas generalidades. Por ejemplo, el fumar cannabis se asocia al riesgo de la ingesta de
subproductos potencialmente mutagénicosy cancerigenos, un mayor riesgo de trastorno por el consu-
mo de cannabis y de alteraciones mentales. Pero de nuevo, por ejemplo, en el caso de los datos sobre
el trastorno por consumo de cannabis, su validez esta afectada por factores de confusion, tales como
el uso simultaneo de otras drogas recreativas y el tabaquismo. Por su parte, el consumo agudo o en el
corto plazo de cannabis con fines recreativos (sin certeza en la composicion del producto), se ha aso-
ciado con agitacion, hiperémesis, alteraciones cardiovasculares (taquicardia, contracciones ventricu-
lares prematuras, fibrilacion auricular y arritmia ventricular), bronquitis, visién borrosa somnolencia'y
trastornos psicoldgicos, incluyendo psicosis®?.

Por su parte, en la Gltima década, varios paises, caso de Uruguay, Canadd y varios estados de los Esta-
dos Unidos de América, han promulgado normas/politicas orientadas a legalizar la comercializacidny
distribucién de cannabis recreativo en adultos. En este sentido, existe controversia, favorecida por pu-
blicaciones cientificas con resultados contradictorios, relacionados con el efecto de este tipo de inicia-
tivas, en el porcentaje de personas que usan esta sustancia y en la salud de los mismos. En este sentido,
algunas revisiones sistematicas recientes®'?, para el caso de los adolescentes, identifican resultados
mixtos; mientras que, para los adultos jovenes, documentan un aumento en la prevalencia del consu-
mo de cannabis. Ademds, aunque no identifican impactos notorios en el corto plazo, sefialan posibles
consecuencias negativas atribuidas a politicas de legalizacion del consumo del cannabis recreativo en
adultos®*.

Por ello, con el soporte de resultados mas recientes y con lo observado con la regulacién del canna-
bis medicinal*?, se podria esperar que este tipo de iniciativas favorezca un aumento en el porcentaje
de personas que consumen esta sustancia, incluyendo grupos poblacionales diferentes a los mayores
de 18 afios, caso de los adolescentes®.. Efecto atribuido, entre otros, a la asociacion entre este tipo
de norma/politicas con una percepcion de menor riesgo del consumo de marihuana, principalmente
en los jovenes®¥., Adicionalmente, algunos estudios muestran que, la legalizacién de la marihuana
recreativa, podria aumentar el riesgo de consumo simultaneo de alcohol y marihuana entre los ado-
lescentes*14),

¢Elaumento en el consumo de marihuana puede favorecer una mayor prevalencia de los problemas
de salud mental?

Se podria establecer que, la evidencia disponible, inclina la balanza a una respuesta positiva a este
interrogante. En este contexto, una revision sistematica realizada entre 2009 y 2019, en PubMed y la
base de datos de carga mundial de salud (GBD, por sus iniciales en inglés), en la que se incluyeron 21
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estudios de 1383 registros identificados, reporto resultados que respaldan esta afirmacién. En este
sentido, entre los consumidores de marihuana, el 22 % (1C95 %: 18-26 %) desarrolla trastorno por con-
sumo de cannabis o marihuana (TCC); y el 13 % (IC95 %: 10-15 %) desarrolla dependencia; riesgo que
llega hasta el 33 % (IC95 %: 22-44 %), entre los jovenes que consumen cannabis de forma regular (se-
manal o diario)"*®. De forma similar, otra revision sistematica en Medline, EMBASE, Psycinfo, CINAHL y
Web of Science, centrada en estudios de cohortes/casos y controles que evaluaron la asociacion entre
la frecuencia de consumo de cannabis y la TCC, entre el 2000 a 2022, también documenté resultados
similares. En este sentido, en la revision se incluyeron seis estudios de cohortes prospectivos, en los
que se identific una asociacion dosis-respuesta significativa entre la frecuencia de consumo de can-
nabisy el riesgo de TCC (p < 0,0001). El riesgo relativo de TCC aumentd de 2,03 (IC 95 %: 1,85-2,22) para
el uso anual, a 4,12 (IC 95 %: 3,44-4,95), 8,37 (IC 95 %: 6,37-11,00) y a 16,99 (IC del 95 %: 11,80-24,46)
cuando el uso es mensual”, semanal y diario, respectivamente. Ademas, el riesgo absoluto para el uso
anual fue de 3,5 % (IC del 95 %: 2,6-4,7); el cual se incrementd al 8,0 % (IC del 95 %: 5,3-12,1), 16,8 %
(1C del 95 %: 8,8-32,0) y 36 % (IC del 95 %: 27,04-7,9) cuando el uso fue mensual, semanal y diario, res-
pectivamente®®,

El TCC es un problema de salud en personas que consumen marihuana y que, a pesar de los proble-
mas sociales y de salud asociados, no pueden abandonar su consumo; siendo mas frecuente en las
personas que inician el uso de marihuana en la juventud o en la adolescencia y en quienes lo hacen
con mayor frecuencia o utilizan productos con mayor contenido de THC. Ademas, parece existir una
asociacion, entre una posible predisposicidn genética para el desarrollo del TCC con la de la aparicidn
de esquizofrenia®”.

Asimismo, el aumento del consumo de cannabis se asocia, de forma notoria, con el desarrollo de pro-
blemas psiquiatricos, caso de alteraciones del pensamiento, el aprendizaje, la memoria, el juicio y la
toma de decisiones, al igual que de la psicosis, esquizofrenia y trastornos del estado de 4nimo"*®). De
forma similar, entre los consumidores de cannabis que desarrollan TCC se ha documentado un mayor
riesgo de desarrollar trastorno afectivo bipolar Iy 1119,

El consumo de cannabis puede causar y empeorar la psicosis y la esquizofrenia®?”; en este contexto,
diferentes estudios han mostrado que, en comparacién con los no consumidores, la enfermedad psi-
cbtica es mas frecuente en los consumidores de cannabis. Por su relevancia, se detallan los resultados
de algunos de estas dos revisiones sistematicas (una de ellas revisién sistematica de revisiones).

« Revisidn sistematica a diciembre 31 de 2013, en bases de datos electrdnicas, complementadas con
busquedas manuales en bibliografias, realizada con el fin de establecer la asociacion entre el grado de
consumo de cannabis y la psicosis, y complementada con un meta-analisis para cuantificar la mag-
nitud del efecto. La revision identificd 571 registros, de las cuales se incluyeron 18 en la revision y 10
(total de 66.816 personas) en el meta-analisis. De forma general, los niveles mas altos de consumo de
cannabis se asociaron con un mayor riesgo de psicosis en todos los estudios incluidos. De forma es-
pecifica, la razon de disparidad (OR, por sus iniciales en inglés) para el riesgo de esquizofrenia y otros
problemas de salud relacionados con la psicosis fue de 3,90 (IC del 95 %: 2,84 a 5,34). De forma similar,
el analisis estratificado mostré resultados similares para cada categoria. Por ejemplo, la estratificacion
por tipo de estudio generd una OR de 3,99 (IC 95 %: 2,50 a 6,37) y 3,83 (IC 95 %: 2,34 a 6,29) para los
estudios transversales y los de cohortes, respectivamente. Por su parte, para la presencia de sintomas
psicoticos la OR fue 3,59 (IC 95 %: 2,42 a 5,32), mientras que para un diagnostico de esquizofrenia o
trastorno psicético fue de 5,07 (IC 95 %: 3,62 a 7,09)?Y.

« Revisidn sistematica y meta-analisis de revisiones sistematicas, orientada a evaluar el efecto del con-
sumo de cannabis en el inicio y curso de las psicosis. La bisqueda se realizé desde 2005 hasta 2016, en
PubMed, PsycINFO, Medline, Embase y la Biblioteca Cochrane. Se incluyeron 26 revisiones sistemati-
cas y meta-analisis. En comparacién con los no consumidores, los usuarios de cannabis tienen mayor
prevalencia de enfermedad sicética, un mayor riesgo dependiente de la dosis de desarrollar enferme-
dades psicéticas, y un inicio mas temprano de la enfermedad psicética (los consumidores de cannabis
tienen un inicio de la enfermedad alrededor de 2 a 3 afios antes que los no consumidores). Ademas, en
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pacientes psicéticos, el consumo de cannabis también se asocidé con mayores tasas de recaida, grave-
dad de los sintomas positivos y hospitalizaciones®?.

« Revisidn sistematica y meta-andlisis orientada a establecer la relacién entre el consumo de cannabis
en adolescentes y otros factores el riesgo de desarrollar psicosis. La blsqueda se realiz6 en 4 bases de
datos hasta junio de 2020, para identificar articulos que evaluaran el consumo de cannabis en adoles-
centes, tuvieran psicosis como resultado y analizaran la asociacién entre el consumo de cannabis en
adolescentes y la psicosis. En la revisién narrativa se incluyeron 63 estudios y en el meta-analisis 18. De
forma global, el consumo de cannabis en adolescentes aumenta el riesgo de psicosis (RR = 1,71 [IC 95
%, 1,47-2,00, p <0,00001) y de un inicio mas temprano de la psicosis. Por su parte, la edad de inicio del
consumo de cannabis, el consumo frecuente de cannabis, los traumas infantiles, el consumo simulta-
neo de otras sustancias y los factores genéticos favorecen la relacién entre el consumo de cannabis y
el riesgo de psicosis'®.

Por lo anterior, es plausible establecer que, cada vez se dispone de mayor evidencia de la asociacion
fuerte, entre el consumo de cannabis y el riesgo de desarrollar psicosis, sintomas psicdticos e incluso
esquizofrenia. El consumo de cannabis tiene una asociacidn fuerte (dependiente de la dosis) con un
mayor riesgo de psicosis y con efectos mas graves de este tipo de problema de salud. Riesgo que pa-
rece ser mayor en adolescentes, un inicio de consumo a una edad mas temprana, un consumo mas
frecuente y predisposicion genética®3,

Ademas, la evidencia sefiala una mayor influencia nociva del inicio del consumo de cannabis en el
curso de la depresidn, especialmente en adolescentes™. En este sentido, una revision sistematica con
meta-analisis orientada a evaluar la prevalencia y la fuerza de asociacién entre TCC con la depresion
mayor y el trastorno generalizado de ansiedad (TGA). La bisqueda se realizé en Medline, CINAHL, Psy-
cINFO, EMBASE, entre el 1 de enero de 1980 y el 31 de julio de 2020. La revisidn identifico 67 registros,
de los cuales se incluyeron 8 en la revision. De forma global, [a OR entre el TCC y la depresién mayor fue
de 3,22 (IC 95 %: 2,31 - 4,49); mientras que para el TAG fue de 2,99 (IC95 %: 2,14 - 4,16)2%,

Relacionado con las edades de mayor riesgo para la aparicion de problemas mentales, una revision
sistematica y meta-analisis, orientada a establecer estimaciones epidemioldgicas globales sélidas de
la edad de inicio de los trastornos mentales. La revision se centrd en identificar estudios representa-
tivos de la poblacion general, con informacion de la edad de inicio de cualquier trastorno mental, en
PubMed/Web of Science, hasta el 16 de mayo de 2020. En el meta-analisis se incluyeron 192 estudios
(n=708.561) y se identificd que, en los grupos poblacionales menores de 14, 18 y 25 afios de edad, los
porcentajes que presentan cualquier trastorno mental fueron del 34,6 %, 48,4 %y 62,5 %, respectiva-
mente; mientras que la edad pico fue de 14,5 afos. Para el caso del inicio de trastornos por consumo
de sustancias/conductas adictivas, en estos mismos grupos de edad, los porcentajes fueron del 2,9 %,
15,2 %y 48,8 %, respectivamente, siendo los 19,5 afios la edad pico. Por su parte, para la esquizofrenia
y estados psicéticos primarios, de nuevo en menores de 14, 18 y 25 afios, los porcentajes fueron del 3
%, 12,3 %, 47,8 %, respectivamente, y los 20,5 afios la edad pico®.

