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EDITORIAL

PROPUESTA DE REFORMA AL SISTEMA DE SALUD EN
COLOMBIA ¢POR QUE NO SE AVANZA EN UNA REFORMA
ESTRUCTURAL?

PROPOSED HEALTH SYSTEM REFORM IN COLOMBIA ¢WHY THERE IS NO ADVANCE
IN A STRUCTURAL REFORM?

Los académicos de la salud publica del pais coinciden en que el proyecto de reforma del Sistema General
de Seguridad Social en Salud (SGSSS), puesto a consideracién del Congreso de la Repuiblica por parte del
Gobierno Nacional (1), no responde a las expectativas que se tenia después de que el mismo presidente
de la Republica Doctor Juan Manuel Santos aceptara que la magnitud de la crisis del sistema justificaba
el emprendimiento de cambios estructurales centrados en la garantfa del derecho fundamental a la salud.

Desde que, a partir de finales del ano 2009, se hiciera el gran debate nacional que condujo al “Estado
de Emergencia Social” (2) y a los restrictivos decretos sobre salud expedidos a su amparo, declarados
inexequibles por la Corte Constitucional (3), se multiplicé la invocacién de estudios que evidencian los
fracasos del modelo de mercado de la salud instaurado por la Ley 100 de 1993 (4). El analisis juicioso de
esas evidencias facticas conllevé simultineamente a la presentacion de fundamentos de filosofia politica
que apuntalaban la propuesta de que el Estado reasumiera plenamente la responsabilidad de garantizar
el cuidado de la salud de los colombianos como un derecho fundamental. En este contexto, se ha pre-
sentado y difundido sélidos argumentos para soportar la idea de que tal responsabilidad estatal debe
pasar por la eliminacién de la intermediacién privada en el modelo de aseguramiento y de prestacién de
servicios de salud, lo que en consecuencia implica la eliminacién de las Entidades Promotoras de Salud
(EPS) incorporadas en la normatividad institucional definida por la mencionada ley de 1993. El comtin
de esos argumentos se refiere a lo dafiina que esa intermediacién ha resultado para el acceso oportuno
a los servicios.

Sin embargo, en el proyecto presentado por el gobierno se mantiene abiertos los mecanismos para la
participacién del sector privado en la intermediacién de la prestacién de los servicios de salud, truncan-
dose las esenciales expectativas que el pais se habia hecho con respecto a la reforma estructural nuestro
sistema de salud.

Sia esta expectativa no cumplida se le agrega la ausencia de liderazgo del Ministerio de Salud y Pro-
teccién Social para llevar adelante y categéricamente los contenidos de la Atencién Primaria en Salud,
de las Redes Integradas de Servicios de Salud y del Plan Decenal de Salud Publica segtin los términos
aprobados en la Ley 1438 de 201 (5), reconocidos como avances significativos en direccién a rescatar los
conceptos y estrategias bien probadas por las experiencias de la salud publica en el mundo, hay que decir
que el proyecto de reforma gubernamental representa un significativo retroceso.

A todas estas, la discusién se ha vuelto mondtonamente repetitiva y carente de interés. El gobierno
se empena en demostrar, sin éxito, que su desvaido proyecto tiene algtn alcance importante para supe-
rar los inocultables problemas del sistema de salud; entre tanto, los académicos volvemos a insistir en
la argumentacién aconsejada por la experiencia en el sector, por los conocimientos decantados por la
investigacion y por el anilisis juicioso de la realidad sanitaria del pafs para reiterar la necesidad de una
reforma estructural. En esencia se trata de un contraste de conceptos que no podran dirimirse en tanto
sea puesto en el escenario del debate con la plena significacién de que lo que subyace es una contraposi-
ci6én de fundamentos politicos e ideoldgicos, relacionados con la concepcién que se tiene del Estado, de
sus responsabilidades y de los derechos de las personas.



Desde esta perspectiva, lo que vale la pena en las actuales circunstancias es preguntarse por las razo-
nes que impiden que se avance consistentemente hacia una reforma estructural del sistema de salud. Tal
vez alli residan las grandes posibilidades para que la academia contribuya con su ejercicio intelectual a la
incorporacién de cambios institucionales que le aporten salidas consistentes a los problemas de salud y
bienestar a la sociedad colombiana. Posiblemente el develamiento de los impedimentos conceptuales que
dificultan que el Estado y los dirigentes politicos comprometan sus decisiones con instrumentos idéneos
para la garantia del cuidado de la salud como derecho fundamental, sea uno de los grandes temas a afrontar.

Por lo anterior, se sugiere que la academia discurra con mayor énfasis por los caminos de la filosofia
del Estado, del significado de lo publico, de los derechos de las personas en funcién de tal condicién y
de los fundamentos esenciales de la salud ptiblica; a que convoque a los ciudadanos para que interroguen
al gobierno y a los partidos politicos acerca de cuiles son los fundamentos relativos a esos temas que
inspiran su accionar y su intencién de obtener legitimidad ciudadana para conducir el gobierno del pais
y las politicas sociales, entre las que se destacan, como una de las mis significativas, las de la salud y el
bienestar; asimismo, que muestre que las posibilidades de un cambio de signo en el sistema de salud
dependerd de que los ciudadanos decidan cambiar las caracteristicas politico-ideoldgicas del gobierno y
de los integrantes del Congreso de la Reptiblica. De no darse esa disposicion ciudadana, seguramente las
reformas no trascenderdn los maquillajes y ajustes de un modelo que ha sido concebido, en su esencia,
para facilitar el accionar de los agentes del mercado en el sector salud.

Con la activa participacién de académicos y de otros actores sociales del pais, se han elaborado varias
propuestas de reforma estructural del SGSSS que demuestran que hay alternativas racionales, ponderadas
y ajustadas a las condiciones socio-politicas coyunturales del pais, sin que sea necesaria la intermediacién
del sector privado canalizada a través de la figura institucional de las EPS o de las Gestoras de Salud,
segtin la terminologia del reciente proyecto gubernamental de reforma. Estas propuestas tienen en co-
mun que formulan la reasignacién de las responsabilidades plenas en la garantia del derecho al cuidado
de la salud a las instituciones del Estado. Alli reside, precisamente, el nodo de la discordia por la cual el
gobierno y la mayoria de la dirigencia politica se resisten a aceptarlas. Empecinados en la defensa de la
doctrina econémica del mercado como el mecanismo por el cual supuestamente los recursos son mejor
asignados, asumen que el Estado y sus instituciones son ineluctablemente ineficientes y corruptas. Pero
omiten valorar el mentis que nuestra realidad le ha dado a aquella pretendida eficiencia e incorruptibilidad
del sector privado y de los agentes del mercado.

Se requiere grandes esfuerzos para lograr que la sociedad abandone los prejuicios que interesadamente
han sido creados y estimulados en contra de lo ptblico y de la institucionalidad del Estado. Sin desmedro
de la permanente actitud critica y sancionatoria del conjunto de la sociedad contra quienes pervierten
el sentido solidario y de responsabilidad social del Estado mediante acciones corruptas y negligentes,
es necesario el establecimiento de un sistema de salud articulado alrededor del monopolio estatal en la
orientacién y gestion de los recursos. Tal sea ese el inico modo de evitar que los grandes capitales fi-
nancieros se enclaven en medio, poniendo los esfuerzos que la sociedad hace en funcién de la garantia
del derecho a la salud en favor de sus intereses econémicos.

Si se acepta como vilida y conveniente esa funcionalidad afirmativa del Estado, seguramente se ad-
mitird para su discusién elementos como los siguientes (y se habrd acertado en el desarrollo legislativo):
“a) Asumir que la salud es un derecho humano fundamental, relacionado con la dignidad de todas las
personas, y que por tanto su garantia no puede estar supeditado a las condiciones econémicas de cada
quien y a los mecanismos del mercado; b) Reclamar que el Estado, como instancia social cohesionadora
de la voluntad colaborativa de todos los miembros de la sociedad, asuma su responsabilidad indeclinable
de garantizar el derecho fundamental a la salud; c¢) Rescatar la gobernabilidad afirmativa del sistema de
salud por parte del Estado en todos los niveles de la administracién publica; d) Reconstituir las politicas
de salud publica con base en los fundamentos cientificos de esa disciplina y en la formacién de una masa
critica de salud ptblica que asuma el liderazgo de esas politicas; ¢) Comprometerse con instrumentos
fundamentales de la salud publica tales como la planificacién de largo plazo (con compromisos inter-
sectoriales que intervengan los determinantes sociales de la salud), la Atencién Primaria en Salud, la
participacién comunitaria y las politicas de promocién de la salud y de prevencion de las enfermedades;



f) Proponerse el logro de la equidad en salud como el indicador que sefiale los aciertos del sistema de
salud que se disefie” (6).

Adicionalmente, seria conveniente, tal como fue comentado en una editorial previa (7), que en dicho
marco legislativo se incluyan los elementos que favorezcan la implementacién de la actual Politica Far-
macéutica Nacional (Documento CONPES Social 155, agosto 30 de 2012), y se logre de esa manera el
espacio social y legal para que se valore justamente la importancia del sector farmacéutico en la reorga-
nizacién del sistema de salud.

Alvaro Cardona

Doctor en Ciencias Socio-Sanitarias y Humanidades Médicas. Universidad
Complutense (Madrid, Espana)

Magister en Salud Pablica. Universidad de Antioquia (Medellin, Colombia)
Meédico. Universidad de Antioquia (Medellin, Colombia)

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Congreso de la Repuiblica. Proyecto de ley ordinaria 210 de 2013 por medio de la cual se redefine el Sistema General de Seguridad Social
en Salud y se dictan otras disposiciones.

Ministerio de la Proteccién Social de Colombia. Decreto nimero 4975 de 2009, por el cual se declara el Estado de Emergencia Social.

3. Corte Constitucional de Colombia. Sentencia C-252 de 2010. Revisién constitucional del Decreto Legislativo nimero 4975 del 23 de
diciembre de 2009, Por el cual se declara el estado de emergencia social. Magistrado Ponente: Dr. Jorge Ivin Palacio Palacio.

4. Congreso de la Reptblica de Colombia. Ley 100 de 1993, por la cual se crea el sistema de seguridad social integral y se dictan otras
disposiciones.

5. Congreso de la Republica de Colombia. Ley 1438 de 2011, por medio de la cual se reforma el Sistema General de Seguridad Social en
Salud y se dictan otras disposiciones.

6. Cardona A. Salud Publica, Estado y Sociedad. Itinerario de una reflexién critica. (en prensa).

7. Amariles P, Restrepo LG, Rossi F. El sector farmacéutico como pieza clave en la reorganizacién de los sistemas de salud. Vitae. 2012 Sep
17; 19 (2): 153 - 155.



VITAE, REVISTA DE LA FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA
ISSN 0121-4004 / ISSNe 2145-2660. Volumen 20 niimero 1, afio 2013
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia. pags. 13-22.

EVALUATION OF THE PHYSICOCHEMICAL, PHYSICAL
AND SENSORY PROPERTIES OF FRESH CAPE GOOSEBERRY
AND VACUUM IMPREGNATED WITH PHYSIOLOGICALLY
ACTIVE COMPONENTS

EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUiMICAS, FISICAS Y SENSORIALES
DE UCHUVAS FRESCAS E IMPREGNADAS AL VACIO CON COMPONENTES
FISIOLOGICAMENTE ACTIVOS

Ruth E. PENA C.", Misacl CORTES R.!, Olga . MONTOYA C.!

Received: 13 March 2012 Accepted: 06 May 2013

ABSTRACT

Background: Functional Foods are considered nowadays by consumers as the range of foods of major
interest. Objectives: The aim of the present work was the evaluation of color, texture and sensorial
properties of fresh Cape Gooseberry (FG) and vacuum impregnated Cape Gooseberry (IG) with calcium
and vitamins B,, C, D and E during storage at 4°C. Methods: Entire cape gooseberries were vacuum
impregnated (VI) with tocopherol and cholecalciferol emulsified in aqueous phase with sucrose, ascorbic
acid, folic acid, calcium chloride, calcium fumarate, low methoxyl pectin, isolated soy protein, tensoactives
and preservatives. The texture was determined from puncture assays, and the color from the CIE Lab
coordinates. The sensorial profile was determined with the aid of trained panelists, through a multidi-
mensional approach of characteristic descriptors of general appearance, odor, taste and texture. Results:
The instrumental values of color and texture for IG were significantly different from the FG, because are
being softer, more elastic, darker, brighter and of less color saturation. The samples of FG and IG presented
intense sensorial characteristics in the descriptors orange color, brightness, spherical uniformity, smooth
surface, fresh appearance, odor, cape gooseberry characteristic taste and frutal, fleshy texture, juicy, firm-
ness and turgidity. By the effect of VI process the most relevant significant differences were the descriptors
orange color, superficial stains, fresh appearance, sweet taste and cape gooseberry characteristic taste,
soft texture, firmness and juicy; whereas for the effect of storage time were fresh appearance, dehydrated
appearance, peduncle cicatrization, aromatic odor, overripe, cape gooseberry characteristic taste, frutal
taste, soft texture, juicy, firmness and turgidity. Conclusions: The VI significantly affects the objective
assessment of color and texture, finding correspondence with the sensorial evaluation; nonetheless, the
general quality of the FG presented a greater score than those presented by IG.

Keywords: Physalis peruviana L., vacuum impregnation, color, texture, sensory evaluation.

RESUMEN

Antecedentes: Los alimentos funcionales son considerados actualmente la gama de alimentos de mayor
interés por los consumidores. Objetivos: El objetivo fue evaluar el color, la textura y las propiedades
sensoriales de uchuva fresca (UF) e impregnada al vacio (UI) con calcio y vitaminas By, C, Dy E, durante

! Departamento de Ingenieria Agricola y de Alimentos. Facultad de Ciencias Agropecuarias. Universidad Nacional de Colombia —Sede Me-

dellin. Medellin, Colombia.
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el almacenamiento a 4°C. Métodos: Las uchuvas enteras fueron impregnadas al vacio (IV) con tocoferol
y colecalciferol emulsificados en fase acuosa de sucrosa, dcido ascorbico, dcido f6lico, cloruro de calcio,
fumarato de calcio, pectina de bajo metoxilo, proteina de soya aislada, tensoactivos y conservantes. La
textura se determing a partir de ensayos de puncién y el color de acuerdo a las coordenadas del CIE-Lab.
El perfil sensorial se realizé con panelistas entrenados a través de una aproximacién multidimensional de
descriptores propios del aspecto general, olor, sabor y textura. Resultados: Las valoraciones instrumen-
tales de color y textura en las UI fueron significativamente diferentes que las UF, por ser mis blandas,
elasticas, oscuras, y brillantes y de menor saturacién de color. Las muestras UF y UI presentaron intensas
caracteristicas sensoriales en los descriptores color anaranjado, brillo, uniformidad esférica, superficie lisa,
aspecto fresco, olor y sabor caracteristico a uchuva y frutal, textura carnosa, jugosa, firme y turgencia. Por
efecto del proceso IV las diferencias significativas mds relevantes fueron: los descriptores color anaranjado,
manchas superficiales, aspecto fresco, sabor dulce y caracteristico a uchuva, textura blanda, firmeza y
jugosidad; mientras que por efecto del tiempo de almacenamiento fueron: aspecto fresco, apariencia des-
hidratada, la cicatrizacién del pedinculo, olor aromatico, sobremaduracién, sabor caracteristico a uchuva,
sabor frutal, textura blanda, jugosidad, firmeza y turgencia. Conclusiones: La IV afecta significativamente
las valoraciones objetivas de color y textura, encontrindose correspondencia con la valoracién sensorial;
sin embargo, la calidad general de la UF presenté un mayor score que las UL

Palabras clave: Physalis peruviana L., impregnacién al vacio, color, textura, evaluacién sensorial.

INTRODUCTION Industry to develop products with functional
characteristics (13). Functional foods look as con-
ventional products, they are consumed as a portion
of a normal diet, and besides their nutritive basic
function, they operate in multiple organ systems
like gastrointestinal, cardiovascular and immune,
but also in nutrient metabolism, gene expression,
oxidative stress and the psychic sphere (14).

Cape gooseberry (Physalis peruviana L.) is a pulpy
round berry of the Solanaceae family, a typical fruit
from the Andes region in South American. The
pulp (pericarp) is completely edible and smooth, it
contains numerous small lens-shaped seeds and its
peel (exocarp) is thin, elastic, smooth and shiny (1,
2). The fruit is entirely covered by a calyx that pro-
tects it from the environment, segregating a sticky
substance produced by glandular tissues located at
the base, whose function is to repel insect attack (3).
Cape gooseberry colombian ecotype is character-
ized by a bright orange color, some intense pleasant
aromas, and a balanced sweet-acid taste (14-15°
Brix, acidity from 1.6 to 2.0% and pH from 3.6 to
4.1) (4). This fruit has high vitamins A and C levels
(5, 6), as well as minerals such as calcium, iron and
phosphorus (7). Those features have let identifying
gooseberry as a promising fruit for exportation by
the Colombian Ministry of Agriculture and Rural
Development (8, 9). Additionally, cape gooseberry
has been recognized for its medicinal properties
such as anti-asthmatic, diuretic, antiseptic, sedative,
analgesic, antiparasitic, antidiabetic among others
10).

In human feeding, new trends are associated
with fruits and vegetables consumption due to
their well-known nutritional properties, and in
the healthy food purchases (11, 12). This behavior
has encouraged the Minimally Processed Foods

Vitamins are organic compounds that humans
need for their appropriate cells functioning. Some
of them are not synthesized in human organism,
for example, vitamins C and E, which makes nec-
essary to ingest them from foods. Vitamins C and
E have excelled by their antioxidant power because
they counteract free radicals, which are known for
its participation in the initiation phases of some
degenerative diseases (15). Likewise, vitamin B, or
folic acid, is required in DNA and RNA synthesis,
and in some aminoacids metabolism, preventing
defects in the fetus neural tube, like Spina Bifida
(16); for this reasons, they are indispensable in
expectant mother’s diet. The most important func-
tion of vitamin D, is to stimulate the absorption,
fixation and elimination of calcium, thanks to the
specific receptors that human beings have in their
intestines, bones and kidneys (17, 18), which is
necessary for the development and normal grow-
ing of skeleton and teeth, with a sufficient calcium
intake. This mineral consumption is very important
in childhood and adolescence for developing a good
peak bone mass, especially in females. A minimally
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processed product with those benefits generates
national and international expectation, especially
in women who have a higher concern about diet —
health relation (19).

