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Abstract

According to WHO, 37,9 million people worldwide were living with HIV in 2018, and 1,7 million
new infections were reported in the same year. Each year, female infections account for more than
half of those newly infected, and women aged 15-24 account for 6,200 new infections each week
worldwide. With regard to infection prevention, most of the methods currently available depend
almost exclusively on man’s willingness to use them.

Polyoxometalates are inorganic anionic compounds, consisting mainly of oxygens and transition
metals in their highest oxidized state. It has been demonstrated that they exhibit antiviral, anti-
bacterial and antifungal biological activities, which can be increased by combination with certain
compounsd.

In this Final Project, a vaginal film was developed for the containment and release of a hybrid
Caff-Keggin POM, called CP3, with high anti-HIV activity that could be used as a method of infec-
tion prevention and whose use is controlled exclusively by women.

Design of Experiments techniques were used to establish the path forward to determine the
desired composition that optimizes the release profile of the active compound, the disintegration of
the polymeric matrix and the mechanical properties of the film. It was possible to obtain a compo-
sition with an acceptable desirability and that complies with the design conditions, with which it is
proposed to continue with the characterization and evaluation in greater detail.
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Resumen

Segun la OMS, en el ano 2018, 37,9 millones de personas en el mundo vivian con VIH y, en ese
mismo afio, se registraron 1,7 millones de nuevas infecciones. Cada afio, las infecciones de mujeres
representan mas de la mitad de los nuevos infectados, y las mujeres de 15 a 24 afos representan
6.200 nuevas infecciones cada semana en todo el mundo. Respecto a la prevencién de la infeccién,
la mayoria de los métodos disponibles en la actualidad dependen casi exclusivamente de la voluntad
del hombre de utilizarlos.

Los Polioxometalatos son compuestos inorganicos anidnicos, formados principalmente por oxigeno
y metales de transicién en su estado mas alto de oxidacién. Se ha demostrado que presentan activi-
dades biolégicas antivirales, antibacterianas y antiflingicas, y que la combinacién con determinados
compuestos la aumentaria.

En este Proyecto Final de Carrera se desarrollé un film vaginal para la contencidn y liberacién
de un Caff-Keggin POM hibrido, denominado CP3, con una alta actividad anti-VIH que prodria ser
utilizado como un método de prevencion del contagio y cuyo uso sea controlado exclusivamente por
la mujer.

Se utilizaron técnicas de disefio de experimentos para establecer el camino a seguir para de-
terminar la composicion deseada que optimice el perfil de liberacién del compuesto activo, la de-
sintegracién de la matriz polimérica y las propiedades mecanicas del film. Se pudo obtener una
composicién con una deseabilidad aceptable y que cumpla con las condiciones de diseno, con la cual
se propone continuar con la caracterizacién y evaluacién con mayor detalle.

Palabras claves: Film Vaginal - VIH - Diseiio de Experimentos - Polioxometalatos
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1. Introduccion

Segtin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2018, 37,9 millones de personas
en el mundo vivian con VIH. De estos, 27,5 millones se encontraban en Africa y 3,5 millones en
América. En Argentina, en este mismo afno se registraron 140.000 personas viviendo con VIH. De
las 37,9 millones de personas afectadas, solo el 62 % recibia tratamiento antirretroviral.[1]

En ese mismo afio, se registraron 1,7 millones de nuevas infecciones y 770.000 muertes a causa
del VIH. Si bien la tendencia de nuevas infecciones por afio se encuentra en descenso [1], la pre-
valencia del VIH esta aumentando a nivel mundial, debido a una mayor expectativa de vida de las
personas que reciben terapia antirretroviral. [2] Mas de la mitad de los nuevos infectados cada afio
son mujeres, y las adolescentes y las mujeres jovenes de 15 a 24 anos representan 6.200 nuevas
infecciones cada semana en todo el mundo, encontrandose la mayorfa en el Africa subsahariana. [1]

El VIH es un virus que afecta el sistema inmunoldgico, principalmente las células CD4, y en
estadios avanzados provoca el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), una enfermedad
que progresa hacia el fallo del sistema inmune, lo que permite el desarrollo de infecciones y canceres
oportunistas potencialmente mortales.