Sin embargo, en términos de evidencia, hay que sefialar que la disponibilidad de estudios clinicos con-
trolados (que pudiesen establecer una clara relacion causa-efecto) es limitada. En esencia, la ausencia
de este tipo de estudios, en parte explicada por sus implicaciones éticas, genera controversia sobre el
grado de certeza de la relacion causa/efecto, entre el consumo de cannabis y los problemas para la sa-
lud de las personas. En términos practicos, se acepta la existencia de una asociacidn entre el consumo
de cannabis y psicosis (incluyendo esquizofrenia), pero es objeto de debate, si dicha relacién es causal
ono®,

En este contexto, es conveniente destacar los resultados de un articulo publicado en mayo de 2023,
que respalda la hipétesis de la asociacidn fuerte entre el consumo de cannabis y esquizofrenia. En
esencia, la importancia de dicha publicacion se fundamenta, mas alla del resultado a favor de dicha
asociacion, en la cantidad de personas y del tiempo de seguimiento que se tuvo para identificar la
asociacion, los cuales le confieren valor notorio a los resultados y conclusiones del estudio. En este
sentido, se trata de un estudio de cohorte, basado en el registro nacional danés, en el que se incluyé a
todas las personas nacidas antes del 31 de diciembre de 2005 y que estaban vivas y tenian entre 16 y
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49 afios (ambos inclusive) en algin momento durante 1972-2021. El estado de TCC y esquizofrenia se
obtuvo de los registros con informacion sobre todos los tratamientos psiquiatricos hospitalarios en Di-
namarca desde 1969, complementados con todos los tratamientos ambulatorios desde 1995. Entre los
resultados se encontré que, entre 1972 y el 2021, se incluyeron 6.907.859 personas, 3531266 (51,1%)
hombres, con 45.327 casos nuevos de esquizofrenia, y hubo un seguimiento equivalente a 129.521.260
afios-persona?’, Este estudio muestra que, los varones jovenes pueden ser particularmente suscep-
tibles para el desarrollo de esquizofrenia por cannabis. En este contexto, asumiendo causalidad para
esta asociacion, un 20 % de los casos de esquizofrenia en varones jovenes podrian prevenirse evitando
el TCC. Por ello, estos resultados destacan la importancia de la deteccién temprana y el tratamiento
del TCC, al igual que la necesidad de un adecuado anélisis de los beneficios y riesgos de decisiones
politicas que puedan afectar la disponibilidad y el acceso al consumo de cannabis, particularmente en
jovenes entre los 16 a los 25 afios®” .

Por lo expuesto, se puede establecer la existencia de evidencia de una asociacion fuerte entre el uso
de cannabis recreativo y la aparicién de psicosis y de esquizofrenia, la cual se soporta en resultados
de publicaciones con analisis de datos epidemioldgicos, series de casos y revisiones sisteméticas de
estudios observacionales"'#2°?9_ En este sentido, a pesar de la posible y necesaria controversia, se
puede establecer que existe informacidn disponible que respalda la hipdtesis de asociacién entre el
consumo de marihuana con la aparicién y empeoramiento de la psicosis y la esquizofrenia, asociacion
que puede ser mayor en poblacion vulnerable, caso de la poblacién joven o con otro tipo de alteracio-
nes mentales71620-26),

Riesgo/beneficio de politicas de legalizacién del consumo recreativo de cannabis en adultos

Dada la popularidad en el uso de cannabis recreativo y sus posibles efectos nocivos, existe la necesidad
de mas investigacion y de un analisis mas detallado del riesgo/beneficio, que podria tener la aproba-
cion de normas que buscan favorecer el derecho al acceso seguro a esta droga y el libre desarrollo de la
personalidad. Este tipo de normas, podria aumentar el porcentaje de usuariosy, con ello, el riesgo para
la salud de consumidores directos y “fumadores pasivos”. Ademas, es necesario considerar la posible
afectacion del derecho a un ambiente sano, debido a un aumento en el riesgo a la exposicion pasiva al
cannabisy a sus residuos presentes en el humo y generados en el proceso de la combustion, condicion
que, a pesar de no tener la misma magnitud en el efecto nocivo, es un factor de riesgo para la salud de
estas personas®*9,

En este contexto, cada vez se dispone de mayor informacién de los efectos negativos para la salud, a
corto y largo plazo, asociados al consumo de cannabis recreativo, incluyendo problemas respirato-
rios>42%39 y cardiovasculares®?, similares a los documentados con el humo y residuos del cigarrillo,
por lo que, en algunas guias clinicas recientes de estos problemas de salud, se le considera como un
factor de riesgo, caso de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)®. Por ejemplo, la guia
de la Iniciativa Global para la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (GOLD, por sus iniciales en in-
glés), en su versidn 2023, registra que, el fumar cannabis, es un factor de riesgo para la EPOC, debido a
que fumar marihuana amplifica los efectos nocivos del tabaquismo como factor de riesgo para la EPOC
y en la disminucién del volumen espiratorio del primer segundo, en el tiempo©?. Es importante desta-
car que, la guia GOLD integra los aportes de profesionales de la salud de todo el mundo, esté basada en
evidencia, se actualiza usualmente cada afio y busca contribuir al logro del tratamiento mas adecuado
y a los mejores resultados en salud de pacientes con EPOC, en todos los rincones del mundo®.

En este marco delimitado por la informacidn disponible, reconociendo los beneficios de politicas de
legalizacion del consumo de cannabis recreativo en adultos, especialmente en términos de libertades
y derechos, evolucionando del enfoque prohibicionista a uno centrado en la reduccién del dafio®?, es
conveniente evaluar y definir el efecto de otras intervenciones en salud publica, mas alla de la simple
meta de legalizar el consumo recreativo de cannabis. Ademas, se debe considerar y evaluar los efectos
para la salud, en especial mental, que podria generar el consumo de marihuana y, por tanto, el riesgo
de un mayor acceso y disponibilidad de este producto. De forma especifica, la hipétesis es que, el au-
mento en la disponibilidad y acceso a este producto, podria generar un aumento en la proporcién de
usuarios, incluyendo jévenes y adolescentes, lo que, a su vez, podria generar un aumento en la preva-
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lencia de casos de psicosis y esquizofrenia, especialmente en hombres jovenes. Por ello, la necesidad
de un mayor analisis de posibles riesgos y beneficios de este tipo de iniciativas, en el contexto de cada
pais. Ademas, parece ser que no se dispone de informacion suficiente, de los beneficios de legalizar el
consumo de cannabis recreativo en adultos, a lo que se suma el efecto de las diferencias y contextos
de los paises; por ello, existen limitaciones para hacer llamados globales a legalizar el uso recreativo
de esta droga®?.

Conclusiones

En definitiva, aceptando la productiva y necesaria controversia, favorecida por resultados contradic-
torios, se podria asumir que cada vez se dispone de mas resultados que avalan la hipétesis de que la
legalizacion del uso de cannabis recreativo en adultos, se correlaciona con un aumento en la cantidad
de consumidores o del consumo de cannabis con mayor cantidad de THC y, con ello, con un aumento

en el riesgo de TCC, de dependencia y de problemas mentales, especialmente psicosis y esquizofre-
nia(l7718,20—28).

Ademas, se requiere del disefio y desarrollo de investigaciones orientadas a generar mayor informa-
cion del efecto de este tipo de politicas, incluyendo poblaciones vulnerables, caso de personas con
problemas de salud mental o las personas que consumen cannabis con frecuencia o con dosis mas
altas de THC®*'Y, En todo caso, la comunidad debe estar informado sobre los riesgos de desarrollar
TCC, dependenciay problemas mentales asociados al consumo de cannabis"™®. Por ello, la legalizacion
del consumo de esta droga se debe acompafiar de programas de informacién y educacién que garan-
ticen el conocimiento de los riesgos asociados, utilizando las experiencias exitosas en el caso de otras
drogas caso del alcohol y el tabaco, con la intension de optimizar el riesgo beneficio de la legalizacion
del uso recreativo de esta droga en la salud de la poblacidn del respectivo pais®.

. . ’
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Resumen

Introduccion: Aquasome es un sistema portador de nanoparticulas autoensamblado con tres capas. El sistema
se compone de un nucleo sélido nanocristalino interno recubierto de oligdmero polihidroxilado. Adsorbidas en la
capa recubierta se encuentran moléculas de farmacos o compuestos bioquimicamente activos. El autoensamblaje
en este sentido se refiere a la formacion independiente de moléculas en patrones organizados, de larga duracion
y con enlaces no covalentes. nueva tecnologia de administracion de farmacos. El articulo aborda principalmente
los procesos de formulacidn utilizados para crear nanoestructuras autoensambladas y sus diversas aplicaciones
posibles.

Método: En la blisqueda bibliografica se utilizaron varias bases de datos en linea, incluidas Science Direct, Medline,
Web of Science, Google Scholar y Scopus. Se realizaron bisquedas en los conjuntos de datos en busca de entradas
de estudios hasta julio de 2023. El documento de revision aborda especialmente muchos elementos de la formacion
de aquasomas por parte de varios investigadores que emplean métodos/técnicas modificadas como la coprecip-
itacion, la autoprecipitacion, la pulverizacién catddica, etc. También ilustra una variedad de campos de terapia en
los que se ha reconocido que el aquasoma tiene una gran influencia, como el oxigeno y el transporte de extractos.

Resultados: El ndcleo sélido es responsable de brindar estabilidad estructural, mientras que el recubrimiento oli-
gomérico es crucial para proteger contra la deshidratacidn y estabilizar las moléculas bioactivas. Este vehiculo de
administracién de farmacos biodegradable a escala nanométrica muestra una tendencia a acumularse en el higado
y los musculos. La no modificacidn de la adsorcidn del farmaco en la superficie del aquasoma facilita una respuesta
farmacoldgica rapida al permitir el reconocimiento sin obstrucciones del receptor en el sitio de accién.

Conclusiones: Aquasome, una molécula autoensamblada de tres capas, es un sistema de administracion de far-
macos simple pero nuevo con un prometedor potencial de transporte para aumentar la solubilidad y la biodis-
ponibilidad de formacos poco solubles. A pesar de una serie de desafios, como el consumo de tiempo, los procesos
sofisticados, la seguridad y los altos costos de investigacién, el aquasome puede surgir como un vehiculo vesicular
alternativo en el futuro.

Palabras clave: Aquasomas; nanotecnologia; autoensamblaje; nanoparticulas ceramicas; Fosfato calcico.

Abstract

Introduction: Aquasome is a self-assembled nanoparticulate carrier system with three layers. The system is made
up of a polyhydroxy oligomer-coated inner nanocrystalline solid core. Adsorbed on the coated layer are drug mole-
cules or biochemically active compounds. Self-assembly in this sense refers to the independent formation of mole-
cules into organised, long-lasting, and non-covalently bonded patterns.This paper gives an overview of aquasome
formation, covering structural properties, formulation methodologies, and the benefits and drawbacks of this novel
drug delivery technology. The article primarily addresses the formulation processes used to create self-assembled
nanostructures and their various possible applications.

Method: Several online databases, including Science Direct, Medline, Web of Science, Google Scholar and Scopus,
were used in the literature search. The datasets were searched for entries of studies up to July, 2023. The review
paper especially addresses many elements of aquasome formation by various researchers employing methods/
modified techniques such as co-precipitation, self-precipitation, sputtering, and and so forth. It also illustrates a
variety of fields of therapy in which aquasome has been recognised to have a major influence, such as oxygen and
extract carrier.