One effective process for the development of
Functional Foods is the vacuum impregnation
(VI), which is a process of mass transfer of physi-
ologically active compounds (PAC), contained in
an impregnation liquid, to the porous tissues, thus
promoting compositional changes in short time and
low temperatures (20). Gooseberry has been forti-
tied through the VI technique, obtaining minimally
processed products with high levels of physiologi-
cally active compounds (PAC) and are stable dur-
ing storage (21 - 23). Some other researchers have
demonstrated the IV effectiveness in incorporating
PAC into porous fruits or vegetables matrices (e.g.
Vitamin E in apple, strawberry, cape gooseberry,
celery and cucumber; calcium, zinc and vitamins
C and E in edible mushrooms and antioxidants in
banana) (24 - 29).

Some biochemical changes along with water
loss, enzymatic polysaccharides hydrolysis (starch,
pectin and cellulose), and respiration increasing
rate are produced during vegetables maturation and
senescence. This factors cause the tissues softness
(30). The color change in fruits is due to the reduc-
tion of enzymes responsible of chlorophyll synthesis
(compounds that give them green color), while
those that synthesize carotenoids and xanthophylls
are activated; these substances give yellow and red
colors respectively. The double bonds breaking
(oxidation) of these pigments causes a decrease in
brightness, and after the gray colors development
(31). All these normal senescence processes, along
with the microbial growing, affect notoriously the
sensory properties of fruits, which demerits its
general quality (32).

Functional foods, besides providing health
benefits that prevent illnesses, should be desirable
from the sensory point of view, presenting nice
colors, textures, shapes and flavors. One of the
most important methods in sensory evaluation is
the descriptive tests; this allows finding the most
relevant features that provide maximum informa-
tion of a specific product. This assessment is based
on the detection and description of qualitative
and quantitative sensory aspects by trained taster
groups, who provide quantitative values that are
proportional to the perceived intensity of every

attribute. They are able to perceive changes caused
by a treatment or by the time (33).

The aim of the present investigation is to evalu-
ate color, texture and sensory properties in fresh
gooseberry (no treated) and vacuum impregnated
gooseberry with calcium and vitamins By, C, D and
E, during storage at 4°C.

MATERIALS AND METHODS

Vegetable raw material

It was used fresh cape gooseberries (FG) (Phy-
salis peruviana L.) colombian ecotype (La Unién,
Antioquia), with weights between 6 and 8 g without
calyx, in a maturity level between 4 and 6 according
to the Colombian Technical Standard, NTC 4580
(34). FG was disinfected by immersion in a chlorine
solution of 50 ppm.

Vacuum Impregnation

The ingredients of the impregnation emulsion
(IE) were ascorbic acid (vitamin C), cholecalciferol
(vitamin D,), DL-a-tocopherol acetate (vitamin E),
folic acid (vitamin B,), calcium chloride, calcium
tumarate (X 8.35% p/p), sucrose, Tween 80, Span
60, potassium sorbate, low methoxyl pectin, isolated
soy protein and potable water (X 91.65%). The I1E
was homogenized in an Ultraturrax machine (UTL
50 INLINE, Janke & Kunkel IKA®- Labortechnik)
at 10.000 rpm during 10 minutes. The quantity of
each PAC is the result of a mass balance between
fruit and IE (20), so it was previously obtained
the impregnation mass fraction (X = 0.0347 =
0.0067) (1) according to methodology described by
Fito et al., 1996 (35), and Salvatori ef al., 1998 (36).
Fortification criteria selected was: 20% of the daily
reference values (DRV) for calcium and vitamins D
and B,, and the 50% for vitamin E, in a portion size
of 200 g, according to Ministry of Social Protection,
2011 (37). VI process was performed in a vacuum
stainless steel chamber, according to methodology
described by Fito ef al., 1996 (35), and Salvatori et
al., 1998 (36), with a vacuum pressure of 31.4 mm
Hg during 5 minutes, followed by 5 minutes at local
barometric pressure (640 mm Hg).

Storage

The FG and the impregnated cape gooseberries
(IG) where packed in perforated thermoformed
boxes of polyethylene terephthalate, with =200 g
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capacity, and they were stored at 4°C during 21
days in light absence.

Physicochemical Properties

It was measured: Soluble solids (°Brix) in a
manual refractometer (Leica Auto ABBE) at 20°C
(AOAC 932.12/2002); titratable acidity, expressed
as citric acid percentage (AOAC 942.15/2002);
and moisture, by drying at 105°C during 6 hours
(A.OAC 925.45/2002) (38).

Instrumental texture

For texture determination was used the texture
analyzer (TA:XT2 Stable Micro Systems), by punc-
ture tests with 50 kg load cell, 2 mm/s speed and 10
mm penetration distance. The tests were performed
in the equatorial zone of all gooseberries with a me-
tallic plunger 2 mm in diameter. During puncture,
force in Newton (N) was plotted vs. the distance
in millimeters (mm) traveled by the plunger, and
it was calculated: the epidermis force (F,_ ), that
represents the maximum mechanic resistance or
force data; pulp force (F ), from the average of
the semi constant data force recorded after F__;
and the elasticity module (g), calculated as the slope
of data before reaching F__, where higher values
correspond to lower elasticity.

Instrumental color

It was determined the color coordinates CIE-
L'a’b", hue (h,,") and chroma (C ), from the reflec-
tion spectrum of FG and IG, taken on the equatorial
zone and peduncle area, using the spectrocolorim-
eter X-RITE, SP64 model, with the illuminant D
and the 10° observer as reference.

Sensory Evaluation

A sensory profile was performed by multidi-
mensional approximation method according to
the Colombian Technical Standards NTC 3501
(39), NTC 3925 (40) and NTC 3932 (41), in fresh
and impregnated gooseberries with 3, 18 and 21
storage days, with 10 training judges, in individual
panels with artificial light at 25°C and 72% relative
humidity. The descriptors of general appearance,

R. F. Pefia C. et al.

odor, flavor and texture in FG and IG were identi-
tied and selected, allowing getting the maximum
information about its sensory attributes. Selected
descriptors were assessed on a hedonic scale from 0
to 5, where zero represents no perception, 1 is weak,
2 is less weak, 3 is average, 4 is less strong and 5 is
strong; furthermore, general quality was assessed
on a scale of 0 to 3, where 0 is no quality.

Data analysis

Completely randomized Factorial design (T
x Z x D x L x R: treatments x zones x days x lots
x repetitions) was performed for: physicochemi-
cal properties (2x1x1x2x5); texture (2x1x8x3x5);
color (2x2x8x3x5); microbiological evaluation
(2x1x8x3x2); and sensory evaluation (2x1x3x1x10).
Data was analyzed using an analysis of variance
ANOVA, applying the LSD method (Low signifi-
cant differences) as multiple comparisons method,
with 95% significance (o0 = 0.05) and 80% of power,
using the statistic software Statgraphics Centurion
XV.

RESULTS

Physicochemical properties

ANOVA did not report significant differences
(p < 0.05) for VI effect in physicochemical analysis.
These are the results: 14.74 = 0.6 and 15.10 = 0.5
°Brix; 1.65 *+ 0.31% and 1.67 * 0.34% acidity; 79.87
*+ 0.73% and 79.98 = 0.72% moisture for FG and
IG, respectively.

Instrumental texture

Figure 1 presents the force—distance curves
obtained in FG and in IG zero-day. In each one
can be observed the linear increase of the force,
whose slope corresponds to elasticity module (g).
In both, a peak is also seen, which corresponded
to the epidermis breaking point or F__ . The line
after some recovery has homogeneous force values
corresponding to F_ . Figure 2 presents F_ . F_
and € behavior over time.
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Figure 1. Gooseberries texture curves (a) FG, and (b) IG zero-day.
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Itis appreciated that for VIeftect, F _decreased
significantly, and therefore the product became
more elastic; 1.e., € values recorded were statistically
lower in IG thatin FG. F_, did not show statistical
differences by treatment, but the average values of
IG were slightly higher; this short difference indi-
cates that impregnation with weak gelation agents
contribute to the pulp strength. By time effect, both
IG and FG showed statistical differencesin F_and
g, with decreasing tendency. F___in both treatments
presented the same homogenous groups (p < 0.05):
0 - 6 days; 9 - 21 days; while € presented four groups

FG —l—
IG - =% --

B \{‘_‘\Ih“\l—\—.l_.q 7
= I—1

F . and € analysis in FG and IG during storage at 4°C.
pulp

in FG (0-3,3-6,6-15and 9 - 21 days) and two
in IG (0 - 6 and 9 - 12 days).

Color

Figure 3 shows the evolution of the green-red
chromaticity (a"), yellow-blue chromaticity (b"), hue
(h,,"), the luminosity L" and saturation or intensity
of color (C,") for storage at 4°C, in the peduncle
(IP — impregnated gooseberry peduncle and FP —
fresh gooseberries peduncles) and in the equatorial
zone of the FG and IG.
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Figure 3. Evolution of color parameters a*, b* h ,* L* y C  *in peduncle (FP and IP) and in equatorial zones (FG

and IG) during storage at 4°C.

There were significant differences (p < 0.05)
for VI effect, in all color parameters. The equato-
rial zone and peduncle of IG showed lower values
for a', b", L" and C, and higher values for hab*
that FG (see figures 3 and 4). By time effect, there
were differences in b, C,.and hah* parameters in
the equatorial zones of FG and IG, and there were
differences too in L" of the IP. The FP had no sig-
nificant changes in color parameters during storage.

Sensory evaluation

Figure 4 shows the sensory profile of FG and
IG in their general appearance, texture, odor and
taste at zero, 18" and 21 storage day. For VI effect
there were not significant differences (p > 0.05) in
the general appearance variables: color uniformity,
brightness, spherical shape homogeneity, fungi
presence, smooth surface, cracks presence, clefts
presence, dried peduncle; but showed significant
differences (p < 0.05) in orange color, surface
stains, fresh look, uniform peduncle, outgoing
peduncle and dehydrated appearance. Over time,

significant statistical differences (p < 0.05) were
found in: fresh look, uniform peduncle, clefts pres-
ence and dried peduncle.

The odor profile showed no significant difter-
ences (p > 0.05) in the descriptors: acid, mature,
sweet, fruity, floral, herbal, strange, ferment, over-
ripe, fungi and gooseberry characteristic odor by
eftect of VI and time. Ground odors and aromatic
descriptors presented significant differences (p >
0.05) over time. The taste profile did not present
significant statistical differences (p > 0.05) in the
descriptors: acid, bitter, ferment, floral, green,
herbal, citrus, aromatic, astringent and fungi by ef-
fect of VI and time; but showed differences in sweet
taste by VI effect (higher score in IG), and by time
in gooseberry and fruity characteristic descriptors
(loosing taste). For VI eftect, texture profile results
showed significant statistical differences (p < 0.05)
in juiciness and firmness, but did not in fleshiness,
softness, crunchiness, chewiness, turgor and oily
teeling (mouth coating).
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Figure 4. FG and IG sensorial profile by multidimensional approximation.

For time effect there were statistically differences
(p < 0.05) in softness, juiciness, firmness and tur-
gor descriptors, results that are related with those
obtained by instrumental techniques (F_ _and

max

moisture). Table 2 presents the quality average score
of FG and IG. The ANOVA reported significant
differences in general quality by both VI and time
effects; where the higher values were obtained in
FG and at zero-day. All dates corresponded to a high
quality, except for IG on 21*day that correspond to
a medium quality.

Table 2. General quality of FG and IG in storage at 4°C.

Product Storage (day) Score
0 2.9
FG 18 2.6
21 2.4
0 2.6
1G 18 2.4
21 2.2

DISCUSSION

Physicochemical properties

Some authors have reported similar values in
FG (2, 10, 22, 42, 43). In all parameters it was
observed that IG average values are slightly higher
than those of FG, due to the IE coming into goose-
berries porous, as water-based emulsion provides
18% w/w soluble solids of sugars, salts and organic
acids, among other components. However, due to
low incorporated liquid quantity, physicochemical
parameters are absorbed by standard deviations.

Instrumental Texture

Similar trends in texture were found by Botero,
2008 (23) and Ciro et al., 2007 (44), while Marin
et al., 2011 (21), found no significant differences in
F,_ . duringstorage for impregnation with probiotics.
Restrepoetal.,2009 (22), found significant difterences
in F, . by effect of VI, due to the hydrodynamic



20 VITAE

mechanism that leads to structural changes caused
by pressure changes (45). Botero, 2008 (23), found no
significant difference in g, his value is lower than that
obtained in the present study, although no gelling
agents were used in the IE, which helps to improve
the texture. In general, fruits present mechanical
properties such as viscous flow and elastic solid
jointly (46). Its texture changes are mainly caused
by water loss and the hydrolysis of starch, pectin and
other cell wall components by enzymatic ways (47,
48), additionally, cape gooseberry is characterized by
its high pectinases content (49).

Adding calcium via VI has improved the texture
of some fruits, given the interaction with pectic
components of the cell wall (50-52); however, the
decrease of eand F__in the IG might be attributed
to multiple factors: ripening process (2), the increase
of moisture in the epidermis due to IE (21, 22), the
hydrodynamic mechanism and relaxation phenom-
ena caused by the pressure changes that the fruit
experiences during the VI process (53).

Instrumental color

L" values decreasing by treatments are attrib-
uted to IE presence on intercellular spaces or pores,
which makes the refractive index more uniform,
thus enhancing the light absorption in surface,
therefore impregnated samples are seen darker than
the untreated ones. Some research has found similar
results in impregnation processes, for example, green
banana impregnated with antipardeants (54), celery
and cucumber impregnated with vitamin E (55), cape
gooseberry impregnated with Lactobacillus casei (56),
apple impregnated with lactic acid bacteria (57) and
apple impregnated with vitamin E (58). The gradual
increase of L in IP during storage is attributed to IE
mobility from this area to the interior of the fruit, a
behavior that was also found by Marin, 2008 (59).

Decreasing b, h,.and C , values over time are
associated with the red and yellow pigments dilu-
tion in the IE and with physiological changes during
fruit ripening. Similar behaviors in color parameter
were found by some authors after impregnation
processes (22, 23); however, other researchers found
an increase in chromaticity b” over time (59).

Sensory evaluation

Few sensorial evaluation studies of impregnated
products with PAC have been performed. The eftect
of VI process on cape gooseberry produces some
alterations in the general appearance perceived by the

R. F. Pefia C. et al.

panelists. A greater perception in the intensity of the
orange color is due to the incorporation of the El in
the intercellular spaces of the fruit, which is coherent
with the aforementioned instrumental results (figure
3). Similar results have been found in the sensorial
assessment of cape gooseberry and strawberries im-
pregnated with vitamin E (60), and cape gooseberry
impregnated with L. Plantarum and L. Casei (61). The
uniformity of color in the recently impregnated cape
gooseberries was similar to the FG; however, during
storage the scores of IG tend to better values than
those presented by FG, which is attributable to the
diffusion of the EI from the intercellular spaces (close
to the peduncle) to the interior of the fruit, which is
in turn coherent with the instrumental measure up
to day 15", where the Ah " (peduncles — equatorial
zone) in the IG is lower than the FG, for each control
time. The sensorial perception of superficial stains
in FG samples is spontancous, where the peduncle
zone is much more bright (L >>) than the equato-
rial (L <<), the maximum score of this descriptor
did not surpass the magnitude of 2.5, but is greater
in the peduncle surrounding zone of the IG at time
0 (equally consistent with the instrumental results),
and during storage decrease. The fresh appearance of
the FG and IG showed a decrease with time, which
is consistent with the increase of dehydrated appear-
ance score, due to the fruit’s physiology (62, 63). The
cicatrization appearance in the peduncle surrounding
is present in both samples, with scores below 1.5, but
the VI process may induce to fissures because of the
stress caused by the pressure changes throughout the
process. The presence of clefts, although being of
minor concern, may be related with the dehydration
of the fruit during its respiration process (62, 63).

In both samples the greater intensity of the odor
descriptors was found in cape gooseberry character-
istic, frutal, aromatic, acid, sweet and ripe, tending
to keep its score throughout the time, expect by
the aromatic odor which decrease due to the physi-
ological process of ripening during storage, appear-
ing losses in volatile compounds, as well as color
changes, texture and taste (62, 63). The averages
of sweet odor score were greater in the IG samples
than in FG, because of the resulting impregnated
sucrose in the waxy layer of the fruit.

The greater intensity of the taste descriptors
was found in cape gooseberry characteristic, frutal,
aromatic, acid and sweet. The sucrose content of EI
confers a greater perception of sweetness in the IG
than in the FG, keeping constant over time. Similar
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results have been found in apple, cape gooseberries
and strawberries impregnated with vitamin E (20,
60), in cape gooseberry impregnated with probiotic
microorganisms (61) and orange skin (64). In the
FG the score of cape gooseberry characteristic taste
and the frutal taste decrease with time, whereas for
the IG decrease the herbal taste and critic, which
may be equally attributable to the biochemical
process of ripening, and also to the decreasing of
its acidity over time, that induce a decrease in the
acidity-sweetness balance and a more noticeable
difference in the perception of taste than at time
0. The strange, metallic and fungi taste were not
relevant descriptors during the sensorial assessment.

In general, the descriptors of texture have a
tendency to decrease its score with respect to time,
being more relevant the soft texture, juicy, firmness
and turgidity. The physiology of the fruit ripening
in both FG and IG plays a very important role in the
texture, which was consistent with the instrumental
results (figure 2).