Sélo 23 de los 38 millones de personas que viven actualmente con el VIH tienen acceso a un
tratamiento eficaz y las nuevas infecciones que se producen cada afio siguen superando el nimero
de personas infectadas que inician la terapia antirretroviral. [1]

El VIH es uno de los desafios de salud puiblica mas grande del mundo y existe un compromiso
mundial para detener las nuevas infecciones y garantizar que todas las personas con VIH tengan
acceso al tratamiento.[3] Es por esto, que es necesario continuar tomando medidas y desarrollando
nuevos métodos que ayuden a evitar el contagio.

En la actualidad en todos los paises la gran mayoria de los métodos disponibles para la preven-
cién del contagio dependen de la voluntad del hombre para utilizarlos, dejando a las mujeres en una
situacion de gran desventaja. Es por esto que se propone el disefio de un método cuya utilizacién
dependa exclusivamente de la mujer.

Los polioxometalatos (POMs) son agrupaciones anidnicas que comprenden 6xidos de metales
de transicién (principalmente Mo, V y W) que presentan una amplia diversidad de estructuras y
propiedades, entre las que se destaca la actividad antiviral. En particular en este trabajo se utilizara
un Caff-Keggin POM hibrido, denominado CP3, disehado y caracterizado por el grupo de Quimica
Medicinal del CIBION (grupo dedicado al descubrimiento de farmacos antivirales). Para la aplicacién
clinica de este compuesto, es necesario el disefo de un sistema de liberacidn controlada ya que posee
problemas de solubilidad y de biodisponibilidad. Es por esto que se propone la utilizacién de un film
vaginal, ya que permitiria la liberacién del compuesto y el control por parte de la mujer del método
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de prevencion.
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2. Objetivo del proyecto

El objetivo general de este proyecto final de carrera es lograr el disefio optimizado y desarrollar
un film vaginal para la administracién local del compuesto CP3, un Caff-Keggin POM hibrido ca-
racterizado por el grupo de Quimica Medicinal del CIBION [4], para la prevencién del contagio de
VIH. Dentro de los parametros de disefio del film se plantean los siguientes objetivos especificos:

Perfil de liberacion:

1. Observar una liberacién de minimo 50 % del contenido durante los primeros 10 minutos
luego de entrar en contacto con el fluido vaginal

2. Observar una liberacién de al menos el 85 % para los 60 minutos.

Rapida desintegracion: observar el comienzo de la desintegracién dentro los primeros 3
minutos luego del contacto con el fluido vaginal.

Flexibilidad:

1. Poder enrollar y mantener el film en un cilindro de 1 cm de didmetro de seccidn sin que
se observen marcados en el mismo

2. Poder doblar el film por la mitad sin observar marcas permanentes.

Porcentaje residual de agua: Conservar no mas de un 10 % del peso residual de agua luego
del secado.

12
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3. Marco Tedrico

3.1. Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) pertenece al género Lentivirus dentro de la fa-
milia de los Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae. Las infecciones por Lentivirus suelen mostrar
un curso de la enfermedad con un largo periodo de latencia clinica, replicacién viral persistente y
participacion del sistema nervioso central.[5]

Sobre la base de las caracteristicas genéticas y las diferencias en los antigenos virales, el VIH
se clasifica en los siguientes dos tipos, que son morfolégicamente indistinguibles: [6]

= VIH 1: evolucioné a partir de los virus de inmunodeficiencia no humana de los chimpancés de
Africa Central (SIVcpz)

= VIH 2: evolucioné a partir de los virus de inmunodeficiencia no humana de los monos manga-
beyes de Africa occidental (SIVsm)