Results: The solid core is responsible for providing structural stability, while the oligomeric coating is crucial for
safeguarding against dehydration and stabilising the bioactive molecules. This biodegradable drug delivery vehicle
at the nanoscale level exhibits a tendency to accumulate in the liver and muscles. The non-modification of drug
adsorption onto the aquasome surface facilitates prompt pharmacological response by allowing unobstructed re-
ceptor recognition at the action site.

Conclusions: Aquasome, a three-layered self-assembled molecule, is a simple yet new drug delivery system with
promising carrier potentials to increase the solubility and bioavailability of poorly soluble drugs. Despite a host of
challenges, such as time consumption, sophisticated processes, safety, and expensive research costs, aquasome
may emerge as an alternative vesicular carrier in the future.

Keywords: Aquasomes; nanotechnology; self-assembly; ceramic nanoparticles; calcium phosphate.
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Highlights
Aquasome is a self-assembling nanoparticulate carrier system with a polyhydroxy oligomer-coated

nanocrystalline solid core. Recent decades have seen aquasomes become a promising innovative drug
delivery technology as researchers investigate numerous approaches.

Aquasome formulation, including its structural properties, formulation methodologies, and pros and
cons, is covered in this review.

Aquasomes protects biologically active compounds’ structural integrity and conformation, its crystal-
line ceramic core gives structural stability and carbohydrate coating maintains bioactive molecules’
structural integrity, suggesting aquasomes might carry peptide, protein, hormones, antigens, genes,
and hydrophobic drugs to specified sites.

Introduction

The delivery of drug has always been an area of concern and a challenging aspect of drug discovery,
formulation and delivery. A number of difficulties being faced by most drug delivery systems include
poor bioavailability, physicochemical instability, poor solubility, poor intestinal absorption, potentially
serious side effects and toxic effects, nonspecific drug delivery and poor therapeutic efficacy™. How-
ever, the past few decades have seen revolutionary progress in the approaches for drug delivery®?.
Researchers discovered a number of novel drug delivery systems which chiefly include vesicular, colloi-
dal, liposomal, microparticulate, nanoparticulate, and lipid-based submicron system®.

Nanotechnology is one of the novel fields of research and innovation that has changed people’s lives
in many ways and one of its main applications is in biomedical science, specifically the drug delivery
system®, The human body has biological components in the size range similar to that of nanomateri-
als makes it easier for the nanocarriers to modulate the biological system and the intense research in
this factor shows positive prospects for an efficient outcome. Nano-sized particles can pass through
the bloodstream easily without any blockage or sedimentation in the blood vessel. Nanocarriers have
the potential to shield the encapsulated drug from the first-pass metabolism, to provide site-specific
drug delivery over a wide range of drugs in a sustained as well as controlled fashion®®. Nanoparticles
can be broadly classified as organic and inorganic nanoparticles. Organic particles can contain carbon
nanoparticles (fullerenes) while magnetic nanoparticles, fine metal nanoparticles (such as gold and
silver) and semiconductor nanoparticles (such as titanium dioxide and zinc oxide) are the inorganic
ones®”, The inorganic nanoparticles have grabbed more attention due to numerous characteristics
such as high availability, better compatibility, rich functionality and their ability for site-specific drug
delivery in a controlled manner®. Kossovsky et al.” first proposed a new drug delivery system using an
inorganic nanoparticle showing the possibilities of overcoming most of the challenges faced in a con-
ventional drug delivery system. These drug delivery systems (also known as aquasomes) were surface
modified crystalline ceramic carbohydrates of nano sizes.

=t = Poly
| | hydroxy

/ / . Oligomer
/ca¥ POy
) =

Figure 1: Schematic elucidation of the nanoparticulate
three-layered aquasomal drug delivery system.
Theinnermost central core (A) is a self-assembled
ceramic core (calcium phosphate core) which is &
later coated with a polyhydroxy oligomeric film |
(B). The drug/ bio-actives / peptides are adsorbed
on the surface of the oligomeric film to form the
aquasome (C).
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The word ‘aquasome’ has been derived from two words i.e., ‘aqua’ meaning water and ‘somes’ mean-
ing body and thus, ‘bodies of water’. Unlike other nanoparticles, aquasome are three-layered self-as-
sembled spherical nanoparticulate carrier system comprising of an inner nanocrystalline solid core™.
The solid is coated with polyhydroxy oligomers over which adsorption of the drug molecules or the
biochemically active molecules takes place (Figure 1)*. Self-assemblance in this case is the sponta-
neous aggregation of molecules in organised, stable and noncovalently bonded arrangements. The
chemistry involved is based on non-covalent interactions where most of the elements of the aquasome
self-assemble*?.

Mechanism of self-assembly

Kossovsky et al.who first proposed and developed the novel aquasomal drug delivery system described
the principle of self-assembly in 1994°. Self-assembly is the phenomenon in which the pre-existing
components assume spontaneously determined structural orientations in a 2D or 3D space; tradition-
ally studied under supramolecular chemistry or nanotechnology. The macromolecular self-assembly
in the aqueous domain both for the purpose of building smart nanostructure materials as well as natu-
rally occurring biochemistry are governed by three physicochemical processes:

« Interaction of charged groups,
« Hydrogen bonding and dehydration effects, and
« Structural stability.

Interactions between charged groups

The inherent chemical moieties or adsorbed ions from the biological environment charges most of the
synthetic and biological surfaces. Interactions of charged groups, such as amino, sulphate, carboxyl
and phosphate groups, easing up the long-range approach of the self-assembling subunits. Another
pivotal role of the charged group is the stabilization of the tertiary structures of crimped proteins*..

Hydrogen bonding and dehydration effect

Hydrogen bonds potentially constitute the principal role of molecular interaction in self-assembly. Hy-
drophilic molecules provide greater stability and a notable degree of organization in the surrounding
water molecules®. Hydrophobic molecules cannot form hydrogen bonds with the surrounding water.
However, their tendency to repel water also provides greater stability to the surrounding environment.
Organized water reduces the level of entropy of the environment. Since organized water is not thermo-
dynamically favourable, molecules tend to ‘accept’ the opportunity to drain the surrounding water or
dehydrate, favouring their assembly. This step is the basis of self-assembly.

Structural stability

Aquasome conserves the molecular structure and biological activity of active drugs. However, in the
delivery of proteins by aquasome, protein molecules undergo many biophysical constraints like tem-
perature, pH, solvent, salt, and protein are unstable in a liquid state, ultimately leading to irreversible
denaturation of proteins. In such a scenario, carbohydrates play a vital role in overcoming barriers to
keep the molecule intact. Van der Waals forces, usually within the molecule, also play a small but im-
portant role in the interaction of proteins with carbohydrates. As carbohydrate is a natural stabilizer, it
functions as a dehydroprotectant and thus avert denaturation and maintains the stability of the pro-
tein structure®19,

Strategies behind the chemical synthesis of the core

Aquasome as a drug delivery system is a three-layered self-assembled nanostructure. The basic strate-
gies underlining the assembly of the nanostructures have been discussed below:
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Sequential covalent synthesis

One of the basic strategies used in the synthesis of nanoparticles is the sequential covalent synthe-
sis, which involves the binding of molecules through reversible interactions (H-bond). This strategy is
applied to produce arrays of atoms that are covalently bonded with proper composition, shape and
connectivity. For example, cyanocobalamin (Vit B12)1°,

Covalent polymerization

This strategy is very essential in the formulation of aquasomes, where high molecular weight substanc-
es are produced by allowing the low molecular weight substances to react among themselves ultimate-
ly resulting in molecules with numerous covalently linked monomers.

Self-organizing synthesis

It is one of the most commonly used strategies which are dependent mostly on weak and fewer direc-
tional bonds, viz. hydrogen, ionic and Van der Waals interactions for the arrangements of the atoms,
molecules or ions in the structure. Colloids, micelles, molecular crystals, ligand crystals, emulsions,
self-assembled monolayer and phase-separated polymers are the varying types of structures formu-
lated using this strategy. This unsolicited attribute of self-organization is used for the preparation of
aquasomes, where the molecules revamp themselves to reach a minimum value of entropy and inter-
nal energy at equilibrium®".

Molecular self-assembly

Molecular self-assembly may be stated as the phenomenon in which an unorganized structure with
pre-existing components rearranges itself in an organized form. The evolution of aquasomes has many
interesting applications in nanoscience and nanotechnology. This method is used to make complex
nanostructures based on weak noncovalent bonds such as hydrogen and ionic bonds or Van der Waals
and hydrophobic interaction®®:9,

Composition

Aquasome is basically a simple three-layered structure whose composition or the principal layers have
been discussed below along with their significant roles:

Centralised nanocrystalline core

The core material plays the pivotal role of the base or the foundation of the whole structure. The core
should provide a high degree of stability, structural uniformity and greater surface energy for efficient
binding of the coating material. The most popularly used substances for the preparation of the core are
brushite (Calcium Phosphate), Ceramic Diamond (nano-crystalline carbon-ceramic), polymers (gela-
tin, albumin and acrylates) and Tin oxides"'®??, The presence of Calcium Phosphate naturally in the
body makes it a favourable candidate for the core material?*??. The biocompatibility and biodegrad-
able nature of the ceramics, easy availability and cost-efficient manufacturing process of the ceramics
make it another good choice of core material for the aquasome®.

Core coating material

The coating material generally used is the polyhydroxy oligomeric compounds. The coated layer of
carbohydrate plays a number of crucial roles such as maintaining shape, chemical stability and confir-
mational integrity of both pharmaceutical active ingredients as well as the bioactive molecules. Some
of the preferred coating materials are cellobiose, sucrose, lactose monohydrate, trehalose, citrate, chi-
tosan and pyridoxal-5-phosphate, etc?.

API/ bioactive molecules

The bioactive molecules or the APIs are adsorbed on the surfaces of the carbohydrate coated core by
various forces such as ionic and non-covalent interaction®,
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Formulation techniques
The formulation techniques basically involve three steps:

Formulation of the inorganic core

The inorganic core can be manufactured by various methods. According to Nir Kossovsky!'?), the inter-
nal core can be prepared by colloidal precipitation technique, plasma condensation technique and in-
verted magnetron sputtering. Some of the most popularly employed techniques for this process have
been discussed below:

a.// Co-precipitation technique by reflux.

Correia et al.?’and Patil et al.?® used the co-precipitation technique for the preparation of hydroxyapa-
tite core. This method involves the addition of 0.19 N diammonium hydrogen phosphate [(NH,)2HPO ]
solution from a burette in a dropwise manner to calcium nitrate [Ca (NO,).] solution of 0.32M at a reg-
ulated temperature of 50-75°C with uninterrupted stirring alongside maintaining the pH of Ca(NO,),
between 8 to 10 with a concentrated solution of ammonia. Three neck round bottom flask can be used
as described by Pavani et al. each bearing a thermometer, a reflux condenser attached with a CO, trap
and a charged funnel®”.

The chemical reaction involved in this phenomenon is as follow:

3(NH,4),.2HPO, + 3Ca(N0O3), — Ca3(P0,), + 6NH,NO3 + H3PO,

The mixture formed in the flask is to be stirred in the similar pH and temperature condition. The precip-
itate formed is being dried for 24 hours at 100 °C after washing thoroughly with ultrapure water.

b.// Self-precipitation

Vengala et al.?” performed the self-precipitation method for the preparation of the core. In this meth-
od, the simulated body fluid (SBF) of pH 7.2 is prepared which contains Sodium Chloride (NaCl), Potas-
sium Chloride (KCl), Magnesium Chloride (MgCL,), Calcium Chloride (CaCl,), sodium hydrogen carbon-
ate (NaHCO,), disodium hydrogen phosphate (Na,HPO,), and disodium sulfate (Na,SO,). HCl is used
every 24 hours to maintain a pH of 7.26 and the solution is stored in polystyrene bottles. 100 ml of this
solution is poured into a series of 100 ml polystyrene bottles and firmly sealed and stored at 37+1°C for
7 days. The inner surface appears to develop precipitate, which is then filtered, washed multiple times
with double or triple distilled water and finally dried overnight at 100°C.