CONCLUSIONS

The VI process does not significantly affects
the physicochemical properties of the fruit, but
changes in physical properties like color and texture
were observed through the instrumental analysis.
The IG samples present lower red chromaticity
(<<<a"), lower yellow chromaticity (<<< b"), lower
color saturation (<<< C ") and are darker (<<< L")
than FG samples; besides, they are softer (<<<F,__ )
and more elastic (<<< g). The descriptors of greater
intensity in the sensorial assessment of both samples
were: orange color, brightness, spherical uniformity,
smooth surface, fresh appearance, odor and cape
gooseberry characteristic taste, frutal taste, firmness,
fleshy texture and juicy. The VI process produces
significant changes in the sensorial perception of
the cape goosberry, mainly by conferring a greater
intensity of orange color and superficial stains,
less fresh appearance, greater sweetness, less cape
gooseberry characteristic taste, softer texture, less
firmness and juicy; whereas for effect of storage
time there is a sustenance of the orange color,
and changes mainly due to decrease of the fresh
appearance, decrease of superficial stains, increase in
the peduncle cicatrization and cleft presence, decrease
in frutal odor and taste, softer texture and decrease
of juicy and firmness. The general quality of the FG
exhibited a greater score than the IG.
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RESUMEN

Antecedentes: El fortalecimiento de la politica de productos competidores (genéricos) se puede acompa-
fnar de interrogantes sobre la calidad y, por tanto, sobre la efectividad de algunos de estos medicamentos.
Los estudios fase IV son una opcién vélida para valorar la efectividad y seguridad de estos medicamentos.
Objetivos: Valorar la efectividad y seguridad del esquema genérico Lamivudina/Zidovudina/Efavirenz
en pacientes con VIH/SIDA que no han recibido terapia antirretroviral, que son atendidos en un progra-
ma de atencién integral ambulatoria especializada, y comparar estos resultados con los datos de eficacia
y seguridad reportados en un estudio de referencia (que utiliza el mismo esquema de medicamentos
innovadores y fue realizado con pacientes con condiciones similares). Métodos: Se realiz6 un estudio
clinico abierto no controlado del tipo fase IV. Se valoré la efectividad (disminucién de carga viral en
plasma y aumento de linfocitos CD4+) y seguridad (reacciones adversas) del esquema genérico Lamivu-
dina/Zidovudina/Efavirenz durante 12 meses en pacientes mayores de 18 afios VIH (+), que no habfan
recibido terapia antirretroviral y con indicacién para recibirla. Los seguimientos clinicos y el seguimiento
farmacoterapéutico fueron utilizados como estrategias de valoracién y recoleccion de datos. Los resulta-
dos fueron comparados con los resultados reportados en un estudio referencia, contrastando la hipétesis
de no inferioridad de dichos resultados. Resultados: El estudio incluyé 47 pacientes, de los cuales 33
estuvieron presentes hasta el final del estudio. Al afio de tratamiento, en 28 pacientes (¢l 85%) la carga
viral (valorada por indetectabilidad de las copias de RNAm viral/mL) alcanzé una disminucién estadis-
ticamente significativa, mientras que en 30 pacientes (el 91%) el recuento de linfocitos T-CD4+ mayor
a 200 células/mm? alcanzé un aumento progresivo y estadisticamente significativo. Para la comparacién
se hall6 un articulo que cumpli6 con los criterios definidos y se contrasté la hipdtesis de no inferioridad.
En comparacién con el estudio referencia, las proporciones de pacientes [intervalo de confianza del 95%]
que lograron indetectabilidad no fueron estadisticamente diferentes: 0,85 [0,69-0,93] versus 0,90 [0,81-
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0,93], p = 0,7; similarmente, no se encontr6 diferencias en el incremento promedio [desviacién estindar]
de linfocitos CD4+: 179 [142] versus 201 [21], p = 0,08. Tampoco se encontré diferencias notorias en el
perfil de seguridad. Conclusiones: El esquema genérico evaluado, Lamivudina/Zidovudina/Efavirenz,
muestra resultados de efectividad no inferiores a los reportados en un estudio de referencia disefiado para
valorar el mismo esquema de medicamentos innovadores.

Palabras clave: VIH, firmacos anti-VIH, Seguimiento Farmacoterapéutico, medicamentos genéricos,
estudio fase IV.

ABSTRACT

Background: The strengthening of generic drugs policy may be accompanied by reservations about
their quality, and therefore, also about effectiveness of some of these products. Phase IV clinical trials
are a proper design to evaluate the effectiveness and safety of these drugs. Objective: Assess the effecti-
veness and the safety data of generic drug scheme Lamivudine/Zidovudine/Efavirenz in HIV (+) naive
patients who are served in a specialized comprehensive ambulatory care program, and compare these
results with efficacy and safety data reported in reference studies (using the same therapeutic scheme
of innovator drugs and conducted in patients with the same conditions). Methods: An open-label and
non-controlled phase IV clinical trial was conducted. Effectiveness (measured as viral load reduction to
undetectable level and lymphocytes CD4 + increase) and safety (adverse reactions) of the generic drug
scheme Lamivudine/Zidovudine + Efavirenz were assessed. Antiretroviral therapy was used during 12
months in HIV (+) naive patients over 18 years old who had the indication to treatment. Clinical follow-up
and Pharmacotherapy follow-up were used as assessment strategies and data collection. Non-inferiority
hypothesis was contrasted against the study results and those reported in a reference study. Results: The
study included 47 patients, of which 33 completed the study. After one year of treatment, 28 patients (85%)
achieved a statistically significant reduction in viral load (assessed by undetectable mRNA copies/mL),
and 30 of them (91%) had a progressive and statistically significant increase in T- CD4 + lymphocyte
count greater than 200 cells/mm?. The comparison was performed using an article that met the defined
criteria, and non-inferiority hypothesis was proven. The proportions of patients [CI 95%] achieving
undetectability was not statistically different when comparing with reference study: 0.85 [0.69 to 0.93]
versus 0.90 [0.81 to 0.93], p = 0.7. Similarly, there was no difference in the average increase of CD4 +
[SD]: 179 * 142 versus 201 + 21, p = 0.08. Likewise, No important differences in the safety profile were
found. Conclusions: The generic drug scheme Lamivudine/Zidovudine/Efavirenz is effective and safe,
and effectiveness outcomes achieved were not lower than those reported in reference studies designed
to assess the same scheme of innovator drugs.

Keywords: HIV, anti-HIV agents, Pharmaceutical Care, generic drug, phase IV study.

INTRODUCCION tos competidores (genéricos) se presenta como una
opcién vilida (2). Sin embargo, esta politica puede
tener reparos sobre la calidad de algunos de estos
medicamentos y, por tanto, de su eficacia clinica (3).
La falta de efectividad de un tratamiento farmacol6-
gico puede tener origen en diversas causas, entre ellas
la calidad de los medicamentos, asociada al fracaso
terapéutico, a la persistencia de la sintomatologfa y,
en especial, a las complicaciones de la enfermedad
(4). En el caso de problemas de salud complejos y de
alto costo, como el VIH/SIDA, esta situaciéon puede
causar una mayor morbi-mortalidad y un aumento
en los costos de la atencién de los pacientes por

La infeccién por el Virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH) y su consecuencia, el Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), constituye un
problema complejo con implicaciones epidemiolégi-
cas, médicas, éticas, culturales y socioeconémicas que
requiere de un abordaje integral y de la utilizacién
racional del tratamiento antirretroviral (1). Por ello,
es fundamental asegurar la disponibilidad y accesibi-
lidad de antirretrovirales (ARV) efectivos, seguros, de
calidad y al menor costo posible, objetivo en el que el
desarrollo y fortalecimiento de la politica de produc-
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consultas, tratamientos u hospitalizaciones adicio-
nales (5). Por ello, se considera necesario generar
informacién de los resultados clinicos alcanzados
en los pacientes en las condiciones habituales de la
practica médica con los medicamentos genéricos,
y compararlos con los resultados obtenidos con
los medicamentos innovadores (6). Para ello, se
puede realizar estudios clinicos fase IV, un tipo de
estudios de utilizacién de medicamentos (EUM) en
condiciones habituales de uso que permiten valorar
la no inferioridad de los resultados alcanzados con
respecto a los medicamentos innovadores (7). En
dichos estudios el seguimiento farmacoterapéutico
(SFT), acompanado de los seguimientos clinicos,
puede ser una estrategia ttil para recolectar y valorar
de forma sistemitica la informacién de los resultados
de efectividad y seguridad de los medicamentos (8-
10). Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo
fue valorar la efectividad y seguridad del esquema
genérico Lamivudina/Zidovudina + Efavirenz en
pacientes con VIH/SIDA que no han recibido terapia
antirretroviral, atendidos en un programa de aten-
cién integral ambulatoria especializada, y comparar
estos resultados con los datos de eficacia y seguridad
reportados en un estudio de referencia (que utiliza
el mismo esquema de medicamentos innovadores
y realizado en pacientes con condiciones similares).

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

Estudio prospectivo fase IV tipo ensayo clinico
abierto no controlado (estudio de utilizacién de
medicamentos).

Poblaciéon

Pacientes mayores de 18 afios VIH (+) invitados
a participar y que firmaron el formato de consenti-
miento informado aprobado para la investigacion,
que no habian recibido terapia antirretroviral, perte-
necientes a un programa de atencién integral ambu-
latoria especializada en VIH/SIDA de la ciudad de
Santiago de Cali, durante el periodo comprendido
entre junio de 2009 y mayo de 2011.

Muestra

Si se asume un fracaso terapéutico del 20% (11),
para que se presenten 5 fracasos se necesitan como
minimo 27 pacientes que no han recibido terapia
antirretroviral con indicacién de tratamiento anti-
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rretroviral combinado (TARc) de primera linea en
Colombia (EPI-info v.7 Stat Calc-Método de Fleiss
para un nivel de confianza del 95% y una potencia del
80%). Por ello, se estimé que una muestra minima
hasta la terminacién del estudio era de 27 pacientes.

Muestreo

No probabilistico por cuotas en pacientes que
cumplieron con los criterios de inclusion.

Unidad de Analisis

Resultados de los seguimientos clinicos y del
SFT de pacientes que no han recibido terapia
antirretroviral, hombres o mujeres mayores de 18
anos infectados con el VIH que recibieron trata-
miento con Lamivudina/Zidovudina + Efavirenz,
genéricos dentro del programa de atencién integral
ambulatoria especializada, durante el periodo com-

prendido entre junio de 2009 y mayo de 2011.

Criterios de Inclusion

- Pacientes ambulatorios adultos (mayores de 18
afos), pertenecientes a un programa de aten-
cién integral ambulatoria especializada, que
aceptaron participar y firmaron el respectivo
consentimiento informado.

- Pacientes diagnosticados como VIH (+) por
pruebas de laboratorio: pruebas presuntivasy test
confirmatorio, al igual que cifras de recuento
de linfocitos T- CD4+ en células/mm’ (por
citometria de flujo) y valores de carga viral en
plasma, medido en copias de RNAm del virus/
mL (por reaccién en cadena de la polimerasa—
PCR- en tiempo real de la transcriptasa inversa).

- Pacientes con resultado del estudio genotipico de
resistencias negativo, previo a la iniciacion de tra-
tamiento antirretroviral (analizado e interpretado
bajo las recomendaciones internacionales actuales
para el manejo de la infeccién por VIH) (12).

- Pacientes con indicacién clinica y disposicién a
cumplir con el TARc de primera linea en Co-
lombia y que atin no lo hubieran iniciado (segtin
criterios de la institucién donde se realizé el
estudio y respaldados por las recomendaciones
para el inicio de dicho tratamiento conforme a
referentes internacionales).

Criterios de Exclusion

- Pacientes con falla renal [creatinina sérica
equivalente a una estimacién del aclaramiento
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menor a los 60 mL/minuto, por la férmula de
Cockeroft—Gault (13)].

- Pacientes con falla hepitica primaria o asociada
con otra enfermedad.

- Mujeres en perfodo de gestacién o lactancia.

- Pacientes que estuvieran utilizando medica-
mentos con alta probabilidad de interacciones
de relevancia clinica.

- Presencia simultinea de anemia (Hemoglobina
—Hb- inferior a 10g/dL).

- Pacientes hospitalizados por complicaciones
asociadas a la infeccién por VIH.

- Pacientes con trastornos psiquiitricos mayores.

Criterios de interrupcion del tratamiento

- Pérdida de seguimiento (muerte, abandono del
estudio por parte del paciente o retiro del pa-
ciente de la investigacién y/o de la atencién que
brinda la institucién).

- Incumplimiento del tratamiento por parte del
paciente.

- Aparicién de eventos adversos graves o serios.

- Aparicién de alguno(s) de los criterios de exclu-
si6n y/o falta de cumplimiento con alguno(s) de
los criterios de inclusién.

Se asigno a los pacientes el esquema genérico de
tratamiento en estudio: Lamivudina/Zidovudina x
150/300 mg 1 comprimido cada 12 horas + Efavi-
renz x 600 mg 1 comprimido cada 24 horas (12, 14).
Los pacientes fueron seguidos durante 12 meses,
determinando al inicio, a los 3, 6 y 12 meses los
valores de linfocitos CD4+ como un marcador de
la inmunosupresién debida al VIH y, en los mismos
periodos, la carga viral, como variables objetivas
para evaluar la efectividad. Por su parte, para valorar
la seguridad se realiz6 pruebas hepiticas (alanina
aminotransferasa —ALT-y aspartato aminotransfe-
rasa—AST-), renales [creatinina sérica y estimacién
de la depuracién de creatinina por la férmula de
Cockcroft—Gault (13)] y hematolégicas (glébulos
rojos y recuento diferencial de glébulos blancos,
plaquetas, hemoglobina, hematocrito y citometrias).

Seguimiento y recoleccion de datos

El seguimiento clinico fue realizado por los
médicos de planta de la institucién. Esta actividad
se realizé antes de la toma de las muestras para las
pruebas de laboratorio y después de conocer los re-
sultados de las mismas. Adicionalmente, el paciente
podia consultar en el momento que lo considerard

necesario. Todos los hallazgos fueron consignados
en la historia clinica institucional. Por su parte, para
el SFT se utilizé el método DADER (15), y fue
realizado por un quimico farmacéutico entrenado
para ello durante 3 meses.

EISFT inici6 con el consentimiento del paciente,
luego se realizé la primera entrevista en la cual se
obtuvo la mayor informacién ttil desde la pers-
pectiva farmacéutica, basada en su historia clinica.
En esta primera entrevista se efectué la primera
dispensacién, se adecué el horario de toma de los
medicamentos, se informé al paciente sobre los
posibles efectos adversos que se pueden presentary
se elabord el primer estado de situacién (documento
en que se registra la relacién entre problemas de sa-
lud y medicamentos utilizados para su tratamiento,
incluyendo el TARCc). Se realizé seguimiento tele-
tonico al iniciar la TARc (a la semanas 1y 2, y al
completar el primer mes de tratamiento). Ademas,
se evalud la adherencia utilizando un método in-
directo y validado en pacientes con VIH (Simplified
Medication Adherence Questionnaire—SMAQ-) (16).
Posteriormente, se realiz cada mes la dispensacién
de las dosis de tratamiento para el mismo periodo,
la cual se acompaii6 de la elaboracién del respec-
tivo estado de situacion, asi como la realizacién de
intervenciones cuando fuera necesario, orientadas
a la prevencién, mantenimiento o modificacién de
los estilos de vida que pudieran influir desfavora-
blemente en el control de la enfermedad (alcoho-
lismo, drogadiccidn, entre otras), y en especial, la
adherencia terapéutica.

Variables de estudio

Efectividad

Determinada por el aumento significativo en los
recuentos de CD4+ y por la disminucién signifi-
cativa de carga viral en plasma, medidos en la linea
base previa al inicio del tratamiento, a los 3, 6 y 12
meses después de iniciar el TARc.

Seguridad

Valorada por los resultados de controles médi-
cos, farmacéuticos y psicolégicos. Adicionalmente,
se realizé valoracién y seguimiento de pruebas
hematoldgicas (gldbulos rojos y recuento diferen-
cial de glébulos blancos, plaquetas, hemoglobina,
hematocrito y citometrias), hepditicas (aspartato
y alanino aminotransferasa) y renales [creatinina
sérica y estimacion de la depuracién de creatinina
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por la férmula de Cockcroft—Gault (13)], asi como
la ausencia de otros problemas de seguridad. Estas
prueba fueron tomadas en los mismos tiempos en
que se tomaron las pruebas viroldgicas e inmuno-
l6gicas (inicio, 3, 6 y 12 meses), exceptuando la he-
moglobina y hematocrito, valoraciones que fueron
repetidas a las 4 y 8 semanas, yalos 3, 6 y 12 meses
de iniciado el tratamiento.

Adherencia

Establecida mediante el cuestionario SMAQ a
partir de preguntas como: éel paciente ha olvidado
tomar los medicamentos?, éel paciente toma los
medicamentos a la hora indicada?, el paciente deja
de tomar los medicamentos cuando se siente mal?, o
éel paciente olvidé tomar los medicamentos durante
el fin de semana?, acompafnado de una pregunta
semicuantitativa (orientada a establecer el nimero
de dosis no tomadas durante la dltima semana).
La clasificacién del paciente como adherente estd
dada por el criterio: cumple con un 95% o mis de
las dosis indicadas; y no adherente: cumplimiento
menor al 95%.

Para minimizar posibles sesgos de anilisis se
utilizé las siguientes estrategias: en las determi-
naciones del recuento de linfocitos CD4+, de los
niveles de carga viral y demds variables de interés, las
muestras sanguineas fueron tomadas en las mismas
condiciones, usando los mismos equipos para los
anilisis y utilizando técnicas analiticas validadas
para ello en el laboratorio habitual de referencia
de la institucion prestadora de la atencién integral.
Los medicamentos necesarios para los tratamientos
durante el periodo del estudio fueron aportados por
Humax Pharmaceutical S.A. (Medellin, Colombia),
los cuales provenian del mismo lote de produccion,
con certificado de anilisis de calidad respectivo
y con pruebas de disolucién que garantizaban su
similitud con los medicamentos innovadores.

Grupo control para la comparacién de la
efectividad

Con el fin de identificar un grupo control
adecuado se realizé una revisién de la literatura
biomédica para identificar publicaciones con
resultados alcanzados en pacientes con condiciones
similares y con el mismo esquema (dosis, frecuencia
y tiempo de seguimiento) pero en tratamiento con
medicamentos innovadores. En este sentido, se
planteé una hipétesis de no inferioridad, para la
cual fueron comparados los resultados obtenidos
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con los reportados en una publicacién de referencia
que incluyé pacientes con condiciones similares a
los del presente estudio y con el mismo esquema de
tratamiento Lamivudina/Zidovudina + Efavirenz,
pero con medicamentos innovadores. Para la
seleccion del estudio referencia (comparador) se
utilizé los siguientes criterios: a) informacién de
las caracteristicas poblacionales al inicio; b) tiempo
de seguimiento de un ano; c) reporte de los datos
completos de pacientes que lograron metas de
tratamiento (carga viral indetectable y aumento
promedio de CD4 +); d) posibilidad de inferir
o asegurar que el esquema con el que se traté a
los pacientes us6 medicamentos innovadores; ¢)
publicacién en una revista cientifica con un alto
factor de impacto y, por tanto, que garantizara la
aplicacién de las buenas pricticas clinicas en la
realizacién del estudio.

