VITAE, REVISTA DE LA FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA
ISSN 0121-4004 / ISSNe 2145-2660. Volumen 20 numero 1, afio 2013
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia. pags. 49-63.

LAS ESTATINAS: QUIMICA, TECNICAS ANALITICAS,
BIOSINTESIS Y FARMACOCINETICA

STATINS: CHEMISTRY, ANALYTICAL TECHNIQUES, BIOSYNTHESIS AND
PHARMACOKINETICS

Ivonne J. NIETO-RAMIREZ D.Sc.!, Carolina CHEGWIN-ANGARITA M.Sc.",
Lucia ATEHORTUA Ph.D? Liuda J. SEPULVEDA A. Q.F?

Recibido: Abril 10 de 2012 Aceptado: Mayo 16 de 2013

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.
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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
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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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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

L. J. NietoR. et al.

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
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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
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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).

HO _o

(o)

9 Acetato H
1 Metionina =
+ R
CoA —— \ H —
ATP - AN W
NADPH
Dihidromonacolina L
HO (0]
O
02
-

Monacolina J Monacolina L

2-Metilbutiril CoA

T

2 Acetatos
1 Metionina
+
CoA
ATP
NADPH

Lovastatina

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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