¢.// Co-precipitation technique by sonication

Jain S et. al.?” used this technique to prepare the core of the aquasome as discussed by Kossovsky. A
solution of disodium hydrogen phosphate (Na2-HPO,, 0.75 M) is steadily added to a solution of calci-
um chloride (CaCl,, 0.25M) in sonication at 4°C for 2 hours (Figure 2).

The reaction taking place in this process is:

3Na,HPO, + 3CaCl, » Cas(PO,), + 6NaCl + H, + Cl,

The precipitate so obtained is isolated by centrifugation (15,000 rpm, 2 hours) and then washed mul-
tiple times with bi-distilled water to remove the sodium chloride formed during the reaction. The pre-
cipitate is redispersed in bi-distilled water and filtered using a 0.2 pm Millipore filter to obtain core
particles of sizes less than 0.2 um.

d.// Poly (Amidoamine) (PAMAM):

This method of core formation was used by Khopade et al.?® They prepared SBF as reported by Kim
et al.?” (except calcium, no other divalent salt was used). In the simulated body fluid (SBF), PAMAM is
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dissolved at a pH of 7.4 and stored for 1 week at 37°C to allow nucleation and the growth of crystals
alongside maintaining the pH with the aid of NaOH solution. Deionized water is used to wash the pre-
cipitate so formed, which is later filtered and dried overnight.

e.// Inverted magnetron sputtering

Kossovsky et al.” synthesized nanocrystalline tin oxide core using direct current reactive magnetron
sputtering (inverted cathode). In this technique, extremely pure tin is sputtered in an argon and oxygen
gas mixture at high pressure. The particles (ultrafine) so formed in the gaseous mixture are accumulat-
ed on cooled copper tubes at 77K with liquid nitrogen flowing continuously.

Core Material Diamond(Carbon Ceramics)/
-Selection Brushite/Tin Oxide, etc.

Fabrication
of the core

> Co-precipitation technique by reflux

Techniques > Self-precipitation
usgd er E>Co-precipitation technique by sonication
Fabrication =>Plasma condensation technique

=> Inverted magnetron sputtering

<A

Cetrifugation
of the
precipitated core

: Wash the precipitate multiple times with double distill
Wash Ing water to remove NaCl formed during the reaction.
3Na;HPO, + 3CaCl, » Ca3(POy), + 6NaCl

Resuspend in distilled water and passed through fine

Filtration membrane filter and collect the filtrate.

Bl

Drying

Figure 2: Schematic representation of the phenomenon of aguasomal core formation.

Coating of the core

The inorganic core so formed is coated with a polyhydroxy oligomer film. The process substantially
requires the adsorption of the carbohydrate epitaxially on the core substrate. The cleaned preformed
cores are dispersed in doubled distilled water. Generally, core particles obtained are dispersed in
bi-distilled water and is subjected to sonication and finally lyophilization to enhance the irrevocable
adsorption of the carbohydrate epitaxially on the ceramic surfaces. The coating materials that have
been previously used are cellobiose, sucrose, trehalose, pyridoxal-5-phosphate and citrate and has
been reported that variation is there in the drug loading based on the coating material®". Why Disac-
charide Coating? In the past few decades, the application of disaccharide or other sugars has gained
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importance, especially in the field of nanotechnology. Delivery of proteins, hydrophobic molecules
and other drugs is a very challenging task through oral routes due to various hindrances and poor bio-
availability. Based on the reports in various studies, the abilities of trehalose and sucrose to withstand
various stress condition have been exploited in the selection of coating material®*3). In the process of
desiccation, trehalose usually works by protecting proteins and membranes within the plant cell and
thus maintaining cell structure, natural colours, taste and texture. The hydroxyl group in carbohydrates
combines with the polar and charged groups of the proteins and maintains the structure when dehy-
drated. These disaccharides contain a large number of hydroxyl groups that help to replenish water
around polar residues in proteins and preserves their integrity in a dearth of water. Thus, the carbohy-
drate layer plays a very vital role in the formulation of aquasome319),

Drug loading

The final step in the formulation of aquasome is the drug’s immobilization by physical adsorption on
the surface-modified nano-crystalline cores. Drug loading on the coated core is a simple physical pro-
cess of adsorption: a solution of known concentration of a drug of choice is to be prepared in a suitable
solvent and added to a flask containing an accurate quantity of coated cores. The flask is stoppered
and shaken continuously under controlled conditions overnight or lyophilized to procure drug-loaded
aquasomes.

The three major steps involved in the formulation of an aquasomal drug delivery system have been
summarized below (Figure 3).

Calcium Phosphate/
Hydroxyapatite/
Ceramic Diamond

.—».—»“

Ceramic Core Polyhydroxy
Coated Core

Drug Loaded
Aquasome

Figure 3: Step involved in the formulation of aquasome.

Characterization of the aquasome

Several tests are being performed for the characterization of the aquasomes. It basically involves the
evaluation of morphology of the particles, structural properties, size distribution and drug loading.

Evaluation of the nanocrystalline core
a.// Structure analysis

The structure of the nanocrystalline core formed is examined with the help of Fourier transform infra-
red spectroscopy (FTIR). FTIR spectrophotometer is used to record the infrared spectra in the range of
400-4000 cm™ wave number+3),

b.// Size distribution

The morphological characterization and the analysis of size distribution of the core particles can be
performed using scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM).
Core, coated core, as well as drug-loaded aquasomes, are analysed by these techniques®®3*,
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c.// Crystallinity

The prepared ceramic core can be analysed for its crystalline/ amorphous nature in which the X-Ray
diffraction pattern is interpreted on a comparative study with that of a standard diffractogram®.

Evaluation of sugar coating
a.// Colorimetric analysis of sugar coating on to the ceramic core

A number of methods are available such as concanavalin A-induced aggregation method is used for
the determination of the quantity of sugar on the coated core while the anthrone method is utilized
for quantification of the residual sugar remaining or residual sugar unbound after coating®®. Anthrone
method is the most preferred method. Anthrone gives green coloured product, which is formed after
the hydrolysis of carbohydrate into simple sugars and eventually to hydroxyl methyl furfural. After the
preparation of the calibration curve aliquots of samples are transferred to boiling tubes and diluted
to an appropriate concentration. After the addition of anthrone reagent, the samples are heated in a
boiling water bath and cooled rapidly. When a greenish solution is obtained, its absorbance is recorded
using a UV-visible spectrophotometer, taking glucose as standard. For the analysis of the sample, the
sugar-coated core is accurately weighed and dissolved in distilled water. The solution is treated with
the anthrone reagent using the procedure as mentioned®”.

Evaluation of aquasome
a.// Structural analysis

Structural analysis is assessed by Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR) in the wave number
range of 400-4000 cm™. FTIR spectroscopy is used for the confirmation of the presence of ceramic
core, presence of cellobiose on the ceramic core, and the presence of the drug on the cellobiose coated
ceramic core®®,

b.// Structural analysis

Structural analysis is assessed by Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR) in the wave number
range of 400-4000 cm™. FTIR spectroscopy is used for the confirmation of the presence of ceramic
core, presence of cellobiose on the ceramic core, and the presence of the drug on the cellobiose coated
ceramic corel®®,

c.// Particle size analysis and morphology

The morphological examination of the drug-loaded aquasomes can be performed using a SEM. The
mean particle size and size distribution are determined by SEM. The chemical composition and the
crystalline structure of all samples are obtained through X-ray powder diffractometry&*),

d.// Glass transition temperature

The effect of carbohydrate on the drug-loaded aquasomes can be analysed by differential scanning
calorimetry (DSC). DSC studies are being performed extensively to record the transition from glass to
rubber state with alteration in temperature for carbohydrates and proteins®©.

e./[ Estimation of percentage yield

After drying the formulated drug-loaded ceramic nanoparticles, free-flowing powdered nanoparticles
may be obtained. These ceramic nanoparticles are to be collected carefully and accurately weighed.
The percentage yield of the nanoparticles is calculated by the following equation®“?.

__ Weight of the aquasomes obtained

% Yield *x 100

weight of drug,sugar and core taken
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f.// Entrapment efficiency and drug loading

Entrapment efficiency is the percentage of the actual mass of drug entrapped in the carrier relative to
the initial amount of loaded drug®. The % entrapment efficiency is calculated by:

Actual Drug Loaded
B x 100

% Entrapment efficiency = —
Theoritical drug Loaded

. Weight of total drug added—weight of unentrapped dru
% Drug loading = —= . £ L £x 100

weight of aquasome

g.// In-process stability studies

The impact of the process on the integrity and stability of the protein or bio-actives can be evaluated by
performing SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel)2°42.

h.// In vitro drug release studies

In vitro release study of the drug-loaded in the aquasomes can be performed using suitable phosphate
buffer as dissolution media by dialysis bag method (12000-14000 Dalton). Accurately weighed aquaso-
mal powder equivalent to a known amount of the API/drug is suspended in 10 ml of phosphate buffer.
This suspension is poured into the activated dialysis bag and is sealed from both ends properly. The
bag is then placed with 300 ml buffer and media must be stirred at a speed of 100 rpm at 37+0.5°C.
Aliquots of 5ml samples are withdrawn at various time intervals and analysed for the drug content at
a specific wavelength using a UV spectrophotometer. Sink condition is to be maintained with 5 ml of
fresh dissolution medium#,

i// Drug release kinetics

The drug release kinetics is established by plotting several data obtained from the in vitro drug release
studies in numerous kinetics models to understand the linear relationship, that is, kinetic principles.
The data are processed for regression analysis using MS Excel statistical functions. To comprehend the
release mechanisms, in vitro drug release data are analysed using Zero Order and First Order Kinetics,
Higuchi’s model, Hixson-Crowell Cube root law and Korsmeyer-Peppas model.

The fate of the aquasome

Aquasome is a nanosized biodegradable drug delivery vehicle, they get accumulated in the liver and
muscles. The fact that the drugs get adsorbed onto the surface of the aquasome without any alteration
or modification helps to bring about immediate pharmacological effect as there is no hindrance in the
recognition of the receptors at the site of action?. Overall, in a normal system, the ceramic core, that
is, calcium phosphate is a biodegradable material. In vitro biodegradation of the ceramic is carried out
by monocytes and osteoclasts (multicellular cells) because of their intervention initially at the site of
biomaterial implantation during an inflammatory reaction.

Phagocytosis of two different types was reported to occur when cells interact with biomaterials; either
crystals of calcium phosphate are segregated and eventually dissolved in the cytoplasm after the dis-
appearance of the phagosome membrane or dissolution after the formation of heterophagosomes®*.
IFN-g (interferon-gamma) or dihydroxy cholecalciferol have an impact on the monocytic activities and
can be synthesized with a number of soluble substances. Some cytokines can also develop an inflam-
matory process and may be involved in the biodegradation process“.

Applications

Aquasome has found numerous applications (Table 1) in the delivery of drugs and bio actives. Some of
them has been discussed below.
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Parenteral delivery of insulin

Cherian et al.“® formulated aquasomes for the delivery of insulin. They used calcium phosphate as
the core material which was coated using numerous disaccharides (trehalose, cellobiose and pyridox-
al-5-phosphate). The drug was later adsorbed onto this coated core using simple adsorption. in vitro
studies revealed that the performance of the insulin loaded aquasome was far better than insulin solu-
tion.

Gene delivery

Studies have shown the possibility for delivery of a gene segment maintaining structural integrity. This
drug carrier provides all the features of a viral vector without compromising its structure and activity™®.