Analisis estadistico

Para determinar la distribucién de cada varia-
ble se realizé estadisticos descriptivos y un test
de distribucién normal. Posteriormente, las ca-
racteristicas iniciales de la cohorte seguidas de las
mediciones clinicas posteriores fueron comparadas
mediante test de rango con signo de Wilcoxon para
proporciones o porcentajes, y pruebas t-Student o
ANOVA de mediciones repetidas para variables
continuas. Los anilisis fueron realizados utilizando
el programa SPSS versién 17.0 (SPSS Inc, Chicago,
I1i). La contrastacién de la hipétesis de no inferio-
ridad con los datos reportados en la literatura fue
realizada a través de métodos de inferencia sobre
pardmetros, realizando pruebas de significancia
por comparacién de medias o de proporciones para
dos poblaciones independientes. La comparacién se
apoy6 en la herramienta EPIDAT 3,1 (OPS/OMS).
Valores de p menores a 0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos.

Consideraciones éticas

Este proyecto de investigacién se ajustd a las
normas de ética médica vigentes (17). En Colombia
se acogi6 a lo dispuesto en la Resolucién 8430 de
1993 y la Resolucién 2378 de 2008, Declaracién de
Helsinki y sus enmiendas, y la Guia de las Buenas
Pricticas Clinicas (ICH E6); en consecuencia, el
estudio fue aprobado por el Comité Técnico de
Investigaciones de la Facultad de Quimica Far-
macéutica de la Universidad de Antioquia y por el
Comité de Etica para Investigacién en Humanos de
la institucién donde se ejecutd el proyecto.
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RESULTADOS

Se invité a 59 pacientes a participar, de los
cuales 47 cumplieron criterios de inclusién, el
flujo de los pacientes en el estudio se presenta en
la figura 1. En los 47 pacientes que cumplieron
criterios de inclusién, la edad media (con desviacién
estindar [DE]), fue 34,4 anos [10,4], y 38 (80,9%)
eran hombres. De estos 47 pacientes, 33 (70,2%)

cumplieron con el tratamiento durante los doce
meses de seguimiento. Por su parte, de las 14
descontinuaciones del tratamiento, 4 (28,6%) fueron
atribuibles a problemas de seguridad relacionadas
con el esquema de tratamiento: posible anemia
grave (valores de hemoglobina de 6,5, 7,1, 7.5 y
7,7 g/dL) por Zidovudina. En la tabla 1 se presenta
las caracteristicas sociodemogrificas de los 33
pacientes que finalizaron el estudio.

Pacientes que iniciaron el esquema de estudio (n=47)

Abandonos a los 3 meses (n=3): 1 anemia (hemoglobina 7.7 g/dL), 2 retiros por
condiciones del paciente (1 por alcoholismo v 1 por condiciones socioecondémicas)

Pacientes que continuaron 3 meses (n=44)

Abandonos a los 6 meses (n=7): 1 por parte del paciente (condiciones socioeconémicas),
1 por cambio de dosis para inicio de terapia antituberculosa, 2 por incumplimiento del
paciente, 3 por anemia (valores de Hemoglobina: 6.5, 7.1 y 7.5 g/dL)

Pacientes que continuaron 6 meses (n=37)

e

Abandonos a los 12 meses (n=4): 1 por parte del paciente (condiciones
socioecondmicas), 1 por incumplimiento del tratamiento por parte del paciente, 1 muerte
(accidente de transito), 1 por cambio de terapia (embarazo)

Finalizaron los 12 meses de seguimiento (n=33)

Figura 1. Flujo de los pacientes en el estudio.

Tabla 1. Caracteristicas socio demogrificas de los 33

pacientes que completaron 12 meses de seguimiento.

Variables Media Desviacion estandar
Edad 34,7 10,6
Edad en hombres 34,1 10,9
Edad en mujeres 37,8 8,8
Variables Frecuencia Porcentaje
Género

Masculino 28 84,8
Femenino 5 15,2
Ocupacion

Empleado 14 42,4
Independiente 12 36,4
Estudio 3 9,1
Hogar 2 6,1
Desempleado 2 6,1

De los 33 pacientes que completaron los doce
meses de seguimiento, 23 (69,7%) fueron diag-
nosticados en estado no avanzado de enfermedad
(18). Por su parte, relacionado con los objetivos del
estudio, de los 33 pacientes un total de 28 (84,8%)
alcanzaron una carga viral indetectable, significa-
tivamente diferente al valor inicial del tratamiento
(p < 0,001), y 30 (90,9%) presentaron un aumento
progresivo y significativo del recuento de células
T CD4+ por encima de 200 células/mm’ (p <
0,001). Adicionalmente, se observé un incremento
promedio mayor de 0,5 en la relaciéon CD4/CD8
(ver figuras 2-4).
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Figura 2. Ndamero promedio de la carga viral en copias/
mL en los 33 pacientes durante los 12 meses del estudio.
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Figura 3. Distribucién de células T-CD4+ en los 33
pacientes durante los 12 meses del estudio.

L

0.00-

§

2!
El
1

S

Valores Relacign CD4/CD8

T
Inicio 3° mes 6° mes 12° mes

Figura 4. Distribucién de la relacién células T-CD4+/
CD8 en los 33 pacientes durante los 12 meses del estudio.

La evolucién de resultados de transaminasas,
creatinina y hemoglobina en los 33 pacientes du-
rante los 12 meses del estudio se presenta en la
figura 5. En el caso de las transaminasas (AST y
ALT) se present6 disminuciones estadisticamente
significativas en cada periodo de observacién (3, 6
y 12 meses) (ver figura 5-A).
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Figura 5. Evolucién de resultados de transaminasas,
creatinina y hemoglobina en los 33 pacientes durante
los 12 meses del estudio. a) Evolucién de los niveles
de alanino aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST) en los 33 pacientes durante
los 12 meses del estudio’; b) Evolucién de los niveles
creatinina sérica en los 33 pacientes durante los 12 meses
del estudio’; c) Evolucién de los niveles de hemoglobina
en los 33 pacientes durante los 12 meses del estudio”.

“Valores de p para la comparacién entre el resultado para cada

periodo y la medicién basal.

Las reacciones adversas a medicamentos (RAM)
presentadas por la totalidad de los 47 pacientes
incluidos en el estudio, fueron transitorias y detec-
tadas en el SFT (ver tabla 3). Ademis, se present6
45 problemas de proceso con los medicamentos,
especialmente la adherencia menor al 95%, los
cuales, exceptuando dos casos en los que fue ne-
cesario excluir los pacientes, fueron identificados,
intervenidos y resueltos mediante el SFT.
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Tabla 3. Eventos adversos evidenciados en los pacientes
del estudio (N = 47).

Eventos adversos Frecuencia (%)
Somnolencia 16 (34,0)
Mareo 15 (31,9)
Nauseas 9(19,1)
Fatiga 9 (19,1)
Anemia (Hb inferior a los 10g/dL) 5 (10,6)"
Sintomas dispépticos 7 (14,9)
Sensacién de calor o fogaje 6(12,8)
Rash generalizado transitorio 5 (10,6)
Voémito 4(8,5)
Pesadillas 4 (8,5)
Insomnio 2 (4,2)
Disminucién del apetito 1(2,1)
Hiperpigmentacién transitoria de las ufas 12,1)

* De ellas, cuatro causaron la descontinuacién del tratamiento, debido
a valores de hemoglobina (Hb) iguales o inferiores a 7.7g/dL.

Comparacion con estudios de referencia

La seleccién de un estudio para la comparacion
dio como resultado el trabajo publicado por Stas-
zewski et al., 1999 (19). A continuacién se presenta
los resultados de las comparaciones en las variables
de efectividad:

Valores iniciales

No se encontré diferencias estadisticamente
significativas entre la poblacién en estudio con
el esquema genérico Lamivudina/Zidovudina +
Efavirenz con respecto a la poblacién de estudio
de referencia con medicamentos innovadores, en
lo que tiene que ver con género, edad, recuento de
células T CD4+ y carga viral (ver tabla 4).

Tabla 4. Comparacién inicial de las poblaciones del
estudio versus la referencia (19).

Variables Estudio Referencia (19) | Valor p

Proporcién de
hombres [IC
95%]

0,85 [0,69 - 0,93] | 0,88 [0,82-0,92] | p = 0,87

Edad promedio

en afios [DE] 347 110,6]

36,5 [8,4] p =029

Promedio T -
CD4+ células/
mm’ [DE]

318,8 [181,1] 350,0 [190] | p =037

Promedio Carga
Viral - copias
RNAm del
virus/mL[DE]

153,024 [346,653] | 60,256 [350,012] | p = 0,17

DE: desviacion estindar. IC 95%: intervalo de confianza 95%.

Valores finales

Después de aproximadamente un afio de trata-
miento (12 meses en el presente estudio y 48 sema-
nas en el estudio control), la diferencia de medias
(en los valores de células CD4+) y la diferencia de
proporciones (de pacientes con carga viral indetecta-
ble) no fueron estadisticamente significativas, y por
tanto se prueba la hipétesis de no inferioridad del
esquema genérico. En las dos poblaciones, de estu-
dio y de referencia, los resultados del seguimiento
muestran diferencia estadisticamente significativa
en el incremento de las células CD4+ y en la dismi-
nucién de la carga viral a niveles de indetectabilidad
cuando se comparan los valores basales con los
resultados finales en cada uno de los estudios. Las
comparaciones se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Comparacién de los desenlaces viroldgicos e
inmunolégicos en las poblaciones del estudio versus la
referencia (19).

Variables Estudio

Proporcién

de pacientes
con carga viral
indetectable
[intervalo de
confianza 95%]|

Aumento
promedio de
CD4+ (células/
mm’) [Desvia-
ci6én estandar]

Referencia (19) | Valor p

0,85 [0,69 - 0,93] | 0,90% [0,81-0,93] | 0,7

179 [142] 201 [21] 0,08

* Indetectabilidad: reportada como valores inferiores a las 50 copias/
mL.

DISCUSION

En este estudio el tratamiento con el esquema
genérico Lamivudina/Zidovudina + Efavirenz en
pacientes con VIH/SIDA sin resistencias primarias
o transmitidas, de un programa de atencién integral
ambulatoria especializada, no resulté inferior a los
datos de eficacia reportados con el esquema inno-
vador (Combivir® + Stocrim®, respectivamente)
en condiciones similares (19). En este sentido, la
comparacién de la efectividad, determinada por
los niveles alcanzados en la carga viral y en los re-
cuentos de linfocitos CD4+, no present6 diferencias
estadisticas significativas, comprobandose entonces
la hipétesis de no inferioridad del esquema genérico
respecto al estudio referencia. Adicionalmente, la
comparacion cualitativa del perfil de seguridad del
esquema genérico (establecido por valoraciones rea-
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lizadas mediante controles médicos, farmacéuticos,
psicoldgicos, hematoldgicos, hepaticos y renales du-
rante los 12 meses de seguimiento) con el reportado
para el esquema innovador en diferentes estudios no
muestra diferencias significativas, en especial con la
anemia macrocitica asociada a Zidovudina (20-25).

Para la comparacién se realizé una btasqueda
bibliogrifica en la cual se identificé un estudio
que cumplié con los criterios de inclusién (pacien-
tes con condiciones similares y con resultados de
la combinacién con medicamentos innovadores
Lamivudina/Zidovudina + Efavirenz), el cual, a
pesar de haber sido publicado en 1999, es uno de
los estudios que respaldé la recomendacién de este
esquema como tratamiento de primera linea (19).
Ademis, se identificé otros trabajos, los cuales,
aunque no cumplen con todos los criterios de inclu-
sion, utilizan el esquema Lamivudina/Zidovudina
+ Efavirenz con medicamentos innovadores, y
reportan resultados de indetectabilidad en la car-
ga viral cercanos al 85% alcanzado en el presente
estudio. Por ejemplo, el estudio de Robbins ef al.,
2003 (26) report6 una proporcién de pacientes con
carga viral indetectable del 75%. Similarmente, en el
estudio de Gallant et al., 2006 (27), disefiado con el
objetivo de comparar un esquema basado en Teno-
fovir, Emtricitabina y Efavirenz versus el esquema
Lamivudina/Zidovudina + Efavirenz, report6 en
el brazo de control (Lamivudina/Zidovudina +
Efavirenz) una proporcién del 73% de los pacientes
que lograron indetectabilidad de la carga viral. Por
su parte, un estudio abierto con 19 pacientes con el
esquema innovador Combivir® + Stocrim® realizado
en Londres por Portsmouth S et al., 2004 (20), en-
contré que el tiempo medio para alcanzar una carga
viral indetectable fue de 12 semanas (rango 4-36
semanas); tiempo que es similar al que se obtuvo
en el presente estudio (12 semanas) (ver figura 2).

En lo relacionado con la seguridad del TARc
en este estudio los 5 casos de anemia asociada al
tratamiento que se presentd en los 47 pacientes
cursaron con macrocitosis, y su incidencia fue del
10,6%, valor que se encuentra en el limite inferior
del rango (10-25%) establecido para este problema
de seguridad a partir de varios estudios (20-25), y
por consiguiente ligeramente inferior a varios de
los reportes de cada estudio; por ejemplo, inferior al
19,4% del estudio de Rajesh et al., 2011 (21), quienes
identificaron 19 casos de anemia macrocitica en
98 pacientes en tratamiento con TARc y esquema
de Zidovudina. Ademds, estos autores reportan,
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gracias a un andlisis de regresion logistica, que los
valores de hemoglobina inferiores a los 10,5 g/dL, al
inicio del tratamiento, son un fuerte predictor para
la aparicién grave de este problema de seguridad.
Por su parte, un estudio realizado en el estado de
Parand (Brasil) con 110 pacientes, con respecto a la
posibilidad de desarrollar macrocitosis, encontré
diferencias estadisticamente significativas en los
grupos de pacientes utilizando esquemas de TARc
con Zidovudina respecto a los pacientes con esque-
mas sin este firmaco (22). La anemia macrocitica
grave o seria (Hb inferior a 6,5 g/dL) se presentd
en uno (2,2%) de los pacientes incluidos; este valor
es ligeramente inferior al 6,6% reportado, a las 48
semanas de tratamiento en pacientes VIH (+) que
inician tratamiento con Zidovudina (23).

Los otros efectos adversos encontrados en el
estudio son similares a los reportados en la literatura
biomédica para los medicamentos de este esquema
de TARGc, y proporcionalmente similares a los del
estudio de Portsmouth S ef al., 2004 (20). En este
estudio, aunque las aminotransferasas (AST vy
ALT) presentaron valores ligeramente elevados al
inicio del tratamiento, posteriormente, se presentd
una disminucién estadisticamente significativa en
cada periodo de observacién (3, 6 y 12 meses), lo
cual puede ser reflejo de la disminucién progresiva
de la carga viral y del efecto pro-inflamatorio del
virus (28).

La realizacién del SFT por parte de un Quimico
Farmacéutico puede ayudar a prevenir abandonos
por los efectos adversos que pueden presentar los
pacientes al inicio de la TARc; por tanto, el SFT
podria haber afectado esta variable. En este sentido,
aunque el diseio del estudio no permite generar
conclusiones sobre el efecto del SFT, si se puede
inferir que dicho proceso fue una herramienta
importante para evaluar la efectividad y seguridad
de los medicamentos de la TARc y para gestionar
el estudio.

En general, la informacién que arroja el presente
estudio permite evaluar los resultados clinicos de
los ARV competidores, lo cual es importante dada
la modificacién del proceso en la Food and Drug
Administration para agilizar la revisién de ARV
genéricos disponibles para el plan de emergencia
para el manejo del SIDA (29). Similarmente, en los
paises en desarrollo (2), incluyendo Colombia, el
impacto de la politica de medicamentos genéricos
de primera y segunda linea se ha visto reflejado en la
disminucién del costo del tratamiento y en un ma-
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yor acceso a estos productos (11). En definitiva, este
estudio aunque no es novedoso, por su concepcion y
diseno (ensayo clinico abierto no controlado), coin-
cide con informacién publicada y aporta elementos
importantes para la valoracién terapéutica de los
ARV genéricos producidos en Colombia, los cuales
son una opcién siempre y cuando se trabaje simul-
tineamente sobre la adherencia de los pacientes y
la optimizacién del tratamiento. En este sentido, es
importante destacar que el esquema Lamivudina/
Zidovudina + Efavirenz es uno de los esquemas
mis utilizados en Colombia, incluyendo la institu-
cién en la que se realiz6 el estudio. Adicionalmente,
un estudio de uso de medicamentos en condiciones
normales de la prictica médica realizado por Gutié-
rrez Fetal., 2007 (11), en una entidad promotora de
salud (Medellin, Colombia), en el cual se incluyeron
en el andlisis a 670 pacientes en TARc, reportd que
un 57% de los pacientes estaba en tratamiento con
el esquema Lamivudina/Zidovudina + Efavirenz,
siendo el primero y dnico esquema recibido, con
niveles de indetectabilidad de la carga viral (carga
viral <400 copias/mL) cercanos al 83%.

Las limitaciones del presente estudio son atribui-
bles a su diseno, debido a que no se realizé un estu-
dio controlado, y la comparacién de los resultados
obtenidos se realizé con resultados tomados de la
literatura cientifica, que corresponden a pacientes de
poblaciones diferentes a los evaluados, por lo tanto
se limita la posibilidad de generalizar los hallazgos.