Aquasomes for antigen delivery

The delivery of antigen is always a challenging task as the adjuvant added for the enhancement of the
immuno-property tend to alter or change the conformation of the antigen. Kossovsky et al.® illustrated
the efficiency of the aquasomes as a vehicle for antigen delivery. These aquasomes proffered confor-
mational stabilization along with extensive surface exposure to antigen protein. Aquasomes were pre-
pared by Goyal et al.“” by self-assembling of hydroxyapatite (using co-precipitation technique). In this
process, trehalose and cellobiose were used as the coating material. Ultimately, model antigen, Bovine
Serum Albumin (BSA) was adsorbed on the coated hydroxyapatite core. The spherical aquasomes so
formed were reported to attain a better immunological response as compared to that of plain BSA,
alongside maintaining the structural integrity and conformation of the protein®“®.

Oral delivery of lipophilic drug through aquasomes

Vengala et al.*” formulated aquasomes for the delivery of the drug pimozide having poor solubility. A
number of techniques were employed for the core formation of which the coprecipitation technique by
sonication was a productive one. Cellobiose was coated on the calcium phosphate [Ca,(PO,).] core af-
ter which the drug pimozide was allowed to adsorb onto it. Studies revealed that the pimozide loaded
aquasomes were spherical and uniform in shape and showed an enhanced release profile compared
to pure drug. First-order release kinetics and Higuchi diffusion-controlled release mechanism were
observed, thus making them potent for the enhancement of the solubility of poorly soluble drugs®®.
Vengala et al. also successfully formulated aquasomes loaded with piroxicam (2016) and lornoxicam
(2017)¢%%), Oviedo and his team also formulated aquasomes for the delivery of poorly soluble drug
indomethacin adsorbed on a lactose coated calcium phosphate core.

Aquasomes as oxygen carrier

Khopade et al.?® and Patil et al.”® successfully prepared aquasomes for their functioning as oxygen
carrier.

Khopade and his team developed haemoglobin aquasomes using spherical hydroxyapatite core. They
formulated the core with carboxylic acid-terminated half-generation poly (amidoamine) dendrimer.
Sugar-coating was performed on the hydroxyapatite cores after which the haemoglobin was adsorbed
on the surfaces of the coated core. Aquasomes are characterized by size, loading of haemoglobin, ox-
ygen-binding properties and storage capacity. They could successfully load 13.7mg haemoglobin per
g of the nanosized aquasome and preserve oxygen concentration and consistency and stability for a
minimum of 30 days. The efficacy of the formulation was tested in albino mice and indicated that it may
be used as a blood transfusion.

After two years, Patil et al.?® again formulated nanocrystalline aquasomes as a vehicle for haemoglo-
bin which in turn serves as a carrier for oxygen delivery. The formulated haemoglobin aquasome were
suspended in phosphate buffer (having 0.01%w/v lecithin and 7.5%w/v albumin) and examined for its
oxygen carrying capacity which was later found to be similar to the actual blood. /n vivo study revealed
that there was no notable variation in heart rate and blood pressure when the rats were transfused with
the suspension of aquasome on 50% exchange transfusion.
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Enzymes delivery through aquasomes

Aquasomes’ ability to protect the molecular conformation and structural integrity has been taken into
account for the delivery of enzymes. Goyal et. al.®” successfully immobilized DNAase (therapeutic en-
zyme) on the surface of the aquasomes and was able to target the specific site of action and to bring

about a prominent therapeutic effect as desired.

Table 1: Various applications of aquasomes

delivery

Sl No. API/Bio-actives Application References
Dithranol Treatment of psoriasis 51
Insulin Blood Sugar regulation (“6)
Etoposide Anticancer targeting 52
Bromelain multi-particulate drug carrier for oral 53)

Hepatitis B Vaccine

Antigen for prevention of jaundice

(36)

Haemoglobin

carrier for oxygen

(26)

Merozoite Surface Protein-119

To improve immune adjuvant property

(50)

(MSP-119) for antimalarial antigen
Polypeptide-k Blood sugar regulation 54
Pimozide To enhance the aqueous solubility on (27,31,46,48)
Piroxicam oral administration and improve their
Lornoxicam efficacy

Indomethacin

recombinant human interfer-
on-a-2b (rhINF-a-2b)

To prolong release and enhance target-
ing in ovarian cancer

(45)

Serratiopeptidase (STP)

Enhance proteolytic activity

(55)

Interferon alpha (INF a)
Cyclosporine A

To obtain sustained release

(56)

Bovine Serum Albumin (BSA)

To preserve adjuvanticity and antigen

(47)

properties

Aquasomes as extract carrier

Banerjee and Sen®® formulated aquasomes of Chelidonium majus L extract and performed in vitro
study to find out its activity on the liver. Characterization of the extract loaded nanoparticles indicated
that the particles were stable and there was no interaction between the components and was found
to have extract loading of 37.22 % on the carbohydrate coated core. In vitro histopathological analysis
was performed (comparative histopathology results of toxic, silymarin treated, normal, extract-treated
and formulation treated groups) which revealed the hepatoprotective activity of the extract loaded
aquasome.

Advantages of aquasome

« These systems act as a reservoir that can release the molecules either in a continuous or a pulsatile
manner, avoiding a multiple-injection schedule. Nanoparticulate aquasomes have a huge surface area
that enables the loading of a significant amount of bioactive molecules/drugs®®.

« This nanoparticulate system gives a suitable environment for protein delivery without having been
denatured. This property is due to the presence of inorganic cores, which are coated with polyhydroxy
compounds. The inorganic core in the aquasome prevents denaturation of the proteins and coats are
responsible for the hydrophilic behaviour.

« Aquasomes can increase the therapeutic efficacy of pharmaceutically active agents and also protect
the active molecule from phagocytosis and environmental degradation®?.
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« Multi-layered aquasomes, conjugated with antibiotics, nucleic acid, peptides etc can be used in var-
ious imaging tests.

« Enzyme activity and sensitivity towards molecular conformation made aquasome a novel carrier for
enzymes such as DNAaes and pigment/dyes.

» Aquasomes-based vaccines offer many advantages as a vaccine delivery system due to the aquaso-
mal potency to elicit both cellular and humoral mediated immune responses®®®®,

_ Aquasomes resist elimination by reticuloendothelial system
owing to their size, surface chemistry and structural properties

— The materials used are biodegradable

Aquasomes merely depend on their surface chemistry to
— deliver drugs which could be exploited to target
tissues/organs

There is no involvement of organic solvents of extreme
— conditions during the formulation of aquasomes. It is based
on physical adsorption

N
Q
=
=
=
<

Figure 4: The principal advantages of aquasomes.

Challenges

Aquasomes can be seen to have the potential to change the future of the delivery of proteins/ peptides
and other pharmaceutically active ingredients. However, various challenges have come across the suc-
cessful formulation and delivery. There are a number of sectors of aquasomes to be studied, such as
their irreconcilable behaviour to several sterilization techniques and their shelf-life in accordance with
the ICH guidelines. Other challenges include the practicability of the large-scale production and their
ensuing commercialization potential. The overall high cost of the ingredients and the lengthy produc-
tion process are yet to be made feasible®".

The understanding and knowledge of this technique are still in the growing stage. Reproducibility after
characterization of vital factors, like the in vitro and in vivo studies and their safety parameters, are
some of the crucial sections yet to be extensively studied. With due course of time and the intense
research going on in this direction, aquasomal drug delivery will be one of the most preferred and
popularly used novel nanoparticulate drug delivery systems.

Conclusions

Aquasome, a three-layered self-assembled molecule is a simple but novel drug delivery system and
it seems to have optimistic and prospective carrier potentials to improve the solubility of poorly sol-
uble drugs and enhance their bioavailability. It has been found to maintain and protect the structural
integrity and conformation of the biologically active molecules. The crystalline ceramic core provides
structural stability and overall integrity. The carbohydrate coating has the property of maintaining the
conformational integrity of bioactive molecules which have led to the proposal that aquasomes have
potential as a carrier system for delivery of peptide, protein, hormones, antigens, genes and hydro-
phobic drugs to specific sites. Although there are several challenges to be addressed including time
consumption, complicated process, safety and high cost in the development, aqguasome can emerge
as an alternative vesicular carrier in the future. Still, considerable further study of aquasomes is neces-
sary concerning pharmacokinetics, toxicology, and animal studies to confirm their efficiency as well as
safety, to establish their clinical usefulness and to launch them commercially.

Ars Pharm. 2023;64(4):359-375 371



Rajak P, et al.

References

1. Homayun B, Lin X, Choi HJ. Challenges and recent progress in oral drug delivery systems for biophar-
maceuticals. Pharmaceutics. 2019;11(3):129. D0i:10.3390/pharmaceutics11030129.

2. Antil R, Kadawla M, Rao L. Recent advances in aquasomes carrier nanotechnology for drug delivery.
Int J Nanobiotechnol. 2021;7(1):35-44.

3. Sarangi MK, Padhi S. Novel herbal drug delivery system: An overview. Arch Med Health Sci.
2018;6(1):171-179. Doi: 10.4103/amhs.amhs_88_17.

4, Samson K, Varalakshmi M, Prathima K. Aquasomes: A vesicular, self-assembled ceramic nano-partic-
ulate drug carrier. Res Rev J Pharm Sc.2021;12(3):1-14.

5. Alenzi AM, Albalawi SA, Alghamdi SG, Albalawi RF, Albalawi HS, Qushawy M. Review on different ve-
sicular drug delivery systems (VDDSs) and their applications. Recent Pat Nanotechnol. 2023;17(1):18-
32.Do0i: 10.2174/1872210516666220228150624.

6. Bayda S, Hadla M, Palazzolo S, Riello P, Corona G, Toffoli G, Rizzolio F. Inorganic nanoparticles for
cancer therapy: a transition from lab to clinic. Curr Med Chem. 2018;25(34):4269-4303. Doi: 10.2174/09
29867325666171229141156.

7. PavaniV, Dintakurthi S, Aslam S, Gollagudem R, Pabbapi K. Aquasomes: a novel drug carrier system.
Chemlinform. 2012;3(4):123-127.

8. Luther DC, Huang R, Jeon T, Zhang X, Lee YW, Nagaraj H, Rotello VM. Delivery of drugs, proteins,
and nucleic acids using inorganic nanoparticles. Adv Drug Deliv Rev. 2020;156:188-213. Doi: 10.1016/j.
addr.2020.06.020.

9. Kossovsky N, Gelman A, Rajguru S, Nguyen R, Sponsler E, Hnatyszyn H, Chow K, Chung A, Torres M,
Zemanovich J. Control of molecular polymorphisms by a structured carbohydrate/ceramic delivery ve-
hicle—aquasomes. J Control Release. 1996;39(2-3):383-388. Doi: 10.1016/0168-3659(95)00169-7.

10. Upadhyay P, Singh D, Upadhyay S. Vesicular approach review on nanocarriers bearing curcumin
and applications. Recent Adv Drug Deliv Formul. 2022. Doi: 10.2174/2667387816666220404092415.

11. Kossovsky N, Gelman A, Sponsler EE, Hnatyszyn HJ, Rajguru S, Torres M, Pham M, Crowder J,
Zemanovich J, ChungA. Surface-modified nanocrystalline ceramics for drug delivery applications. Bio-
materials 1994;15(15):1201-1207. Doi: 10.1016/0142-9612(94)90270-4

12. Mesariya S, Joshi K, Jain H, Upadhyay UM. Aquasomes- A self-assembled nanotechnology system.
Int J Res Pharm Sci. 2011;2(3):492-496.

13. Kaushik JK, Bhat R. Why Is Trehalose an Exceptional Protein Stabilizer?: An analysis of the
thermal stability of proteins in the presence of the compatible osmolyte trehalose. J Biol Chem.
2003;278(29):26458-26465. Doi: 10.1074/jbc.M300815200.

14. Reulecke I, Lange G, Albrecht J, Klein R, Rarey M. Towards an integrated description of hydrogen
bonding and dehydration: decreasing false positives in virtual screening with the HYDE scoring func-
tion. ChemMedChem. 2008; 3(6):885-897. Doi: 10.1002/cmdc.200700319.

15. Jagdale S, Karekar S. Bird’s eye view on aquasome: Formulation and application. J Drug Deliv Sci
Technol. 2020;58:1017-76. D0i.:10.1016/].jddst.2020.101776.

16. Jain SS, Jagtap PS, Dand NM, Jadhav KR, Kadam VJ. Aquasomes: A novel drug carrier. J Appl Pharm
Sci. 2012;2(01):184-192.

17. Haberland M, Fless G, Scanu A, Fogelman AM. Malondialdehyde modification of lipoprotein (a) pro-
duces avid uptake by human monocyte-macrophages. J Biol Chem. 1992;267(6):4143-4151.

18. Kajbafvala A, Bahmanpour H, Maneshian MH, Li M. Self-assembly techniques for nanofabrication J
Nanomater. 2013. D0i:10.1155/2013/158517

Ars Pharm. 2023;64(4):359-375 372



Rajak P, et al.

19. Li LL, An HW, Peng B, Zheng R, Wang H. Self-assembled nanomaterials: design principles, the nano-
structural effect, and their functional mechanisms as antimicrobial or detection agents. Mater Horiz.
2019;6(9):1794-1811. Doi:10.1039/C8MH01670D.

20. Mishra DK, Shandilya R, Mishra PK. Lipid based nanocarriers: a translational perspective. Nanomed:
Nanotechnol Biol Med. 2018;14(7):2023-2050. Doi: 10.1016/j.nan0.2018.05.021.

21. Kulkarni S, Prabhakar B, Shende P. Aquasomes: Advanced Vesicular-based Nanocarrier Systems.
Curr Pharm Des. 2022;28(29):2404-2414. Doi: 10.2174/1381612828666220728112741.

22. Pataquiva MA, Pia FM Monteiro FJ. Nanoparticles of hydroxyapatite: Preparation, characterization
and cellular approach-an overview. Revista Mutis. 2017;3(2):43-57. D0i:10.21789/22561498.884.

23. Paul W, Sharma CP. Bioceramics, towards nano-enabled drug delivery: a mini review. Trends Bio-
mater Artif Organs. 2005;1:7-11.

24. Jain S, Jain V, Mahajan S. Lipid based vesicular drug delivery systems. Adv. Pharm. 2014.
Doi:10.1155/2014/574673

25. Correia R, Magalhaes M, Marques P, Senos A. Wet synthesis and characterization of modified hy-
droxyapatite powders. J Mater Sci Mater Med. 1996;7(8):501-505. Doi:10.1007/BF00705432.

26. Patil S, Pancholi S, Agrawal S, Agrawal G. Surface-modified mesoporous ceramics as delivery vehi-
cle for haemoglobin. Drug Deliv. 2004;11(3):193-199. Doi: 10.1080/10717540490433976.

27.Vengala P, Dintakurthi S, Subrahmanyam CVS. Lactose coated ceramic nanoparticles for oral drug
delivery. J Pharm Res. 2013;7(6):540-545. D0i:10.1016/].jopr.2013.06.015.

28. Khopade A, Khopade S, Jain N. Development of hemoglobin aquasomes from spherical hydroxyap-
atite cores precipitated in the presence of half-generation poly (amidoamine) dendrimer. Int. J. Pharm.
2002;241(1):145-154. Doi: 10.1016/s0378-5173(02)00235-1.

29. Kim HM, Kokubo T, Miyazaki T, Nakamura T. Revised simulated body fluid. Key Eng Mater. 2001,
192-195.

30. Kossovsky N, Bunshah RF, Gelman A, Sponsler E, Umarjee DM, Suh TG, Prakash S, Doerr HJ, Desh-
pandey CV. A nondenaturing solid phase pharmaceutical carrier comprised of surface®modified nano-
crystalline materials. J Appl Biomater. 1990;1(4):289-294. Doi: 10.1002/jab.770010404.

31. Kommineni S, Ahmad S, Vengala P, Subramanyam C. Sugar coated ceramic nanocarriers for the
oral delivery of hydrophobic drugs: Formulation, optimization and evaluation. Drug Dev Ind Pharm.
2012;38(5):577-586. Doi: 10.3109/03639045.2011.617884.

32. Wingler A. The function of trehalose biosynthesis in plants. Phytochem. 2002;60(5):437-440. Doi:
10.1016/s0031-9422(02)00137-1.

33. Almeida IS, Cardoso LA, Santos DM, Torné JM, Fevereiro PS. Trehalose and its applications in plant
biotechnology. In Vitro Cell Dev Biol Plant. 2007;43(3):167-177. doi: 10.1007/s11627-006-9024-3.

34, Bunaciu AA, Aboul-Enein HY, Fleschin S. Application of Fourier transform infrared spec-
trophotometry in pharmaceutical drugs analysis. Appl Spectrosc Rev. 2010;45(3): 206-219.
D0i:10.1080/00387011003601044.

35. Narang N. Aquasomes: Self-assembled systems for the delivery of bioactive molecules. Asian J
Pharm. 2012; 6(2). D0i:10.22377/ajp.v6i2.61

36. Goyal AK, Rawat A, Mahor S, Gupta PN, Khatri K, Vyas SP. Nanodecoy system: a novel approach to
design hepatitis B vaccine for immunopotentiation. Int J Pharm. 2006;309(1-2):227-233. Doi: 10.1016/].
ijjpharm.2005.11.037.

37. Ludwig TG, Goldberg HJ., The anthrone method for the determination of carbohydrates in foods
and in oral rinsing. J Dent Res. 1956;35(1):90-94.

38. Vengala P. Carbohydrate stabilized ceramic nanoparticles for the delivery of a poorly soluble drug,
lornoxicam. Asian J Pharm. 2017;11(03):5497-S503.

Ars Pharm. 2023;64(4):359-375 373



Rajak P, et al.

39. Vengala P, Subrahmanyam C, Gangaraju M. In vitro and in vivo evaluation of piroxicam loaded ce-
ramic nanoparticles. Int. J. Pharmaceut. Sci. Res. 2016;7:303-309.

40. Singh A, Deep A. Formulation and evaluation of nanoparticles containing atenolol. Int J Pharm Res.
2011;3(4):59-62.

41. Waghule T, Rapalli VK, Singhvi G, Gorantla S, Khosa A, Dubey SK, Saha RN. Design of temozolo-
mide-loaded proliposomes and lipid crystal nanoparticles with industrial feasible approaches: com-
parative assessment of drug loading, entrapment efficiency, and stability at plasma pH. J Liposome
Res. 2021;31(2):158-168. Doi: 10.1080/08982104.2020.1748648.

42. Nebija D, Noe CR, Urban E, Lachmann B. Quality control and stability studies with the monoclonal
antibody, trastuzumab: application of 1D-vs. 2D-gel electrophoresis. Int J Mol Sci. 2014;15(4):6399-
6411. Doi: 10.3390/ijms15046399.

43. Bellad K, Nanjwade B, Sarkar A, Srichana T, Shetake R. Development and evaluation of curcumin
floating tablets. Pharm Anal Acta. 2020;12:622. Doi: 10.35248/2153-2435.20.11.622.

44, Mishra A, Patra S, Shukla SK, Pandey P, Shukla Y, Osmera P, Yadav P, Pandey M, Gupta R, Molina F.
Current scenario of coronavirus pandemic. Adv Mater Lett. 2020;11(4):1-8.

45. Kaur K, Kush P, Pandey RS, Madan J, Jain UK, Katare OP. Stealth lipid coated aquasomes bearing
recombinant human interferon-a-2b offered prolonged release and enhanced cytotoxicity in ovarian
cancer cells. Biomed Pharmacother. 2015;69;267-276. Doi: 10.1016/j.biopha.2014.12.007.

46. Cherian AK, Rana A, Jain SK. Self-assembled carbohydrate-stabilized ceramic nanoparticles for the
parenteral delivery of insulin. Drug Dev Ind Pharm. 2000;26(4):459-463. Doi: 10.1081/ddc-100101255.

47. Goyal AK, Khatri K, Mishra N, Mehta A, Vaidya B, Tiwari S, Vyas SP. Aquasomes-a nanopar-
ticulate approach for the delivery of antigen. Drug Dev Ind Pharm. 2008;34(12):1297-1305. Doi:
10.1080/03639040802071661.

48. Rojas-Oviedo |, Salazar-Lopez RA, Reyes-Gasga J, Quirino-Barreda CT. Elaboration and struc-
tural analysis of aquasomes loaded with indomethacin. Eur. J. Pharm. Sci. 2007;32(3):223-230. Doi:
10.1016/j.ejps.2007.07.008.

49. Vengala P, Shwetha D, Sana A, Rekha G, Kumaraswamy P. Aquasomes: a novel drug carrier system.
Int Res J Pharm. 2012;3(4):123-127.

50. Goyal AK, Khatri K, Mishra N, Mehta A, Vaidya B, Tiwari S, Paliwal R, Paliwal S, Vyas SP. Development
of self-assembled nanoceramic carrier construct (s) for vaccine delivery. J Biomater Appl. 2009;24(1):65-
84.D0i:10.1177/0885328209104018.

51. Khan S, Tiwari T, Tyagi S, Bhowmik M, Joshi A, Dubey B. Preformulation studies and preperation of
dithranol loaded solid lipid nanoparticles. Int J Res Dev Pharm L Sci. 2012;4:183-88.

52. Nanjwade BK, Hiremath GM, Manvi F, Srichana T. Formulation and evaluation of etoposide loaded
aquasomes. J Nanopharm Drug Deliv.2013;1(1):92-101.

53. Kutlehria A, Koushik P, Sharma S, Kaur A. Aquasomes as a carrier system for oral delivery of brome-
lain. Int Res J Pharm. 2018;9(8):123-129. D0i:10.7897/2230-8407.098177.

54. Umashankar MS, Sachdeva RK, Gulati M. Aquasomes: a promising carrier for peptides and protein
delivery. Nanomedicine: Nanotechnol Biol Med. 2010;6(3):419-426. Doi: 10.1016/j.nan0.2009.11.002.

55. Rawat M, Singh D, Saraf S, Saraf S. Development and in vitro evaluation of alginate gel-encapsulat-
ed, chitosan-coated ceramic nanocores for oral delivery of enzyme. Drug Dev Ind Pharm. 2008;34(2):181-
188. D0i:10.1080/03639040701539479.

56. MizushimaY, lkoma T, Tanaka J, Hoshi K, Ishihara T, Ogawa Y, Ueno A. Injectable porous hydroxyapa-
tite microparticles as a new carrier for protein and lipophilic drugs. J Control Release. 2006;110(2):260-
265. D0i:10.1016/j.jconrel.2005.09.051.

Ars Pharm. 2023;64(4):359-375 374



Rajak P, et al.

57. Banerjee S, Sen KK. Preparation and evaluation of surface modified nanoparticles of calcium phos-
phate as extract carrier. Int J Appl Pharm. 2020;12(4):248-257. D0i:10.22159/ijap.2020v12i4.38126.

58. Asfour MH. Advanced trendsin protein and peptide drug delivery: a special emphasis on aquasomes
and microneedles techniques. Drug Deliv Transl Res. 2021;11(1):1-23.Doi: 10.1007/s13346-020-00746-z.

59. Gupta AK, Gupta D, Gupta V. Aquasomes: A Self-Assembled Nano-Particulate Carrier System. Int J
Cur Res Rev. 2021;13(4):44-52. D0i:10.31782/IJCRR.2021.13427.

60. Patel S, Aundhia C, Seth A, Shah N, Pandya K, Patel D. Aquasomes: a novel approach in drug carrier
system. European J Pharm Med Res. 2016;3(9):198-201.