CONCLUSIONES

Al afio de tratamiento de pacientes VIH que no
han recibido terapia antirretroviral, los resultados
de efectividad alcanzados con el esquema genérico
Lamivudina/Zidovudina+Efavirez no son infe-
riores a los alcanzados en un grupo de pacientes
con condiciones clinicas similares tratados bajo el
mismo esquema con medicamentos innovadores.
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ABSTRACT

Background: In traditional medicine of Central and South America, the tenebrionid beetle Ulomoides
dermestoides is used as an a phrodisiac, for the treatment of inflammatory diseases and cancer. Recently was
reported cytotoxic and genotoxic properties of non-polar extract of U. dermestoides; also anti-inflammatory
and immunomodulatory activity of aqueous whole body extract of beetle was reported, it suggests the exis-
tence of components with potential pharmacology use. On the other hand, it is necessary to identify those
polar and non-polar extracts of U. dermestoides with anti-irritant properties for the membranes and blood
vessels, which will be used in subsequence biological test and clinical assays. Objectives: The purpose of
this research was to identify the chemical composition of methanolic and hexanic extracts of U. dermestoi-
des, and to assess their anti-irritant capacity. Methods: The extracts were obtained from adult beetles of
U. dermestoides. The chemical composition of the extracts was determined by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) and the anti-irritant effect of each extract was evaluated by means of a modified
assay of irritation of the chorioallantoic membrane (CAM) of fertilized chicken eggs (HET-CAM); the
results were expressed as irritation index (IR). Results: Six common compounds were identified in both
extracts: limonene, myristic, palmitic, estearic, oleic, and linoleic fatty acids. But in the alone methanolic
extract were found: 1-pentadecanol, alpha-pinene, beta-phellandrene and alpha-terpinene, whereas in the
hexanic extract were found: 2-methyl-p-benzoquinone, 2,4-dihidroxy-1-ethylbenzene, 2,5-dimethyl-
quinone, saturated and unsaturated hydrocarbons and alcohols. The methanolic extract of U. dermestoides
showed potential anti-irritant effect in the HET-CAM test (IR = 3.09 % 0.11), similar to that observed
with Nimesulida (IR = 2.05 = 0.14), a non-steroid anti-inflammatory drug (NSAID) used as positive
control for irritation inhibition reaction. The hexanic extract did not show anti-irritant capacity. Con-
clusions: The results demonstrated the anti-irritant eftect of the methanolic extracts of U. dermestoides
that could be attributed to compounds with anti-inflammatory activity as oleic acid and limonene.

Keywords: Ulomoides dermestoides, beetles, metabolites, biological assay, Chorioallantoic Membrane.
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RESUMEN

Antecedentes: En medicina tradicional de Centro y Sur América, el escarabajo tenebrionido Ulomoides
dermestoides es usado como afrodisiaco, en tratamiento de enfermedades inflamatorias y cincer. Recien-
temente se reporté las propiedades citotéxicas y genotéxicas de un extracto no polar de U. dermestoides;
también la actividad anti-inflamatoria e inmunomoduladora de un extracto acuoso del cuerpo entero del
coledptero, lo cual sugiere la presencia de compuestos con potencial uso farmacoldgico. Adicionalmente,
se requiere identificar extractos polares y no polares del U. dermestoides con propiedades anti-irritantes
para las membranas y vasos sanguineos, los cuales serfan usados en subsiguientes ensayos bioldgicos y en
pruebas clinicas. Objetivos: El propésito de esta investigacién fue determinar la composiciéon quimica
de extractos metandlicos y hexdnicos del cuerpo entero de U. dermestoides, y evaluar su capacidad anti-
irritante. Métodos: Los extractos fueron obtenidos de coledpteros adultos de U. dermestoides. La compo-
sicién quimica de los extractos fue determinada por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-EM) y el efecto anti-irritante fue evaluado mediante ensayo modificado de irritacién de la
membrana corioalantoidea (CAM) de huevos fertilizados de gallina (HET-CAM); los resultados fueron
expresados como indice de irritacién (IR). Resultados: Se identificé 6 compuestos comunes en ambos
extractos: limoneno, los dcidos grasos miristico, palmitico, estedrico, oleico y linoleico. En el extracto
metandlico también se encontrd: 1-pentadecanol, alfa- pineno, beta-felandreno y alfa-terpineno; en el
extracto hexanico: 2-metil-p-benzoquinona, 2,4-dihidroxi-1-etilbenzeno, 2,5-dimetil-quinona, hidro-
carburos saturados e insaturados y alcoholes. El extracto metanélico mostré efecto anti-irritante potencial
en el ensayo HET-CAM (IR = 3,09 = 0,11), similar al observado con el firmaco Nimesulida (IR =
2,05 % 0,14), un anti-inflamatorio no esteroide (AINES) usado como control positivo de la inhibicién
de la irritacién. El extracto hexdnico no mostré capacidad anti-irritante. Conclusiones: Los resultados
demostraron el efecto anti-irritante de los extractos metandlicos de U. dermestoides, lo que podria atribuirse
a compuestos con actividad anti-inflamatoria como el 4cido oleico y el limoneno.

Palabras clave: Ulomoides dermestoides, escarabajos, metabolitos, bioensayo, membrana corioalantéide.

INTRODUCTION cancer (8). Another publication has reported the
anti-inflammatory properties of polar whole body
extract of U. dermestoides using carrageenan-induced
paw edema assay in rats and human peripheral
blood mononuclear cells (9); however, the specific
anti-inflammatory compounds in this extract are

unknown.

Ulomoides dermestoides (Chevrolat, 1893) (synon-
yms: Martianers dermestoides; Palembus dermestoides),
is an Asian tenebrionid beetle commonly known
as the “peanut beetle” because it is a pest to peanuts
and other grains (1). The beetles are eaten alive as an
aphrodisiac in Southeast Asia (2, 3). In Central and
South America it is used in the treatment of various
illnesses such as bronchial asthma, dermatitis, rheu-
matoid arthritis, hemorrhoids, inflammations and
pain in the liver and kidneys, Parkinson disease, dia-

In addition, an in vitro study about crude ex-
tracts of the defense secretion of beetle Palembus
ocularis reported inhibitory activity of the enzyme
5-lipoxygenase, suggesting a possible bronchodila-
tor effect of these beetles, the same study showed

betes mellitus, and different types of cancer (4-7).

Although the use of beetles in folk medicine is
spread, few studies have been published about the
insect compounds responsible for the potential hea-
ling eftects. A recent publication has described the
cytotoxic and genotoxic properties of U. dermestoides
benzoquinone (1, 4-benzoquinones) on human
lung carcinoma epithelial cell line A549; similar
results were reported with the dichloromethane
whole body extract, which could explain the po-
sitive results reported in alternative treatments for

anti-inflammatory effect from a polar extracts of
defense secretion and their major compound, hy-
droquinone, using a modified in vivo test on the
chorioallantoic membrane of the fertilized hen’s
egg (HET-CAM), which suggests that hydroqui-
none in the defense secretion of beetles have anti-
inflammatory properties (10).

HET-CAM test is a current method that allows
determining anti-inflammatory activity and toxic
eftects of complex extracts, and has proven be useful
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in screening natural products (11). Irritation causes
alterations in the vascular system of the CAM that
result in membrane discoloration, hemorrhaging
and increased perfusion. In the HET-CAM test
the anti-inflammatory activity occurred when
irritation of the CAM, induced by an irritant
agent, decreased and the blood vessel net appeared
unchangeable (12, 13).

In this study we have analyzed the chemical
composition of the methanolic and hexanic ex-
tracts of U. dermestoides and have determined their
potential anti-irritant effect using HET-CAM test.

MATERIALS AND METHODS

Extracts

Specimens of Ulomoides dermestoides were
identified in the Entomology Department of the
Natural Sciences Institute (Universidad Nacional,
Bogotd, Colombia, collection code ICN-45905).
The specimens were kept protected from light and
under controlled conditions for temperature (27
+ 2°C) and relative humidity (70-75%) and were
only fed with wheat bran and whole-grain bread.
Extracts were prepared from 2 g of adult beetles
obtained from the culture and frozen at -70°C. To
obtain methanolic extract, the protocol in Unruh
et al., 1998 (14), was followed with modifications.
Briefly, beetles were crushed using traditional fric-
tion fragmentation methods with a mortar under a
current of liquid nitrogen, followed by extraction
with 25 mL of methanolic solution (methanol 10%
v/v, HC1 10mM and ascorbic acid 25 mM). Hexanic
extract was obtained from fragmented beetles us-
ing 25 mL of hexane during 12 hours and under
constant stirring. Both extracts were clarified by
using centrifugal force at 3500 x g for 15 min at
4°C in a Beckman 81783 GS 6R centrifuge, and
filtered through fiberglass membranes. All extracts
were kept sealed and frozen until they were used.

GC-MS

Simultaneous extraction and concentration
were done to the compounds found in the vapor
phase of the methanolic extract by using headspace
solid-phase microextraction (HS-SPME). A 65-um
PDMS/DVB fiber was used, and split injection
was conducted using the mode with a volume of
injection of 1 uL. The hexanic extract (1 uL) was
injected manually. Chromatographic analysis of

both extracts was performed in an Agilent Tech-
nologies 6890 Plus gas chromatograph coupled to
an Agilent Technologies 5973 mass selective detec-
tor operated at a full scan of radio frequencies. AJ &
W Scientific DB - 5MS column (5%- phenyl- poly
(dimethylsiloxane), 60 m x 0,25 mm x 0,25 wm).
The compounds in each sample were identified
using mass spectrometry data from the NIST MS
Search Program, version 2.0.

HET-CAM Test

For this procedure, the chorioallantoic mem-
brane (CAM) of fertilized chicken eggs of the Hi
Line Brown was used. The CAM that surrounds
the developing embryo is highly vascular, and it
is considered insensitive to pain (15). Eggs were
donated by the company ACONDESA, S.A. The
procedures undertaken on the eggs were realized
according to the provisions of Law 84 of 1989 and
resolution 8430 of 1993 of Ministerio de Salud
de Colombia, regarding biomedical research on
animals.

Test preparation

The eggs were placed for eight days at 37.5°C
in an incubator containing an automatic revolving
mechanism. After that, the eggs were removed from
the incubator and the position of the air sacs was
marked with a pencil. Unfertilized eggs or eggs
containing embryos were discarded. The remaining
eggs were weighed, and only those weighing 60 =+
5 g were used in the HET-CAM test.

Samples and solutions

Test samples were the methanolic and hexanic
extracts of U. dermestoides. Because hexane is irri-
tating for the CAM, this solvent was evaporated of
the hexanic extract usinga HEIDOLPH 4000-G1
rotary evaporator, and the liquid residue was applied
on the CAM; the methanolic extract was used di-
rectly in the anti-irritant test. An aqueous solution
of sodium dodecyl sulphate (SDS 0.5% w/v) was
used as irritating agent. The negative control of the
inhibition of irritation reaction was a saline isotonic
solution (NaCl 0.9% w/v); the positive control for
irritation inhibition reaction was a non-steroid
anti-inflammatory drug, Nimesulida (AINEX®)
at a concentration of 1 mg/mL. The anti-irritant
property of the methanolic solution was also evalu-
ated (solvent control). All of the solutions used in
the HET-CAM test were daily prepared.
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Standard irritation reaction

The procedure described by Luepcke, 1985 (16),
was used, with modifications. Eggs were placed
in a Nuaire AireGard 201/301 horizontal laminar
tlow cabinet. Egg shells were cut around the air
sacs with a 3200 rpm circular saw with maximum
blade capacity of 1/8". Cut sections were removed
with a forceps and dissecting tongs. The exposed
CAM was humidified with 300 uL of isotonic NaCl
solution and placed in an incubator for two hours,
after which 200 uL of SDS 0.5% was placed on the
CAM. Three irritation reactions (hemorrhage, ly-
sis, and coagulation) were monitored and registered
with a Sony DCR-DVD 610 video camera placed
at 35 cm above the CAM. Time was recorded in
seconds, from the addition of SDS (time = 0) until
the appearance of the three irritation reactions.

Determination of the anti-irritant capacity

CAM of eggs was exposed as described above
and pre-treated with 300 uL of testing samples or
control solutions. To prevent contamination of the
CAM surface, egg-shell openings were covered
with paraffin film. Eggs were placed in the incu-
bator for two hours to facilitate absorption by the

membranes, and the CAM was then treated with e

200 uL of SDS 0.5%. Time (in seconds) was moni-
tored until appearance of the irritation reactions.
The irritation index (IR) was calculated using the
Equation 1.

IR= 300 x (IR) = 5 x (301-T,,) +

7x (301- T,) + 9x (301-T,.). Equation 1

T,,, T, and T are, respectively, the time in
seconds from the application of the irritant to the
appearance of signs of hemorrhage (H), lysis (L),
and coagulation (C) during a period of observa-
tion of 300 seconds. Because of the nature of the
formula, IR can take values between 0 and 21. To
determine the irritation potential of the substances,
a classification analogous to the Draizé test was
used: not irritating (IR= 0.0 — 0.9), slightly irri-
tating (IR= 1.0- 4.9), moderately irritating (IR=
5.0 — 8.9), and severely irritating (IR = 9.0 — 21).
The anti-irritating capacity H', L, and C” of the
tested substances was expressed as the relationship
between the starting times of irritation reactions

D. L. Mendoza M. et al.

in the CAM pre-treated with testing samples and
negative control, using the Equations 2, 3 and 4 (12).
H'=T,/T

HLSDS, Equation 2

L=T/T g Equation 3

C'=TJ T gps. Equation 4

Statistical analysis

The HET- CAM test was triplicated for each test
sample and controls, the data are expressed as mean
+ SD. Two group comparisons were performed
using Student’s t test and statistical significance was
accepted at the 95% confidence level (p < 0.025).
All statistical evaluations were performed using
IBM SPSS Statistics 19 for Windows (SPSS Inc.,
an IBM Company, Chicago, IL, USA).

RESULTS

Figure 1 presents the chromatographic profile
of the whole body methanolic extract of Ulomoides
dermestoides.
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Figure 1. Chromatogram of the volatile fraction of the
methanolic extract of U. dermestoides.

The molecules with the highest relative quan-
tity were pentadecanol (28.85%), methyl palmitate
(27.55%), limonene (17.15%), and methyl oleate
(11.45%) which can be seen in Table 1.
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Table 1. Retention time (RT) and relative quantities
of compounds identified in the volatile fraction of the
methanolic extract of Ulomoides dermestoides.

Peak RT Identity Relative
number | (min) Quantity (%)

1 16.31 Alpha-pinene 1.95

2 19.23 | Alpha-terpinene 0.50

3 20.63 | Beta-phellandrene 2.10

4 20.53 Limonene 17.15
5 44.55 | Methyl myristate 2.50

6 49.15 | Methyl palmitate 27.55

7 52.55 | Methyl linoleate 7.15

8 52.67 Methyl oleate 11.45

9 53.15 | Methyl Stearate 0.80
10 37.95 Pentadecanol 28.85

The chromatographic profile of the hexanic
extract is shown in Figure 2.
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Figure 2. Chromatograph of the hexanic extract of
U.dermestoides.

The compounds that were identified by GC-MS
are shows in the Table 2. The compounds with
the highest relative quantity were 1-pentadecene
(32.88%), linoleic acid (24.13%), and 2-ethyl-p-ben-
zoquinone (9.93%). Other compounds were 2,5-di-
methylquinone, 2,4-Dihydroxy-1-ethylbenzene,
limonene, aliphatic hydrocarbons, saturated and
unsaturated fatty acids, and long-chain alcohols.

Table 2. Retention time (RT) and relative quantities of
compounds identified in the hexanic extract of Ulomoides
dermestoides.

Peak R'.T Identity Rela.tive
number | (min) Quantity (%)
1 7.531 Limonene 4.60
2 9.076 2-Ethyl-p-benzoquinone 9.93
3 11.558 1-Tridecene 1.43
4 13.719 | 2,4-Dihydroxy-1-ethylbenzene 2.04
5 14.273 1-Pentadecene 32.88
6 16.880 2,5- Dimethylquinone 1.24
7 17.119 Myristic acid 091
8 19.549 Palmtic acid 1.61
9 19.803 Stearic acid 0.75
10 21.347 Linoleic acid 24.13
11 21.518 Oleic acid 1.40
12 22.373 Hexacosane 0.51
13 23.995 Heptacosane 2.46
14 24.146 5-Nonadecen-1-ol 2.05
15 24.389 9-Eicosen-1-ol 6.73
16 25.493 Octacosane 3.88
17 26.877 Nonacosane 213
18 28.167 Tetratriacontane 0.56
19 30.370 17- Pentatriacontene 0.73

The changes of standard irritation reaction that
occur in the CAM are shown in Figure 3. Hemor-
rhage reaction was observed in the aggrandizement
of the major blood vessels and the appearance of small
vascular complexes with multiple branches; lysis reac-
tion was evidenced in the rupture of blood vessels and
extravasations; clotting reaction was determined by
the darkening and hardening of the CAM.

The inhibition of irritant reactions in the group
pre-treat with positive control, methanolic extract
of U. dermestoides and hexanic extract of U. dermestoi-
des are shown in Figure 4.

The mean times for the beginning of the irri-
tation reactions in CAM for each one of the tested
samples and controls, as well as the mean values of
the irritation index and anti-irritant capacity are
shows in the Table 3.
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Figure 3. Irritation reactions of the CAM. This figures show the CAM before addition of SDS 0.5% and the
non-desired effects after addition of SDS 0.5% (hemorrhage, lysis and coagulation). a) CAM without SDS; b)
Hemorrhage and Lysis; ¢) Coagulation.

Figure 4. Inhibition of irritation reaction of the CAM pre-treated with positive control (Nimesulida) and test samples
(ME= Methanolic extract of U. dermestoides; HE= Hexanic extract of U. dermestoides). This figures show the blood
vessels after addition of SDS 0.5%. a) Positive control; b) CAM pre-treated with ME; c) CAM pre-treated with HE.

Table 3. Results of the HET-CAM test with different tested substances. IR = irritation index; SD = standard
deviation of the three measurements; T\, T} and T, are, respectively, the mean time for the beginning of
the hemorrhage, lysis, and coagulation reactions; H”, L, and C~ are, respectively, the mean anti-irritant capacity
for the hemorrhage, lysis, and coagulation reactions.