61. Priya MDK, KumarV, Damini VK, Eswar K, Reddy KR, Raj BS, Sucharitha P. SOMES: A review on com-
position, formulation methods and evaluations of different types of “SOMES” drug delivery system. Int
J Appl Pharm. 2020;12(6):7-18. D0i:10.22159/ijap.2020v12i6.38996.

® BY-NC-SA 4.0

Ars Pharm. 2023;64(4):359-375 375


https://creativecommons.org/licenses/BY-NC-SA/4.0/

Ars Pharm

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

doi: 10.30827/ars.v64i4.28863
Articulos de revisién

Ecdiesteroides y su actividad
farmacologlca sobre el musculo
esquelético

Ecdysteroids and their pharmacological activity on
skeletal muscle

Vicente Otero Egocheaga'
Farmacéutico

Correspondencia

Vicente Otero Egocheaga
egocheagavoe@gmail.com

Recibido: 10.08.2023
Aceptado: 19.09.2023
Publicado: 20.09.2023

Agradecimientos

Ala Dra. Isabel Egocheaga por ser guia del presente Trabajo.

Financiacion

El autor declara que no ha existido ningln tipo de financiacion en la realizacién del presente trabajo.

Conflicto de intereses

El autor declara que no hay conflicto de intereses.

Ars Pharm. 2023;64(4):376-384 376


http://doi.org/10.30827/ars.v64i4.28863
https://orcid.org/0009-0003-2831-5960

Otero Egocheaga V.

Resumen

Introduccidn: Los ecdiesteroides presentan cualidades Unicas dentro del reino vegetal y animal. Su similitud a es-
teroides enddgenos de mamiferos les otorga actividad bioldgica sobre el tejido muscular esquelético. Sin embargo,
su mecanismo de accion esta por definirse en su totalidad.

Método: Se realizé una revisién narrativa utilizando la evidencia cientifica mas relevante. Se consultaron de las
bases de datos Medline, Google Scholar, Scielo y Wiley, incluyéndose y excluyéndose trabajos acordes a los criterios
del autor.

Resultados: La actividad de los ecdiesteroides, principalmente de la Ecdisterona (Ec), podria deberse a la inte-
raccién con Mas, receptor acoplado a proteina-G transmembrana (GPCR), y la posterior activacién del receptor de
estrégenos B (ER B) no nuclear. Dicho mecanismo de accién induce la activacién de la ruta alternativa del Sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAA) aboliendo los mecanismos de degradacién musculary, mediante la activa-
cién indirecta de Erf, se suprime la expresion del gen de la miostatina. Esta actividad bioldgica pudiera conferir a
los ecdiesteroides propiedades farmacolégicas dptimas para impedir la degradacién proteico-muscular, tales como
la regeneracidn y reparacion del tejido.

Conclusiones: Ec ha demostrado poseer propiedades farmacoldgicas interesantes para el abordaje
alternativo de patologias musculodegenerativas por sus efectos anticatabdlicos. Aunque prosigue la
investigacion para su implementacion en la clinica, esta siendo utilizada en la industria deportiva y en
ensayos para el tratamiento de diferentes patologias.

Palabras clave: Ecdiesteroides; ecdisterona; musculo esquelético; receptor de estrégenos, receptor acoplado a
proteina-G; Receptor de Angiotensina (1-7) Mas.

Abstract

Introduction: Ecdysteroids present unique qualities within the plant and animal kingdoms. Their similarity to en-
dogenous mammalian steroids allows them to present biological activity on skeletal muscle tissue. However, this
molecule’s action mechanism remains to be fully understood.

Method: A narrative review was carried out using the most relevant scientific evidence. Different databases such
as Medline, Google Scholar, Scielo and Wiley were consulted. Works were included or excluded according to the
author “s criterium.

Results: Ecdysteroids’ activity, mostly that of ecdysterone, might be due to the interaction with Mas receptor, a
transmembrane G-Protein Coupled Receptor (GPCR), and the subsequent indirect activation of B-Estrogen Recep-
tor’s (B-ER) non-nuclear form. Said action mechanism induces the alternative pathway activation of the Renin-An-
giotensin-Aldosterone System (RAAS), abolishing muscular degradation mechanism. Finally, through B-ER activa-
tion, the myostatin gene is supressed. This biological activity could provide ecdysteroids optimal pharmacological
properties to prevent muscular protein degradation. These include tissue regeneration and repair.

Conclusions: Due to its anticatabolic effects, Ec has shown great pharmacological properties that could make it
work as an alternative treatment for degenerative muscle pathologies. Although investigations regarding Ec are still
in progress, it has already been used by the sports’ industry and in several clinical trials that focus on the treatment
of other diseases.

Keywords: Skeletal muscle; Ecdysteroids; Ecdysterone; Angiotensin (1-7) Receptor Mas; Estrogen Receptor; G Pro-
tein Coupled Receptors.

Puntos clave

Actualmente los ecdiesteroides son sujeto de estudio para el abordaje de gran variedad de patologias.
Desde el inicio de la investigacion de nuevos farmacos, el reino vegetal y animal ha protagonizado nu-
merosos avances en el descubrimiento de nuevas moléculas biolégicamente activas. En el caso de los
ecdiesteroides, moléculas comunes en plantas y artropodos, se han evidenciado posibles aplicaciones
farmacoldgicas para el tratamiento de patologias degenerativas musculares (como sarcopenia o ca-
quexia), metabdlicas y respiratorias. Hoy en dia, aunque se sigue indagando acerca de su mecanismo
de accién, estas moléculas estan atrayendo atencién en la industria de la suplementacion deportiva,
pudiendo tener aplicabilidad en la clinica.
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En esta revision se recopila la evidencia cientifica mas esclarecedora y novedosa acerca del mecanismo
de accién de los ecdiesteroides, principalmente la ecdisterona, sobre el tejido muscular esquelético.

La degradacion de la musculatura esquelética es prevalente en la sociedad anciana, entre otras, provo-
cando numerosos episodios de traumatismos por caida. Aunque el abordaje nutricional es el indicado
en estos casos, nuevas terapias farmacoldgicas que involucren los ecdiesteroides pudieran suponer un
aumento de la calidad de vida de estos pacientes.

Introduccion

Los ecdiesteroides son hormonas de naturaleza esteroidica propias de invertebrados, principalmente
artropodos. Actiian como reguladores directos de los periodos de muda y metamorfosis'*?. Sin em-
bargo, existen niveles basales en el organismo de estos animales durante toda la vida. Participando
en diferentes etapas, regulan procesos fisioldgicos tanto directa como indirectamente, interviniendo
indirectamente en el ciclo de ovoposicidn, desarrollo embrionario y postembrionario®.

Los ecdiesteroides son una familia muy amplia de moléculas presente en todas las especies de ar-
trépodos conocidas. Dicha ubiquidad supuso la base de investigacidn para la bisqueda de molécu-
las similares fuera del metaboloma de artrépodos. Andlogos a ecdiesteroides han sido descubiertos
en diferentes géneros de plantas, denominandose fitoecdiesteroides (PE, de sus siglas en inglés,
Phytoecdyteroids)“®. Su funcién principal permanece aun refutable. Sin embargo, la presencia de esta
molécula ha demostrado otorgar cierto grado de proteccidn frente a plagas de nematodos e insectos
fitéfagos®.

En comparacién con los seres humanos, estas moléculas, pese a que parten de una estructura simi-
lar, poseen caracteristicas diferenciadoras claras®®. Los ecdiesteroides varian en polaridad, tamafio y
forma frente a las hormonas esteroidicas de mamiferos. Dicha diferencia provoca que no exista una
evidencia convincente acerca de la unién directa de estos compuestos con los receptores nucleares de
esteroides™¥, Sin embargo, tal y como se comentara en este articulo, si tendrian actividad bioldgica en
células de mamifero.

Elinicio del estudio de los ecdiesteroides se remonta a varias décadas atras. En 1954, gracias al trabajo
de los cientificos Butenandty Karlson', se consiguid aislar la primera molécula de esta gran familia, la
Ecdisona®*?, Esta molécula fue extraida en la fase de pupa de los insectos que se estaban desarrollando.
Sin embargo, era desconocida su estructura molecular. La configuracion espacial de la molécula se
comprob6 en 1965, cuando el grupo de investigacion de Huber y Hope*! la establecié mediante crista-
lografia de difraccion de rayos-X. La Ecdisona es considerada una pro-hormona por muchos cientificos
pues parece ser el inicio sintético del resto de ecdiesteroides?.

Derivada de la Ecdisona, la Ecdisterona (Ec), B-Ecdisona o 20-Hidroxiecdisona (BE) fue catalogada
como la molécula estdndar de esta familia de compuestos ciclicos perhidrogenados. Ec es el ecdieste-
roide con mayor actividad biolégica en insectos™*'>'¢, Del mismo modo, es el PE mas comdn, pudien-
do ser aislado de los extractos de diversas especies de plantas con una relacion coste/beneficio acep-
table™., Sin embargo, aunque la actividad de Ec en mamiferos es la mas evidenciada, se han llegado a
identificar 571 analogos!”, de los cuales algunos también estan siendo objeto de estudio. Muchos de
estos compuestos vienen siendo utilizados en medicina tradicional desde hace milenios, utilizando
extractos de diferentes secciones de plantas®*:®),

Los efectos farmacoldgicos evidenciados de Ec son variados, desde actividad hipolipemiante hasta
cierto efecto anabdlico y mioprotectivo®*?°, Gracias a ello, Ec ha sido propuesta como molécula de
ensayo, siendo protagonista en diversos campos de investigacion. En casos de sindrome de distrés
respiratorio agudo, como la CoVID-19, Ec (denominada: BIO101) esta siendo evaluada para mejorar la
supervivencia del paciente de riesgo®” . Aunque existen numerosas areas de estudio que involucran la
actividad de Ec como eje de investigacion, la presente revision recopila la evidencia existente acerca de
su accion farmacoldgica sobre el tejido muscular esquelético.
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Métodos

Para la realizacion de esta revision bibliografica narrativa se han utilizado las bases de datos Medline,
Google Scholar, Scielo y Wiley. La eleccion de la evidencia cientifica se ha realizado en base a criterios
de exclusién e inclusion propuestos por el autor. Se han incluido aquellos trabajos que mostrasen da-
tos evidenciados, robustos y reproducibles. Del mismo modo, se han incluido evidencias histéricas, en
cuanto al tema, que supusieran un inicio o avance en la investigacion. Se incluyen aquellos trabajos
mas actuales que enriquecen conclusiones sobre evidencias previas. Del mismo modo, se excluyen
trabajos con resultados irreproducibles, duplicados o refutados.

Para la bisqueda bibliografica se ha utilizado la siguiente combinacién de operadores booleanos: Ecd-
ysteroids AND Skeletal muscle; Ecdysteroids AND Anabolic response; Ecdysterone NOR Anabolic steroids;
Estrogen receptor AND Mas; Estrogen recetor AND Anabolic response. Aunque se recopilaron 98 titulos,
este trabajo incluye las 41 referencias resultantes tras la aplicacion de los criterios de inclusidn.

Resultados

Hipertrofia muscular

Los ecdiesteroides han demostrado inducir hipertrofia muscular estimulando la sintesis proteica mus-
cular. Su relacidn con receptores nucleares, en particular con los receptores de estrogenos (RE) tipo
B, mejora el rendimiento fisico, asi como el aumento en tamafio de las fibras musculoesqueléticas®?.

Numerosos estudios farmacoldgicos describen la respuesta del tejido muscular frente a la presencia
de ecdiesteroides®?. La actividad de estas moléculas se refleja en el metabolismo lipidico, sistema
inmune y metabolismo proteico. Como consecuencias se dan un aumento en la oxidacién de acidos
grasos, cierta estimulacion de la respuesta inmune y aumento de la potencia fisica, respectivamen-
te®7£29, Debido a esto, la industria de suplementacion deportiva se ha interesado en promover y de-
sarrollar formulaciones aptas para consumo humano. Una de las principales ventajas que, hasta la
fecha, parece diferenciar a los ecdiesteroides de los anabdlicos esteroidicos comunes es la ausencia de
efectos secundarios como la virilizacion.