Mean * SD
Treatment
IR T, H' T, L T, C'
Methanolic extract of U. dermestoides 3.09 £0.11 [195 =3.06| 12.6 = 1.76 | 266 = 4.73 | 5.92 = 0.15 | 284 = 2.0 | 5.11 = 0.15
Hexanic extract of U. dermestoides 204 +0.02 ] 2706 | 01703 [ 8712 [ 01903 | 1310 | 023 0.1
Negative control (NaCl 0,9%) 18.09 = 0.08 [ 157 2.1 | 1.00 £ 0.0 | 45=1.0 | 1.00 =0.0 [ 56 =2.08 | 1.00 = 0.0
Solvent control 13.6 2012 | 4531 (294 £056| 115 =35 | 255+ 0.11 | 135 = 3.06 [ 2.42 = 0.10
Positive control (Nimesulida) 2.06+0.14 | 205 3.0 [ 1324 £ 1.8 285 3.1 | 634 £0.2 | 298 = 3.46 | 5.36 = 0.19

DISCUSSION and blocking chemoreceptor substances that are
stored in cuticular inclusions or abdominal glands,
which are expelled when beetles are stressed. De-
fensive secretion of beetles has been postulated as
a source of pharmacologically active compounds in
treatment of respiratory diseases (8, 10, 21). Other
compounds identified in the present study were

saturated and unsaturated fatty acids and hydro-

The compounds 1- pentadecene, 2-ethyl-p-
benzoquinone, limonene, and 1-tridecene identi-
fied in the extracts of U. dermestoides have been
previously reported in studies to determine the
chemical characteristics of the defensive secretions
and sex-specific pheromones of U. dermestoides (17,

18). The monoterpene hydrocarbons alpha-pinene,
alpha-terpinene, phellandrene, and dimethylqui-
nones have been reported in the defensive secretions
of some Australian tenebrionid beetles (19, 20).
Insect defensive secretion is a mixture of repellent

carbons with chains of 16-35 carbon atoms, some
of these compounds have been found in the cuticle
of beetles U. dermestoides and Blaps femoralis (17,
22) and they have been associated with important
roles in the biology of beetles, such as sexual com-
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munication, preventing desiccation and protecting
against pathogens.

In the HET-CAM test, pre-treatment of the
CAM with methanolic extracts of U. dermestoides
decreased the vascular hemorrhaging and mem-
brane coagulation produced for the irritating agent
(SDS 0.5%) (Mean of IR= 3.09 % 0.11). There was
a significant statistical difference in the irritation
index between the group pre-treated with methano-
lic extract of U. dermestoides and negative control
group, including the solvent control (p= 0.00).
In addition, not significant statistical differences
were seen in the hemorrhage reaction (p= 0.041),
coagulation reaction (p= 0.028) and lyses reaction
(p= 0.05) of the CAM between methanolic extract
group and positive control group. Hexanic extract
of U. dermestoides did not show any anti-irritant
effect in the CAM test (Mean of IR= 20.6=* 0.14).
No statistical differences were observed in the index
reaction between the hexanic extract group and
negative control group (p = 0.00).

The potential anti-irritant capacity of metha-
nolic extract of U. dermestoides can be attributed to
the components with anti-inflammatory activity.
Omega-9 monounsaturated fatty acid (MUFA) and
omega-6 polyunsaturated fatty acid (PUFA) may
contribute to the anti-irritant capacity of methanolic
extracts. A systematic review of electronic databases
and bibliographies of selected articles showed that
diets rich in oleic acid (omega-9 MUFA) have
beneficial effects on inflammation-related diseases
(23). Bartoli et al., 2000 (24), reported that oleic
acid can influence the metabolism of araquidonic
acid (omega-6 PUFA), decreasing the production
of pro-inflammatory eicosanoids. Moreover, the
anti-inflammatory effect of linoleic acid (omega-6
PUFA) is not clear, several studies have expressed
that a high intake of dietary linoleic acid contrib-
utes to excess of chronic inflammation. Linoleic
acid can be metabolized to araquidonic acid, the
substrate for the biosynthesis of a wide array of pro-
inflammatory, vasoconstrictive, and/or proaggrega-
tory eicosanoids; but the araquidonic acid is also the
substrate for the production of anti-inflammatory
and/or anti-aggregatory eicosanoids, such as pros-
tacyclin, lipoxin A4 and epoxyeicosatrienoic acids
(25). In the present study, the methanolic extract of
U. dermestoides showed a higher quantity of oleic acid
(11.45%) and lower quantity of linoleic acid (7.15%)
compared with hexanic extract (1.4% and 24.13%,
respectively). None anti-inflammatory or anti-

irritant activity has been reported for pentadecanol
and methyl palmitate.

In addition, the methanolic extract has high
quantity of monoterpenes (21.7%) with anti-inflam-
matory properties as limonene, alpha-terpinene and
alpha-pinene (26). Recent findings suggest that D-
limonene could be used as a potential anti-inflam-
matory agent for the treatment of bronchial asthma
by suppressing pro-inflammatory cytokines, radical
oxygen species (ROS) production, and inactivating
eosinophil migration; experiments with RAW 264.7
macrophage cells demonstrated that D-limonene is
an effective inhibitor of lipopolysaccharide (LPS)-
induced nitric oxide (NO) and prostaglandin E(2)
production; likewise, D-limonene decreased the
expression of pro-inflammatory cytokines TINF-
alpha, IL-1beta, and IL-6 in a dose-dependent
manner (27). In addition, D-limonene obtained
from a fruit peel of a traditional Japanese medicine
named Yuzu (Citrus junos Tanaka) showed inhibi-
tion of the ROS production for eotaxin-stimulated
HL-60 clones 15 cell at a low concentration; while
ata higher concentration suppressed the cell chemo-
taxis and production of the monocyte chemotactic
protein-1 (MCP-1) via NF-kB activation (28). The
anti-inflammatory properties of alpha-pinene and
alpha-terpinene have been demonstrated using an
inflammatory experimental model in mice and an
inhibition test of ovine cyclooxygenases (COX-1y
COX-2), respectively (29, 30).

These results about the anti-irritant capacity of
methanolic and hexanic extracts of U. dermestoides
are preliminary, because it is necessary to evaluate
the effect of the extracts concentration on the CAM
and the anti-irritant effect of the major components
of each extract. In this study the hexanic extract
used in the HET CAM test was a concentrated
sample and this might influence the results. We
propose that the high irritation index of the CAM
pre-treated with hexanic extract could be cau-
sed by the aliphatic hydrocarbons and quinones
(2-ethyl-p-benzoquinone and 2,5-dimethylqui-
none). Aliphatic hydrocarbons (43.85% of hexanic
extract) may cause irritation of the skin and the
mucous membranes (31), while quinones (11.17%
of hexanic extract) have been reported as highly
cytotoxic and/or genotoxic due to the formation of
ROS and covalent binding to macromolecules (32,
33). However, the irritant effect of quinones present
in the U. dermestoides extracts should be confirmed
in further studies.
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CONCLUSIONS

The whole-body methanolic and hexanic extracts
of Ulomoides dermestoides presented volatile and semi-
volatile compounds that are characteristic of the
defensive secretions and the cuticular surface of te-
nebrionids. The main compounds in the methanolic
extract were fatty acids, pentadecanol and terpens.
The methanoic extract exhibited anti-irritant capac-
ity in a modified HET-CAM test that could be at-
tributed to oleic acid and monoterpens like limonene;
other minor compounds with anti-inflammatory
activity were alpha-pinene and alpha-terpinene.
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RESUMEN

Antecedentes: Las estatinas presentan principalmente un efecto hipocolesterolémico, pero asimismo
acciones bioldgicas adicionales, como efecto antiinflamatorio e inmunomodulador, actividad antioxidante,
reduccién de la incidencia de algunos tipos de cincer, efectos benéficos en el metabolismo dseo y en el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y el SIDA. Se dividen en dos clases: las estatinas naturales
y las sintéticas, las cuales surgen como producto de la necesidad de potencializar el efecto de las primeras.
Estas propiedades han impulsado las investigaciones encaminadas a la comprensién de su comportamiento
quimico y sus propiedades fisicoquimicas, asi como la comprensién de la relacién entre sus estructuras
y las ya mencionadas actividades. Su estudio ha permitido el desarrollo de técnicas analiticas eficientes
tanto para su determinacién en diferentes matrices, como la optimizacién de los procesos de extraccion,
separacion, cuantificacién y elucidacién estructural, asi como ahondar en el planteamiento de sus rutas
biosintéticas, lo que aportard herramientas para poder intervenir, mediante la biotecnologfa, en los procesos
biosintéticos, buscando el aumento de su produccién por un organismo especifico. Objetivos: El objetivo
de este trabajo es presentar una revisién de la quimica, biosintesis, farmacocinética y técnicas analiticas
para la determinacién de las estatinas con el fin de aportar, de manera ripida, conocimientos a quienes
realizan investigaciones sobre estos metabolitos. Métodos: La revision abarcé los dltimos 12 afios y se
efectud realizando la seleccién de aquellas investigaciones mds relevantes que permiten conocer la quimica,
las variaciones estructurales, las técnicas analiticas empleadas para la determinacién de las estaninas y sus
rutas biosintéticas. Asimismo, se pretendid abarcar un conocimiento general de sus acciones bioldgicas,
farmacologfa y farmacocinética, topicos estrechamente relacionados con sus diferencias estructurales.
Resultados: Se obtiene un panorama general de los principales aspectos para el estudio de las estatinas,
permitiendo seleccionar los mejores pardmetros de acuerdo con lo requerido por los diferentes investiga-
dores en el drea. Conclusiones: La identificacion de las estatinas requiere de diferentes procedimientos
de extraccion y separacion, siendo los mis empleados la SOE y la HPLC, respectivamente. Sus acciones
bioldgicas estin intimamente relacionadas con su estructura. Los estudios de su toxicidad en mamiferos
han demostrado que no hay evidencia de efecto carcinogénico, mutagénico, ni toxico.

Palabras clave: Estatinas, actividad biolégica, farmacologia, farmacocinética
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ABSTRACT

Background: Statins show mainly a hypochlosterolemic effect but also present additional biologi-
cal actions such as anti-inflammatory and immune-modulator, antioxidant activity, reduction of the
incidence of some types of cancer, beneficial effects on bone metabolism, as well as in the treatment
of neurodegenerative diseases, and AIDS. They are divided in two types; natural statins and synthetic
statins, which arise from the need of increasing the effect of the former ones. These properties have
encouraged researches to aim at the comprehension of their chemical behavior and physical-chemical
properties, as well as the comprehension of the relationship between their structures and the activities
aforementioned. This study has allowed the development of efficient analytic techniques both for their
determination in different matrices and the optimization of the obtaining process, separation, quantifica-
tion and structural elucidation, as well as to examine in depth the raising of biosynthetic routes, which
will give tools that enable to intervene through biotechnology in the biosynthetic processes, searching for
the increase of its production by a specific organism. Objectives: The purpose of this work is to pres-
ent a review of chemistry, biosynthesis, pharmacopeia and analytic techniques with the aim of quickly
contribute to the knowledge of the ones performing researches on these metabolites. Methods: This
review approaches the last 12 years and was carried out by performing the selection of the most relevant
researches that allow knowing the statins chemistry, structural variations, the analytic techniques used
for their determination, and their biosynthetic routes as well. Likewise, it was intended to cover a general
knowledge of their biological, pharmacological, and pharmacokinetic aspects, topics closely related with
their structural differences. Results: A general approach of the main aspects for the study of statins is
obtained. This allows selecting the parameters according to the required by different researchers on this
area. Conclusions: The identification of statins requires of different obtaining and separation processes,
being SOE and HPLC the most used, respectively. Their biological actions are closely related with their
structure. Studies on toxicity in mammals have demonstrated that there is no evidence of cancerogenic,
mutagenic, and toxic effects.

Keywords: Statin, analytical techniques, pharmacology, pharmacokinetic.

INTRODUCCION central, enfermedades autoinmunes, gastrointes-
tinales, osteoporosis, degeneraciones maculares,
entre otras (2). Las primeras estatinas descubiertas
tueron aisladas de hongos micromicetos del género
Aspergillus, Penicillium y Monascus y posteriormente
se encontré que también son biosintetizados por
macromicetos del género Pleurotus (3, 4). La biotec-
nologfa ha desempefado un papel fundamental en
lo que respecta a la optimizacién de las condiciones
para favorecer la biosintesis de estos bioactivos por
procesos fermentativos. La quimica ha contribuido
en la construccién de las bases del estudio de las es-
tatinas, elucidando sus estructuras y estableciendo la
relacion estrecha que éstas tienen con sus bioacciones,
investigando acerca de cémo ocurren los procesos
biosintéticos en los hongos para poder intervenir en
ellos y favorecer su biosintesis desde un organismo en
particular, lo que requiere del desarrollo de procesos
de aislamiento, separacién y posterior purificacién.
Esta disciplina, de la mano de la farmacologifa, ha
permitido determinar cémo ocurren los procesos
de absorcién, distribucién, biotransformacién y
posterior excrecién de estos compuestos.

En la comunidad cientifica dia a dia se trabaja
en la basqueda de medicamentos que ayuden a la
solucién de diferentes dolencias que aquejan a la
sociedad, como es el caso de las enfermedades car-
diovasculares, en particular la enfermedad coronaria,
considerada la principal causa de mortalidad en los
paises desarrollados, siendo la aterosclerosis el comtin
denominador dentro de la mayoria de los pacientes.
Aunque el desarrollo de la aterosclerosis depende
de una compleja interaccién entre diversos factores
y procesos, se ha establecido una clara asociacién
entre los niveles elevados de colesterol en plasma y
el aumento de la enfermedad aterosclerética (1). Las
estatinas han demostrado ser una excelente alterna-
tiva para reducir los niveles de colesterol y adicional-
mente presentan un importante nimero de efectos
pleiotrépicos, definidos éstos como todas aquellas
bioacciones de un medicamento que son indepen-
dientes de las originales para las que fue concebido,
a saber: actividad antiinflamatoria, antioxidante,
tratamientos para enfermedades del sistema nervioso
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En esta revision se presenta una visién de los
aspectos mds importantes de las diferentes investi-
gaciones relacionadas con la quimica de las estatinas,
pasando por todas las etapas descritas antes y que
han sido el pilar para la construccién del importante
desarrollo que se tiene en la actualidad sobre este
prometedor grupo de medicamentos.

GENERALIDADES

Las estatinas conforman un grupo de medicamen-
tos empleados inicialmente por su efecto hipocoleste-
rolémico, pero el avance de las investigaciones sobre
sus propiedades biolégicas han permitido determinar
que estos compuestos exhiben a la vez importantes
efectos pleiotrépicos que ponen de manifiesto sus
bondades en tratamientos para esclerosis mdaltiple,
desérdenes neurodegenerativos como el Alzheimer,
cardiopatias no isquémicas, prevencién de fracturasy
regularmente reduccién en la incidencia de algunos
tipos de cdncer, asi como el debilitamiento del po-
tencial metastisico (1). Estas caracteristicas no estin
relacionadas con su efecto en la disminucién del coles-
terol sino con una posible accién antiinflamatoria (5).

Se pueden dividir en dos grupos: las de origen
natural y aquellas que son productos de sintesis.
Dentro de las primeras se encuentran: lovastatina,
simvastatina, pravastatina y mevastatina, producidas
por algunos hongos nativos o por procesos fermen-
tativos, mientras que la fluvastatina, atorvastatina,
cerivastatina, rosuvastatina y pitavastatina (INK-104)
son producto de sintesis (6). Una de las ventajas de
las estatinas naturales es que no presentan los efectos
secundarios exhibidos por las sintéticas. La primera
estatina natural, mevastatina (compactina), fue aislada
de Penicillium citrinum en 1971 y de ella no se conoce
hasta el presente uso clinico (3). En la actualidad las
comercialmente disponibles son lovastatina (Me-
vacor®, Merck Frosst), pravastatina (Pravachol®,
Bristol-Meyers Squibb), simvastatina (Zocor®,
Merck Frosst), fluvastatina (Lescol®, Novartis),
atorvastatina (Lipitor®, Parke-Davis) y rosuvastatina
(Crestor®, Astra-Zeneca) (7). Para el caso especifico
de la cerivastatina (Baycol®/Lipobay®, Bayer), que se
comercializ6 durante un buen periodo de tiempo,
fue voluntariamente retirada del mercado desde 2001
después de determinar clinicamente que su empleo
produce rabdomiolisis. Dentro de las estatinas sintéti-
cas de tiltima generacion se encuentra la pitavastatina,
la cual estd disponible para uso en Japén, y en Europa
se encuentra en la fase III de prueba (8).

ESTRUCTURA DE LAS ESTATINAS

La clasificacién dada a las estatinas puede apli-
carse teniendo en cuenta la estrecha relacién que
las mismas guardan con su estructura. Todas las
naturales conocidas como tipo I, poseen una mayor
porcién policétida que las del tipo 11, presentan en
comun el anillo hexahidronaftaleno funcionalizado
con un éster a-metilbutirico y una B-hidroxi-g-
lactona enlazada por un puente etilénico, pero difie-
ren las unas de las otras por la posicién de los metilos
sobre el anillo y la cadena lateral, como es el caso de
la lovastatina (Mevinolina, Monacolina K, Meva-
cor) que contiene una cadena lateral metilbutirica
y un grupo 6-a-metilo, ausente en la mevastatina
(Compactina, ML-236B, CS-500). La pravastatina
(Eptastatina, Pravacol) en su forma comercial se
encuentra como la sal sédica del B-hidroxiicido.
La simvastatina (Sinvinolina, Zocor) contiene un
grupo metilo adicional en la posicién 2’ de la ca-
dena lateral (9). El anillo de la B-hidroxi-8-lactona
de estos compuestos puede sufrir una apertura
hidrolitica y convertirse en los correspondientes
icidos 3’,5’-dihidroxiheptanoicos, que son las for-
mas activas y las responsables del efecto inhibidor
de la Hidroximetilglutaril (HMG) CoA reductasa
(10). Adicionalmente, a estos compuestos se ha
identificado y caracterizado otros estructuralmente
relacionados como la dihidrolovastatina y la dihi-
dromevastatina aisladas de Aspergillus terreus, las
monacolinas Xy M extraidas de Monascus ruber, que
tienen diferencias en el C8 de la cadena lateral (11).
Las monacolinas J y L aisladas de Aspergillus terreus,
con laausencia de la cadena metilbutirica de la lovas-
tatina. En la monacolina ] un grupo hidroxilo estd
presente en el C8, mientras que éste es sustituido
por un hidrégeno en la monacolina J y la dihidro-
monacolina L (9). La dihidromonacolina-MV es
la estatina mds recientemente aislada de Monascus
purpureus y se caracteriza por ser un derivado de la
dihidrolovastatina, donde el grupo éster correspon-
de a un 2-metilpropionato (12). Zhuge et al., 2008
(13), reportaron el aislamiento de la Wuxistatina
como producto de bioconversién de la lovastatina
por parte de una cepa bacteriana de Amycolatopsis
sp., adicionando un hidroxilo en la posicién 5,
derivindose asi un aumento de cuatro veces su
efecto inhibidor de la HMG-CoA reductasa. En la
figura 1 aparecen las estructuras de las diferentes
estatinas naturales, donde se puede ver claramente
las diferencias estructurales antes descritas.
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Figura 1. Estructuras de las estatinas tipo .