La relacién estructura actividad de los ecdiesteroides en artrépodos estd todavia siendo estudiada.
Existen diversos mecanismos moleculares que involucran a los ecdiesteroides, los cuales parecen ser
responsables de su actividad bioldgica en esta familia de insectos. La investigacidn acerca de la expre-
sion de genes codificantes para receptores de ecdiesteroides se lleva realizando desde el siglo pasado.
Partiendo como base de la expresién del receptor en las glandulas salivales de la Drosophila maelano-
gaster, asi como en Drosophila Kc, un estudio de 1981 de la Universidad de Bochum® identificé una
proteina de 130000 kDa como responsable de la actividad hormonal de la Ec en artrépodos. La unién
del ligando receptor regula procesos de muda y metamorfosis de insectos. Mediante la translocacion
del complejo hormona (Ec)-receptor al nlcleo celular y posteriormente uniéndose al material genéti-
co, modifica la expresidn de genes®. Sin embargo, la Ec no parecia modificar la sintesis o disponibili-
dad del receptor en la célula y, mediante estudios cuantitativos in vitro, el complejo hormona-receptor
permanecia en el nicleo pese a la disponibilidad de Ec en el medio®2, Posteriormente, con el paso
del tiempo, se identificé que el complejo del receptor nuclear estaba constituido por dos subunidades,
el receptor de la Ecy la proteina ultraspiracle (USP, por sus siglas en inglés). También consta la posible
actividad de una proteina de membrana de la familia GPCR (G-Protein Coupled Receptor) la cual activa
diferentes cascadas de sefializacion. Este complejo no se expresa en células de mamiferos, lo que da
lugar a la nula actividad de la Ec sobre receptores humanos de esteroides, a diferencia de lo que ocurre
con los esteroides anabdlico-androgénicos (AAS, por sus siglas en inglés)®®,

La Ec ha demostrado no tener afinidad por receptores androgénicos, receptores de glucocorticoides
o receptores de estrégenos tipo a. Sin embargo, su presencia produce una respuesta bioldgica sobre
receptores de estrégenos tipo B?. Dicha actividad ha podido visualizarse en ensayos in vitro e in sili-
co??72%_En ensayos in vitro que comparaban la actividad de la Ec con otros AAS, como la metandieno-
na, se observd que, en ausencia de estimulo fisico, al contrario que los AAS, esta molécula si tenia efec-
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to®®. De mismo modo, la respuesta celular es dosis dependiente ya que con una posologia inferior a
5ug/Kg de peso corporal no mostraban actividad significativa®”. En modelos animales, principalmente
ratas y ratones, la suplementacion de la dieta con Ec durante periodos de 20 a 30 dias y, en combina-
cién con pruebas de natacidn, mostré que aquellos individuos suplementados eran capaces de nadar
tramos mas largos*#*>?, Estas conclusiones llevaron a la Ec a ser propuesta como molécula de estudio
en humanos y dilucidar si realmente ejerce un poder anabélico y de mejora del rendimiento fisico.

Para comprender la actividad de la Ec sobre tejido muscular esquelético humano se debia indagar
acerca del mecanismo principal de accidn. Las primeras hipétesis que se formularon fueron plantea-
ban que la unidn directa del ecdiesteroide sobre el receptor de estrégenos era la responsable™*??, Uti-
lizando activadores e inhibidores de receptores de estrégenos, siendo el primero capaz de mimetizar
los efectos de la Ec y el segundo de inhibirlos, sobre osteoblastos y mioblastos y comparando las res-
puestas fisioldgicas con la producida por la Ec, no se pudo evidenciar una accién directa sobre los
receptores por parte de la Ec®?, Las diferencias en la respuesta bioldgica por parte de los ligandos
conocidos del receptor no eran idénticas a las producidas en presencia de Ec. Estos resultados conclu-
yeron en que no existia una prueba fehaciente de que la unidn directa Ec-receptor fuese la causante
de la actividad®?2,

Por otro lado, la actividad de la Ec parece estar relacionada con una activacién indirecta del receptor
de estrégenos!>*). Una posible interaccion con receptores de membrana que desemboquen en una
cascada de sefializacidn se postila como la principal via de actuacion**, La evidencia de este meca-
nismo de accion es respaldada por la numerosa cantidad de mensajeros secundarios presentes tras la
exposicion de las células diana a Ec®*?. Del mismo modo, la unidn de nanoparticulas metalicas a la Ec,
con el fin de evitar la entrada del ecdiesteroide al interior celular, no impedia la actividad de Ec®**3. En
un estudio del afio 2021 llevado a cabo por Lafont et al.*® mediante el empleo de mioblastos de raton
(C2€12) y la monitorizacidn de la expresidn del gen de la miostatina (proteina responsable de la degra-
dacién proteica) se observod y verificd la actividad bioldgica de la Ec. Los resultados mostraron que su
actividad se debia fundamentalmente a la interaccién con un receptor de membrana, en concreto con
el receptor Mas(®1>19),

Actividad de Ec sobre el receptor

El receptor Mas es un receptor clave en la regulacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona
(RAA). La activacién cldsica del eje RAA, el cual involucra la conversidn de angiotensina | en angiotensi-
na Il (Ang 1I) mediante la enzima convertidora de angiotensina (ECA), esta estrechamente relacionado
con una pérdida cuantitativa y cualitativa de masa muscular esquelética®*, Niveles supra fisioldgicos
de angiotensina Il en circulacién sanguinea estan relacionados con condiciones de atrofia y degra-
dacion proteico-muscular®=9, Sin embargo, respetando el principio de homeostasis del organismo,
existe un eje de activacién alternativo. El eje alternativo del sistema RAA involucra la actividad de ECAII,
angiotensina 1-7 (Angl-7) y el receptor Mas. La interaccién de Angl-7 con el receptor Mas de siete do-
minios transmembrana acoplado a proteina G reduce la atrofia muscular ocasionada por niveles ele-
vados de Ang Il reduciendo la degradacion celular®+5:9),

La Ec ha demostrado comportarse de manera similar a Ang1-7%%), El complejo del receptor Mas, tal y
como muestra Sobrino et al.??, parece estar ligado a la actividad de los receptores de estrégenos no
nucleares. El estradiol tiene un papel importante en la regulacién de la vasodilatacion al igual que
el receptor Mas®"*)., Esta relacion es primordial en los capilares sanguineos donde el endotelio esta
constituido por células altamente dependientes de vasodilatadores, en particular 6xido nitrico (NO) en
tejido muscular esquelético®”. La ruta Akt/NOS/NO es regulada por la activacién de Mas. Debido a esta
relacién, los dos receptores tienen tendencia a formar un heterodimero regulando su actividad en con-
junto. En 2016, Omanakuttan et al.*® observaron la activacién de la migracién y la proliferacion celular
mediada por la actividad de la Ec en cicatrizacion de heridas. En este tipo de afecciones la actividad de
NO es fundamental, incrementandose los niveles en presencia de Ec*?*2),

La dimerizacion del receptor acoplado a proteina-G (GPCR, por sus siglas en inglés) con el receptor de
estrogenos en humanos es similar a la determinada en Drosophila®. En insectos, el receptor especifico
paradopaminay ecdiesteroides, DopEcR, es responsable de la liberacidon de Ca* del reticulo endoplas-
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matico, del aumento de la fosforilacion proteica y de la translocacion celular. Estos procesos se dan a
consecuencia de la activacion de los ejes de sefializacion GPCR/Ca?" /PKC y GPCR/AMPc/PKA®23:25:38),
Dichos ejes regulan la transcripcion de genes especificos para la muda y la metamorfosis. Del mismo
modo, en mamiferos, pudiera darse una induccion genética parecida via Mas/receptor de estrégenos,
resultando en el aumento de la sintesis proteica e inhibicidon de la degradacion celular, via inhibicidn
de la expresion de la miostatina®.

Activacién indirecta de ERB no nuclear por accion de Ec

La activacion indirecta de los receptores de estrogenos tipo B no nucleares parece ser responsable
de los efectos anabdlicos de Ec?2*39, Afios de estudio atrds, la evidencia cientifica situaba a los an-
drégenos e IGF-1 como responsables principales de los procesos anabdlicos del tejido musculo es-
quelético**), Sin embargo, con los avances en la investigacion, los receptores de estrégenos se han
coronado como responsables también de la activacion de la transcripcion genes involucrados en el
desarrollo muscular. Existen dos subtipos de receptores de estrogenos, el receptor a (ERa) y el recep-
tor B (ERB)®*. En la actividad que concierne a la Ec, el receptor 3 es el responsable y protagonista.
La principal diferencia entre ambos subtipos es su distribucidn entre los diferentes tejidos. ERa tiene
mayor relacion con aquellos tejidos con funcién reproductiva o relacionados, como el tejido uterino
o tejido mamario, mientras que ERP se expresa sobre todo en tejido endotelial vascular, préstata y
tejido gastrointestinal®??. Sin embargo, en otros tejidos como el musculo esquelético se expresan en
conjunto. Es precisamente en este Gltimo donde la activacion de ERB induce la regeneracion del tejido,
reparando las fibras musculares dafiadas. Incluso pese a que el receptor de estrégenos se encuentra
mayormente vinculado a la homeostasis femenina, los efectos anabdlicos de la activacion de ERB son
observables en ambos sexos?»*.

Por otro lado, pese a que estos receptores pertenecen a la familia de receptores nucleares, también
se conocen sus formas no nucleares. Estos Ultimos son los principales responsables de la regulacion
de la expresion de los genes de miostatina y metabolismo proteico muscular. Lafont et al., en 20214
utilizando un analogo especifico de ERB no nuclear derivado del estradiol (17B-Estradiol) observaron
la supresion de la expresion de miostatina. Simultdneamente, adicionando antagonistas de la Angl-7,
los resultados mostraron que no se abolia la actividad de ERB. Mencionado anteriormente, ERB no
nuclear es activado en presencia de Ec. Aunque no se activa por union directa, se propone que la in-
teraccion de Ec con Mas y la posterior activacion de ERB no nuclear, a consecuencia de la cascada de
sefializacion producida, como el mecanismo de accion para la actividad anticatabdlica via receptor de
estrogenos613),

La posible similitud con el mecanismo natural evidenciado en insectos®, los efectos fisioldgicos visua-
lizados en la interaccidn de Ec con Mas®*?, la interaccion con los receptores extranucleares de estroge-
nos® y la inhibicion de la miostatina™, han llevado a muchos cientificos a proponer la interaccion de
Mas con el receptor de estrégenos no nuclear como principal mecanismo de accion de la Ec.

Conclusion

La evidencia cientifica revisada en este trabajo muestra la posible aplicacion de los ecdiesteroides en
la clinica de patologias musculodegenerativas. Patologias como la sarcopenia o la caquexia podrian
disponer de un aboraje terapéutico alternativo en los proximos afios si se esclarece la posible utilidad
de los ecdiesteroides. Su mecanismo de accién, basado en la interaccidén con el complejo del receptor
transmembrana Mas y Erf no nuclear, es una alternativa para potenciar la preservacion de la masa
magra muscular. Inclusive, otras patologias metabdlicas pudieran beneficiarse de los efectos de Ec.

Por otro lado, pese a que la activada de Ec no esta confirmada para su empefio en la clinica, su comer-
cializacion para la potenciacion de la actividad deportiva estd presente. Por este motivo, la Agencia
Mundial Anti-Dopaje (AMA) ha incluido a este ecdiesteroide en la en la clase S1.2 Other anabolic agents
de la lista de sustancias prohibidas, por considerarse un anabdlico de origen natural.
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