Con respecto a las estatinas del tipo 11, éstas
surgieron como producto de las diversas investi-
gaciones adelantadas en busca de la obtencién de
un medicamento hipocolesterolémico, con una
accién farmacolégica potenciada con respecto a las
estatinas naturales. Las estructuras de la atorvasta-
tina (Lipitor), fluvastatina (Lescol) y cerivastatina
(Baycol y Lipobay) son distintas entre si y muy
diferentes a las estatinas naturales.

Dihidromonacolina-MV

L. J. NietoR. et al.

Wauxistatina

RI= OH R2= CH, Dihidrolovastatina

R1= OH R2=H Dihidromevastatina

R1=CH, R2=H Dihidromonacolina L

Unicamente la porcién afin con la HMG CoA
reductasa, responsable de su accién inhibitoria, es
comiin a ambos tipos de estatinas (9). Todas ellas
son de magnitud molecular mds grande que las
naturales y tienen en comtn una cadena lateral
fluorofenil, un grupo metiletil y un icido hepte-
noico (8). La pitavastatina es una estatina nueva y
altamente efectiva que ya esta disponible para su uso
en algunos paises (14). En la figura 2 se encuentran
las estructuras de las estatinas del tipo II.
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HO

Fluvastatina

Cerivastatina

Figura 2. Estructuras de las estatinas tipo IIL.

Las caracteristicas estructurales previamente
especificadas estdn estrechamente relacionadas
con las propiedades fisicoquimicas de las estatinas.
Existen diferencias entre su lipofilia, tal como se
puede apreciar en la tabla 1, las cuales se reflejan
en su facilidad de paso a través de las membranas
celulares por difusién pasiva, y explica por qué la
pravastatina no atraviesa ficilmente las membranas
celulares mientras que la simvastatina si lo hace (15).

Tabla 1. Comparacién de la lipofilia de diferentes
estatinas (15)

LIPOFILIA A pH LIPOFILIA A pH
ESTATINA | ) 10 SEP)’ ESTATINA [, 10y SEI)’
Cerivastatina 1,69 + 0,02 Atorvastatina 1,11 + 0,02
Sinvastatina 1,60 + 0,06 Rosuvastatina| -0,33 + 0,06
Fluvastatina 1,27 + 0,07 Pravastatina -0,84 + 0,06

METODOS DE EXTRACCION

La solubilidad es dentro de las propiedades
fisicoquimicas una de las mis fundamentales y
particularmente uatil en una amplia variedad de
aplicaciones bioldgicas, quimicas, farmacéuticas
y ambientales. Esta propiedad es la base para una
seleccion adecuada de la técnica de extracciéon que
se debe aplicar para el estudio de un componente

COOH

OH

R

Pitavastatina

OH HO o

Rosuvastatina

especifico en cualquier matriz. En los dltimos anos
se han realizado estudios relacionados con la solubi-
lidad de algunas estatinas en diferentes disolventes
orginicos, en su mayoria alcoholes (16, 17) y en
acetato de etilo (7, 18). En esta dltima investigacién
los autores determinaron que las extracciones desde
medios acuosos son mis eficientes a pH bajos. Lee
etal.,2007 (19), reportan el uso de ultrasonido como
una herramienta eficiente, simple y segura para
realizar la extraccién de lovastatina desde capsulas
de Monascus.

El interés por el desarrollo de técnicas Gptimas
para la determinacién de estatinas en formulacio-
nes farmacéuticas y en matrices bioldgicas que
requieren el uso indispensable de procedimientos
para la eliminacién de interferencias, ha incremen-
tado la evaluacién de técnicas que permitan lograr
este objetivo. Entre éstas se incluye la extraccién
liquido-liquido (LLE), extraccién en fase sélida
(SPE) y extraccién con disolventes organicos sobre
matrices s6lidas (SOE) (20). Pansuriya ef al., 2009
(21), evaluaron el empleo de extraccién con CO,
supercritico con metanol como cosolvente, para ais-
lar las formas tanto lacténica como hidroxiicida de
la lovastatina obtenida por fermentacién en estado
sélido de Aspergillus terreus sobre salvado de trigo.
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Los autores resaltan las ventajas de esta técnica como
son: limpieza, seguridad, no inflamabilidad, no
corrosividad, no toxicidad, empleo de solventes eco
amigables, no contaminantes y libres de residuo per-
judicial, concluyendo que la metodologia empleada
tiene potencial para el aislamiento de la estatina a
partir del producto obtenido por la fermentacién
y con menos impurezas que las metodologias re-
portadas hasta este momento. Mds recientemente,
Martin et al., 2011 (7), comparan la extraccién por
sorcién en barra de agitacién (SBSE), la microex-
traccién dispersiva liquido-liquido (DLLME) y la
SPE para analizar la presencia de los inhibidores en
aguas residuales, concluyendo que la SPE genera los
mejores resultados para la mayoria de los analitos
(74-93% en agua pura, 46-97% en muestras de
rio y 64-93% en aguas residuales de efluentes). La
pravastatina fue pobremente extraida por DLLME
hasta el punto de no ser determinada. La SBSE
tnicamente se pudo emplear con la lovastatina y la
simvastatina pero con proporciones de recuperacién
de 19 y 38%, respectivamente; De igual manera,
mencionan que a pesar de la baja precisién de la
DLLME y la SBSE sobre la SPE, ofrecen algunas
ventajas: ambas técnicas son simples, presentan
bajos efectos matriz y requieren pocos voliimenes
de disolventes organicos.

METODOS DE SEPARACION E
IDENTIFICACION

Dentro de las técnicas de separacién de las
estatinas se incluye la cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) y la cromatografia de gases
(CG), siendo la primera de ellas la mis empleada,
prevaleciendo la utilizacién de separaciones en fase
reversa y el uso de detectores UV y DAD, rara-
mente se emplea detectores de fluorescencia o de
espectrometria de masas (MS) (20). Sin embargo,
estos métodos traen consigo algunos problemas
como son la complejidad de los procedimientos, el
consumo de disolventes orginicos grado cromato-
grafico, la polucién por los mismos y el consumo
de columnas cromatograficas. Estas desventajas
han llevado al uso de la electroforesis capilar de
alta eficiencia, constituyéndose en una opcién con
ventajas tales como los bajos costos de los anilisis,
el volumen pequeno de muestra, la automatizacién
y la alta selectividad (22-24). Damic et al., 2010
(22), y Nigovic et al., 2008 (23), evaluaron el efecto
del pH y de la concentracién del buffer usado, la
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influencia de un modificador orgdnico, del voltaje
aplicado y validaron el método, concluyendo que
su uso es confiable, simple, seguro, de bajo costo
y puede ser empleado en matrices complejas con
sensibilidades que estin en el orden de los ng/
ml. Recientemente se ha empleado cromatografia
liquida de ultra rendimiento (UPLC) como una
herramienta que provee mayores factores de capa-
cidad, mejor resolucién, aumento de sensibilidad y
alta velocidad de analisis con limites de deteccién
de 0,08ng/ml en tiempos de anilisis de 2 min (25).
Jun-Jun et al., 2009 (26), utilizaron espectrometria
de masas séxtuple (MS'-MS°) en modo positivo con
ionizacién por electrospray para la determinacién
de monacolina J, obteniendo informacién muy
completa y util sobre el patrén de fragmentacién
de esta molécula.

En revisiones previas se presenta aspectos rela-
cionados con las técnicas de anilisis de las diferentes
estatinas como la de Nirogi ef al., 2007 (8), quie-
nes se enfocaron en las técnicas de cuantificacién
utilizando MS como método de deteccién para la
atorvastatina, simvastatina, lovastatina, pravastatina,
fluvastatina, rosuvastatina y pitavastatina, resaltan-
do que el empleo de HPLC en combinacién con
espectrometria de masas en modo tindem (MS/
MS) es la técnica analitica con mejores ventajas
para la cuantificacién de las estatinas en muestras
biolégicas. En el mismo afio Hernando et al., 2007
(27), exploraron la LC-MS para la determinacién
de estatinas en muestras ambientales, determinando
que la aplicacién de esta técnica permite la deteccién
de concentraciones en niveles de trazas en diferentes
matrices acuosas y muestras de suelos. Los autores
hacen una detallada descripcién y anilisis de las
diferencias entre los métodos empleados, las condi-
ciones de las corridas y el efecto matriz que puede
influenciar dristicamente en la sensibilidad y repro-
ducibilidad del método. Novikova et al., 2008 (28),
estudiando la aplicacién de los métodos de HPLC
en la determinacién de simvastatina y atorvastatina
en varios campos de aplicacién y contemplando la
interconversién entre las formas dcidas y lactonicas
de las estatinas, concluyeron que la LC-MS/MS
se posiciona como el método de eleccién para los
analisis en mencién debido a su alta selectividad y
sensibilidad.

A pesar de ser la cromatografia HPLC con dife-
rentes detectores la técnica por excelencia empleada
para la determinacién de estatinas en distintas
matrices, también hay reportes relacionados con
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el empleo de otras técnicas. Tharpa et al., 2009
(29), usaron titulaciones indirectas con mezclas de
bromato-bromuro en medio icido como agentes
bromadores y tiocianato de hierro (IIT) como agente
auxiliar, para la determinacién de simvastatina en
medicamentos comerciales. Este método tiene las
ventajas de ser exacto y preciso, ademads de estar libre
de las interferencias comtinmente encontradas en
los excipientes de las tabletas. Asimismo, en este ar-
ticulo mencionan diversas técnicas espectrofotomé-
tricas, resaltando que su investigacion es la primera
en reportar el uso de una titulacién. Hacen alusién
al empleo de la reduccién por la simvastatina de hie-
rro (III) a hierro (II) y la subsecuente formacién de
azul de Prusia con ferricianuro, que es determinado
a730 nm. Igualmente, mencionan la opcién de que-
latar el hierro (IT) formado con 1,10-fenantrolina o
2,2’-bipiridina y medir el producto formado a 480
6 490 nm. Finalmente, haciendo alusién al estudio

MJA MJ MXA

MLA

MX

MKA
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de Vijaya et al., emplearon la formacién de un color
amarillo por la unién de simvastatina con nitrato
térrico en 4cido nitrico concentrado.

Con respecto a la identificacién de las estati-
nas, la mayorfa de las técnicas que se encuentran
reportadas emplean detectores UV o DAD, debido
a que ecllas presentan un espectro de absorcién
caracteristico con un miximo en 237 nm y dos
hombros en 227 nm y 243 nm, generados por el
anillo hexahidronaftaleno de las estatinas tipo I. La
identificacién generalmente se hace por compara-
cién de los tiempos de retencién con patrones ya
reportados, como en el estudio de Yong-Guo et al.,
2004 (30), quienes identificaron 14 estatinas en el
arroz rojo fermentado utilizando para su separacién
y posterior identificaciéon HPLC-DAD y MS. En
la figura 3 estd el perfil por HPLC-DAD para el
extracto etandlico del arroz rojo fermentado.
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Figura 3. Perfil por HPLC-DAD de las estatinas presentes en arroz rojo fermentado. MJA: monacolina |
hidroxiicida; MJ: monacolina J; MXA: monacolina X hidroxiicida; MLA: monacolina L hidroxiicida; MX:
monacolina X; MKA: monacolina K hidroxidcido; ML: monacolina L; P1: mevastatina; MMA: monacolina M
hidroxiicida; MK: monacolina K; MM: monacolina M; DMK: dihidromonacolina K (30).

Millership et al., 2001 (31), resaltan la importan-
cia de tener cuidado con los casos especificos en
donde la determinacién de las estatinas se realiza en
medicamentos de uso comercial, debido a la posible
presencia de algunos excipientes que interfieren
cuando se emplean medidas directas de absorbancia
como ocurre con el dcido ascérbico. Los autores em-
plearon espectroscopia de derivadas para eliminar
ese problema con excelentes resultados.

En lo referente al desarrollo de métodos para la
identificacién simultinea de las estatinas tipo I y II
existen pocas investigaciones. Pashaet al., 2006 (32),
determinaron lovastatina, simvastatina, pravastati-
na, atorvastatina y rosuvastatina en formulaciones
farmacéuticas y en estudios in vitro usando LC-UV
en un tiempo de 36 min. Gomes et al., 2009 (33),
reportaron la validacién de un método por HPLC-
UV con arreglo de diodos para determinar pravas-
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tatina, atorvastatina, rosuvastatina y fluvastatina en
productos farmacéuticos con tiempos no mayores a
5 min, pero en corridas cromatogrificas distintas.
Los autores se enfocaron en que los métodos fue-
ran especificos para determinaciones cuantitativas
en presencia de los productos de degradacién res-
pectivos para cada medicamento. Al afio siguiente
Damic et al., 2010 (22), desarrollaron un método

VITAE
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pravastatina, atorvastatina, fluvastatina y rosuvas-
tatina en una sola corrida utilizando cromatogra-
ffa capilar electrocinética miceliar (MEKC) con
excelentes resultados en términos de separacién y
con un tiempo de anilisis inferior a los 5 min. La
tabla 2 presenta, a manera de e¢jemplo, algunos de
los métodos de extraccién y separacién empleados
actualmente.

para la determinacién de lovastatina, simvastatina,

Tabla 2. Métodos de extraccién, separacién e identificaciéon empleados para el estudio de las estatinas.

P TECNICA DE
ESTATINA MEDIO EXTRACCION SEPARACION DETECTOR | REFE
LOVL 380 cepas flingicas SOE HPLC uUv (4)
LOVL Fructificaciones de Pleurotus ostreatus SOE HPLC uv (4, 34)
LOVL, C.OM’ PRAHYy Caldo de cultivo y micelio de Aspergillus terreus LLE y SOE HPLC uv (35)
Monacolina J i
LOVL, PRAH, COM vy | Micelio y medio agotado de Aspergillus y SOE. LLE HPLC uv (36)
Monacolina ] Monascus
LOVL LOVH Plasma SPE HPLC uv (37)
LOVL Micelio de Monascus ruber SOE HPLC uv (38)
LOVH Medio agotado de Aspergillus terreus Dilucién HPLC uv (39)
LOVL LOVH Estindar SOE H(IjI}E(' uv (40)
PRAH LOVL SIML Muestras acuosas SPE LC MS/MS (41)
LOVL Micelio, medo agotado y fructificaciones de SOE HPLC uv (42, 43)
Pleurotus ostreatus
SIM Preparaciones farmacéuticas SOE HPTLC Densnorpetrm (44)
de barrido
LOVL Arroz rojo fermentado SOE HPLC DAD (45)
LOVL, LOVH Monascus rubber SOE HPLC DAD (46)
LOVH Medio de cultivo de Aspergillus terreus LLE HPLC uv (47)
PRAH Caldo de fermentacién Dilucién HPLC EC uv (24)
SIML SIMH Plasma humano SPE HPLC MS/MS (48)
LOVH Micelio de Aspergillus flavipes SOE HPLC uUv (49)
PRAH Plasma y orina SPE HPLC uv (50)
LOVL, LOVH, SIML,
SIMH, PRAH Te Pu-Erh SPE HPLC uv (51)
LOVH Medio de cultivo de Aspergillus terreus Dilucién HPLC uUv (52)
LOVH Medio de cultivo de Aspergillus terreus LLE HPLC DAD (53)
LOV Cipsulas de Monascus SOE HPCE UV-VIS (19)
COM Penicillium brevicompactum SOE HPLC uv (54)
PRAH Productos farmacéuticos Dilucién CE MEZC DAD (23)
PIT Plasma humano LLE LC MS-MS (55)
LOYH COM, y otras 2 Arroz rojo fermentado SOE HPLCLC DAD MS (56)
estatinas
PRAH, LOV, SIM Estudio de estabilidad Dilucién HPLC LC DAD MS (57)
. SPE SBSE DLL- DAD

PRAH, Aguas residuales ME HPLC Q-TOF-MS 7)

SIMH:  Sinvastatina en la forma hidroxiicida LOVL:  Lovastatina en forma lacténica

PRAH:  Pravastatina en forma hidroxiicida SIML: Sinvastatina en la forma lacténica

LOVH: Lovastatina en forma hidroxiicida COM:  Compactina

FLU: Fluvastatina ROS: Rosuvastatina

ATO: Atorvastatina SPE: Extraccién en fase sélida

LLE: Extraccién liquido-liquido SOE: Extraccién con disolventes organicos

UPLC:  Cromatografia liquida de ultrarendimiento HPCE:  Electroforesis capilar de alta eficiencia

CE: Electroforesis capilar HPTLC: cromatografia en capa fina de alta eficiencia

SBSE: Extraccién por sorcién en barra de agitacién

DLLME: Microextraccién dispersiva liquido-liquido MEKC:  Cromatografia capilar electrocinética miceliar



LAS ESTATINAS: QUIMICA, TECNICAS ANALITICAS, BIOSINTESIS Y FARMACOCINETICA 57

BIOSINTESIS

Las primeras investigaciones efectuadas sobre
la biogénesis de las estatinas se enfocaron en las
monacolinas J y L mediante el empleo de "“C
marcado y cepas de Monascus ruber, sugiriendo que
estos compuestos son precursores de la lovastatina
y pueden estar clasificados como intermediarios
en su biosintesis. Desde una visién general estos
trabajos permitieron demostrar que la monacolina
L es la primera estatina sintetizada a partir de nueve
unidades acetato y, posteriormente, convertida a
monacolina J por una reaccién de hidroxilacion.
Asimismo la monacolina K se derivada de la mo-
nacolina J.

La monacolina X, el derivado a-metil-p-
cetobutiril éster de la monacolina J, es convertida a
lovastatina, mientras que ésta es acumulada en los
cultivos de cepas mutantes produciendo cantidades
no detectables de lovastatina (9).

Otros estudios han demostrado que la lovastati-
na L es el precursor de la lovastatina J a través de la
accién de un sistema monooxigenasa que envuelve
al citocromo P-450, presente en los extractos libres
de células de M. ruber. Experimentos posteriores,
empleando los extractos libres de células del Monas-
cus'y células vivas de Paecilomyces viridis, muestran la
transformacién de monacolina J a lovastatina. Por
otra parte, una combinacién de técnicas fisicas indi-
can una conversion de la monacolina ] en monaco-
lina L, via un paso que es muy distinto de la sintesis
de lovastatina (considerado el a-metilbutirilester de
la monacolina J) (9).

Con respecto a las investigaciones especificas
sobre la biogénesis de lovastatina, fueron realizadas
en cepas de Aspergillus terreus empleando precursores
marcados, arrojando como resultado que los pasos
biosintéticos inician desde unidades acetato (de 4y
8C ) enlazadas las unas a las otras en modo cabeza
cola para formar dos cadenas policétidas. El grupo
metilo presente en la cadena lateral o en el C6 de
algunas estatinas deriva de la metionina, como ocu-
rre frecuentemente en el metabolismo fingico, y se
inserta en la estructura antes del cierre de los anillos.
Este mecanismo demuestra que la mevastatina, la
cual carece del grupo 6a-metilo en C6, no es un
intermediario en la biosintesis de la lovastatina. La
cadena lateral mis grande es entonces ciclada y en
ciertas estatinas esterificadas por una cadena late-
ral en C8. Los dtomos de oxigeno presentes en la
cadena lateral son insertados, posteriormente, por

una oxidacién aerébica usando un precursor deoxi-
genado. Estudios sobre la incorporacién de PC en
la lovastatina y la simvastatina hechos sobre cepas
de Penicillium citrinum y Monascus ruber, indicaron
una ruta similar, la hidroxilacién enzimaitica y la
subsecuente esterificacién en C8 también fueron
observadas. En la figura 4 estd esquematizada la
ruta biosintética de la lovastatina (9).
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Figura 4. Ruta biosintética de la lovastatina (9).

Investigaciones mds recientes se han centrado
en el estudio de la cinética enzimdtica en conjunto
con la regulacion y la expresién genética implicada
en la biosintesis de estatinas en A. terreus. El primer
trabajo estudié el mecanismo involucrado en la
biosintesis de lovastatina, particularmente en lo re-
ferente a las dos cadenas policétidas. Los resultados
incluyen la caracterizacién de mutantes lov bloquea-
dos en A. terreus mostrando que el sistema sintasa
policétido multifuncional (PKSs) comprende una
lovastatina nonacétido sintasa (LINNKs) involucrada
en la ciclacién de la principal cadena policétida,
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para formar el anillo hexahidronaftaleno, y una
dicetidosintasa (LDKSs) envuelta en la transferencia
de la cadena lateral metilbutiril a la monacolina J.
Estudios de la estructura primaria de la PKS que
forma el nonacétido de la lovastatina han provisto
nuevos detalles de su biosintesis. La caracterizacién
del gen LNKs fue de fundamental importancia
para entender como los esqueletos carbonados de la
dihidromonacolina Ly la lovastatina se ensamblan.
La LNKs, producida por el gen lovB, interacttia con
lovC (un enoil reductasa putativo), para catalizar las
reacciones en la primera parte de la biosintesis, que
conduce a la dihidromonacolina L.

En el paso final la LDKSs, hecha por lovF, interac-
tda con lovD (enzima transesterasa) que cataliza la
tijacion del dcido 2-metilbutirico en la monacolina
J, derivada desde la monacolina L. Asimismo, se
ha dilucidado las principales caracteristicas de los
genes que codifican estas enzimas y los factores
reguladores en la produccién de lovastatina en A.
terreus. Una reaccién intramolecular Diels-Alder
endo cierra el nonacétido para formar un sistema
biciclico con la misma estereoquimica del anillo
de la dihidromonacolina L, catalizada por LNKs
purificada de A. nidulans. Finalmente, en una cepa
de A terreus, se investigd los pasos post-PKS en-
vueltos en la biosintesis de lovastatina, en la cual el
gen lovC se interrumpe. Estos resultados demues-
tran que el papel de la proteina lovC es asegurar
el correcto ensamblaje de la cadena nonacétida en
la lovastatina por la proteina lovB. En contraste, la
construccién de cadena lateral metilbutiril por la
LDKs (proteina lovF) no requiere la proteina lovC.
El estudio también demostré que la proteina lovC
no tiene ninguna funcién detectable en el proceso
post-PKS de la dihidromonacolina L (9). En la fi-
gura 5 aparecen los grupos de genes involucrados
en la biosintesis de la lovastatina.
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En conclusidn, los recientes avances en la clona-
cién de genes han contribuido a la identificacién de
muchas de las enzimas envueltas en la biosintesis de
lovastatina y han confirmado los pasos biosintéticos
hipotetizados en las primeras investigaciones (9).

Ademis de lo anterior se ha determinado que hay
una asociacion entre la produccién de lovastatina 'y
el crecimiento de Aspergillus terreus, al igual que un
efecto inhibidor del nitrégeno organico sobre la bio-
sintesis de la estatina (58). Bizukojcet al., 2007 (59),
estudiaron el impacto de suplementar el medio de
cultivo de A. terreus con vitaminas del grupo B para
determinar su efecto sobre la biosintesis de la forma
dcida de la lovastatina. Los investigadores postulan
la idea de que como la biosintesis de lovastatina re-
quiere cantidades importantes de coenzimas en las
células, la aplicacién de sus precursores en la forma
de vitaminas del grupo B podria influenciar positi-
vamente el proceso. Encontraron que en un medio
deficiente de nitrégeno, el grupo de vitaminas B,
especialmente la nicotinamida, piridoxina y D-
pantotenato de calcio, asi como una mezcla de ellas
con tiamina y riboflavina, aumentan la eficiencia
de la biosintesis de lovastatina. Barrios-Gonzilez et
al., 2010 (60), publicaron una revisién relacionada
con la produccién biotecnolégica y las aplicaciones
de las estatinas, en donde se realiza una descripcién
muy completa de la biosintesis de la lovastatina y la
compactina, especialmente enfocada hacia aspectos
bioquimicos y genéticos relacionados con el proceso
biosintético.

FARMACOLOGIA

Todos los inhibidores de la HMG-CoA reducta-
sa funcionan similarmente, por medio de enlaces al
sitio activo de la enzima inhibiendo sus funciones.
Sus diferencias estructurales estdn relacionadas con

ORF1  ORF2 IlovA lovB lovG  lovD lovE  ORF10
P450 | LNKS lovC ORF8
37kb
LovF ORF12 ORF14 ORF16  ORF17 ORF18
LDKS lovH ORF15 P450 11 2kb

Figura 5. Grupo de genes en la biosintesis de la lovastatina (lovB y lovF biosintesis del policétido; lovC enoil
reductasa; lovD transesterasa; lovE y lovH genes reguladores; ORF2 y ORF17 genes del citocromo P-450; ORF1
y ORF10 posibles genes de resistencia; ORF14 y ORF16 genes transportadores; lovG, ORF2, ORF12, ORF15y

ORF18 funciones desconocidas) (9).
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la potencia de inhibicién de la enzima. Las estatinas
comparten un componente estructural que es muy
similar a la porcion HMG de la HMG-CoA y todas
difieren de ella en que son mis voluminosas y mis
hidrofébicas. La porcién afin con HMG esti cova-
lentemente enlazada a un grupo hidrofébico rigido,
el cual va desde muy hidrofébico (cerivastatina)
hasta uno parcialmente hidrofébico (rosuvastatina).
En la figura 6 que corresponde a una ampliacién
de la imagen por rayos X del complejo enzima es-
tatina reportado por Istvan, 2003 (6), se resalta las
diferencias entre la rosuvastatina clasificada como
de tipo II (estatinas sintéticas) y la simvastatina co-
rrespondiente al tipo I (estatinas naturales).

':/ 57 — s
/Simvasta

(Q/ o o

Figura 6. Acercamiento de la imagen obtenida por rayos
X del complejo enzima-estatina en donde se muestran
los enlaces de la sinvastatina a) y la rosuvastatina b) a
la HMG-Coa reductasa (simvastatina IC,; = 9 nM;
Rosuvastatina IC,;, = 2nM) (6).

Al comparar las potencias inhibitorias de las dos
por sus IC, se evidencia claramente que la rosuvas-
tatina, al tener un mayor ntimero de interacciones
con la enzima, presenta una mayor potencia. En
la misma figura las lineas punteadas muestran las
interacciones entre la porcidn afin de las estatinas
con la porcion HMG de la enzima y se evidencia
que éstas son predominantemente i6nicas o polares.

Para el caso de las estatinas tipo I hay envueltos
numerosos enlaces de hidrogeno, asi como interac-
ciones del anillo de la decalina con una hélice de
la enzima. En contraste, los grupos metiletil de los
inhibidores de tipo II reemplazan funcionalmente
el anillo de la decalina y tienen una interaccién
enlazante adicional entre los grupos fluorofenil y
un residuo de la HMG-CoA reductasa. Ademas de
estas interacciones la rosuvastatina y la atorvasta-
tina tienen un puente de hidrogeno con el residuo
Ser565 de la enzima, envolviendo un dtomo de oxi-
geno sulfona (SO,R,) en el caso de la rosuvastatina
y un itomo de oxigeno de un carbonilo en el caso
de la atorvastatina (6).

FARMACOCINETICA DE LAS
ESTATINAS

Cualquier medicamento en general luego de ser
consumido por el paciente atraviesa por el proceso
de absorcidn, distribucién por los distintos érganos,
sistemas o espacios corporales, modificacién por
procesos quimicos y finalmente expulsion.

Absorcion

Todas las estatinas son absorbidas ripidamente
luego de su administracién, alcanzando las con-
centraciones maximas plasmaiticas a las 4 h (61).
Con excepcién de la lovastatina y la simvastatina,
las cuales son administradas en forma lacténica
como prodrogas y deben ser hidrolizadas in vivo
a la correspondiente forma B-hidroxiicida para
tener actividad farmacoldgica, todas las estatinas
son administradas como la forma activa que es la
B-hidroxiicida. La ingesta de alimentos tiene efec-
tos variables en la absorcion de las estatinas, la cual
disminuye la biodisponibilidad para la fluvastatina,
pravastatina y atorvastatina. Sin embargo, el efecto
hipocolesterolémico no difiere cuando se toma con
la cena o antes de acostarse. El tiempo de vida media
en el plasma es de 2 a 3 horas para todas las estatinas
exceptuando la atorvastatina, que estd en el rango
entre 14 a 20 horas, por lo que se puede acumular
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en el plasma, alcanzando un estado estacionario de
concentracién después de dosis multiples (15, 61).
Distribucion

Excepto la pravastatina todas las estatinas se en-
lazan fuertemente a las proteinas del plasma (prin-
cipalmente albtimina); por lo tanto, la exposicién
sistémica a restos de drogas activas no enlazadas
es extremadamente baja. Adicionalmente, ya que
las estatinas son altamente captadas por el higado,
las interacciones por desplazamiento son también
limitadas.

Como resultado del bajo enlazamiento de la
pravastatina a las proteinas, la proporcién de esta
que no esta enlazada es 10 veces mayor que la de
cualquier otra estatina; sin embargo, generalmente,
la amplia distribucién tisular es prevenida por las
altas propiedades hidrofilicas de la pravastatina (15).

Metabolismo

Todas las estatinas son metabolizadas por el ci-
tocromo P450 (CYP450) y las enzimas (CYP3A4,
CYP2C9, CYP2D6, CYP1A2) presentes en el
higado y en el intestino. La pravastatina tiene
multiples pasos metabdlicos, por lo tanto decrece
la posibilidad de cualquier interaccién del medica-
mento con la enzima CYP-2C9. La fluvastatina es
predominantemente metabolizada por el citocromo
CYP-2C9 y también por CYP-3A4 y CYP-2C8,y
el uso de inhibidores CYP-2C9 es raro. La cerivas-
tatina y atorvastatina son metabolizados en parte
por CYP-C3A4, pero si el citocromo estd inhibi-
do, podri ser eliminado por la via de otros pasos
metabdlicos con la disminucién en la velocidad de
degradacién. La simvastatina y la lovastatina son
exclusivamente dependientes de CYP 3A4 (15). Los
metabolitos activos de la atorvastatina extienden su
efecto sobre la HMGCOoA reductasa resultando en
tiempos de vida media de 20-30h (61).

Excrecion

Con excepcién de la pravastatina todas las esta-
tinas y sus metabolitos son excretados a través de la
bilis en las heces después de su metabolismo por el
higado. En consecuencia, la disfuncién hepitica es
un factor de riesgo de miopatia inducida por estati-
nas y por ende los productores recomiendan tener
precaucién cuando prescriben estatinas a pacientes
con un historial de enfermedades hepiticas (61). La
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cantidad de estatinas excretadas en la orina es mini-
ma, excepto la pravastatina la cual esti cerca del 20%
(15). La pravastatina es eliminada tanto por el rinén
como por el higado principalmente como el firmaco
sin alterar. La rosuvastatina también se elimina, en
gran parte sin cambios, tanto por el rifién como por
el higado y sus propiedades farmacocinéticas no se
alteran en los pacientes con insuficiencia renal leve
a moderada (61).

Toxicologia

Las propiedades farmacoldgicas importantes de
las estatinas han conllevado a un estudio muy pro-
fundo de sus caracteristicas y por consiguiente de
su toxicidad. En agosto del 2001 se reporté que la
cerivastatina causaba varias miopatias y rabdomio-
lisis con una inesperada alta frecuencia comparada
con otras estatinas de igual o mayor eficiencia, razén
por la que fue retirada del mercado (62).

Muchos de los inhibidores de la HMG-CoA
reductasa son metabolizados por el higado. El
dafio a este 6rgano es evaluado por un persistente
nivel elevado de sus transaminasas, aspartato ami-
no transferasa (ATS) y alanino amino transferasa
(ALT). El tratamiento con estatinas comtinmente
lleva a un pequeno aumento de ALT. Los niveles
de ALT tres veces mis altos del limite normal
indican en el paciente una potencial disfuncién
hepiética (ictericia colestisica). Mis del 5% de los
pacientes han mostrado un leve aumento en ATS
y ALT a las seis semanas de haber iniciado terapia.
La elevacién de las transaminasas por encima de
los umbrales téxicos estin presentes en 1-2% de
los pacientes con tratamiento de estatinas, y los
sintomas clinicos dependen de los pacientes. Adi-
cionalmente, la frecuencia de elevacidén persistente
de las transaminasas es consistente con todas las
estatinas comercializadas y en dosis dependiente
(15). Con la informacién que en la actualidad esta
disponible con respecto a la toxicidad de las esta-
tinas en mamiferos, no hay evidencia relativa a un
efecto carcinogénico, mutagénico ni téxico para su
reproduccién, ni efectos endocrinos, por lo que no
pueden ser clasificadas como sustancias con toxi-
cidad potencial crénica de acuerdo a los criterios
establecidos en EUA (27).

En la tabla 3 se encuentran resumidas las pro-
piedades farmacocinéticas de las estatinas.
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Tabla 3. Propicdades farmacocinéticas de las estatinas (61).
ATO CER FLU LOV PRA SIM ROSU PITA

Tlemgo qe Cualquler | Tardes Antes de acostarse Cor~1 comidas en la | Antes de acos- Tardes Cualqmer na
dosis 6ptimo | tiempo del dia mafiana y la noche [ tarse tiempo del dia
Biodisponibi-
lidad (%) 12 60 24 5 18 5 20 80
Solubilidad Lipofilica Lipofilica | Lipofilica Lipofilica Hidrofilica Lipofilica | Hidrofilica Lipofilica
Efecto de la Decrece la bio- No afecta Decrece la biodis- | Decrece la biodis- | Decrece la bio- | No No afecta na
comida disponibilidad ponibilidad ponibilidad disponibilidad | afecta
Enlace a pro- 1 gg > 99 > 98 > 95 50 95-98 |90 96
teinas (%)
Metabolitos | o, Si No Si No si Minoritarios | Vinori-
activos tarios
Tiempo de
vida media de |14 2,5 1,2 3 1,8 2 19 11
climinacién
Metabolismo
de CYP450 ¢ | Si3A4 Si3A4, 2C8 [ Si2C9 Si3A4 No Si3A4 | Limitado Limitado
isoenzimas
Excrecidn <5 30 6 10 20 13 10 na
renal (5)

ATO: Atorvastatina. CER: Cerivastatina. FLU: Fluvastatina. LOV: lovastatina. PRA: Pravastatina. SIM: Sinvastatina. ROSU: Rosuvastatina.

PITA: Pitavastatina. na: no disponibles.

CONCLUSIONES

Las estatinas, policétidos con variadas acciones
biolégicas y estructuras quimicas diferentes depen-
diendo de su procedencia comparten un componen-
te estructural que es muy similar a la porcion HMG
de la HMG-CoA, lo que les permite que actiien
como hipocolesterolémicas por inhibicién de la
HMG-CoA reductasa. La identificacién de las esta-
tinas en formulaciones farmacéuticas y en matrices
biolégicas requiere de diferentes procedimientos
experimentales que incluyen para su extraccién
LLE, SPE y SOE, siendo esta tltima la de mis am-
plio empleo. Dentro de las técnicas de separacién
se emplean HPLC y CG, donde la primera de ellas
es la mds empleada, prevaleciendo la utilizacién de
separaciones en fase reversa y el uso de detectores
UV y DAD, aunque existen técnicas de aplicacién
mis restringida como las titulaciones indirectas y
la espectrometria de masas séxtuple (MS'-MS°).
En cuanto a su farmacocinética, todas las estatinas
se absorben ripidamente, con un tiempo de vida
media en el plasma entre 2 a 3 horas, exceptuando
la atorvastatina. Su efecto hipocolesterolémico no
difiere cuando son tomadas con la cena o antes de
acostarse. Estudios de su toxicidad en mamiferos
han demostrado que no hay evidencia de efecto
carcinogénico, mutagénico ni téxico.
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