Ambos virus causan potencialmente el SIDA, aunque la afeccién al sistema nervioso central
puede ser mas frecuente en la infecciéon por VIH-2. Ademads, el VIH-2 se presenta menos virulento
que el VIH-1y el curso de la infeccién tarda mas tiempo en progresar hacia el SIDA. [5]

La OMS clasifica a las personas infectadas con VIH en tres categorias (Al - B2 - C3) en
funcién del estado clinico y el conteo de células CD4. El estado A es asintomatico, en el estado B
se observan sintomas desde leves hasta pertenecientes al complejo ARC (cortos episodios de fiebre,
diarrea, malestar, fatiga y pérdida de peso), y por dltimo, el estado C coincide con el Sindrome
de Inmuno Deficiencia Adquirida (SIDA). Con respecto al conteo de células CD4, en la etapa 1
el recuento de células CD4 en plasma es superior a 500 células/pul, en la etapa 2 entre 499 y 200
células/pul y en la etapa 3 por debajo de 200 células/pul, siendo el conteo de un persona sana de entre
500 y 1200 células/ul. El periodo total desde la infeccién hasta la evolucién en SIDA puede variar
desde 2 hasta mas de 25 afios, si no se recibe tratamiento. [6] En la Figura 1 se puede observar la
carga viral y el conteo de células CD4 para los 3 estados mencionados anteriormente.
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Figura 1. Diagrama del curso temporal de un infeccién por VIH no tratada. La escala de tiempo es
inicialmente semanas (fase aguda), luego meses y finalmente afios (etapas 2 y 3).[6]

Los sintomas luego de la infeccién con VIH dependen de la fase en la que se encuentre la persona.
En la fase aguda, algunas personas desarrollan sintomas similares a los de una gripe comdn. En una
etapa de infeccidn clinica latente, es probable que el paciente no note ningtin sintoma. A medida que
el virus continia multiplicindose y atacando al sistema inmune, es posible desarrollar infecciones
leves o sintomas crénicos como fatiga e inflamacién de ganglios linfaticos. En un estado de desarrollo
de SIDA, el sistema inmunolégico se encuentra tan comprometido que es altamente probable que el
paciente desarrolle infecciones o canceres oportunistas. Dentro de estos, se reconocen la Neumonia
por Pneumocystis carinii y el linfoma.

3.1.1. Estructura del virus

Una particula de VIH se caracteriza por tener un didmetro de aproximadamente 100 nm y estar
recubierta por una membrana rica en lipoproteinas. En la Figura 2 se puede observar una represen-
tacion esquematica de la estructura del virus.
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Figura 2: Diagrama esquemdtico de la estructura de una particula de VIH. [5]

Cada membrana incluye heterodimeros de glicoproteinas compuestos por trimeros de la proteina
gp120 en la superficie externa y glicoproteinas gp41 en la porcién transmembrana, unidas entre si.
La unién entre estas no es covalente, por lo que gpl20 puede desprenderse espontdneamente y
ser detectada en el suero o tejido linfatico de pacientes infectados. La proteina de matriz p17 se
encuentra anclada al interior de la membrana lipoproteica. La membrana del virus y esta matriz
proteica incluyen la capside compuesta de polimeros del antigeno central p24. La cdpside contiene
dos copias de ARN viral combinadas con una proteina nuclear y las enzimas transcriptasa reversa,
integrasa y proteasa.[5][6]

El virus, ademds, se caracteriza por otras proteinas accesorias y reguladoras que juegan un
papel muy importante en la modulacién de la replicacién del mismo. Dentro de estas, se destacan la
proteina Tat, que se expresa inmediatamente después de la infeccién y promueve la expresion génica
y la proteina Rev, que asegura la exportacién desde el nicleo al citoplasma del ARN.

3.1.2. Mecanismo de contagio

El virus puede entrar al cuerpo a través de las mucosas sanas, la piel o mucosa lesionada y
por inoculacién parenteral, con una dosis mayor requerida para la infeccién a través de las mucosas
en comparacién con la infeccidén a través del torrente sanguineo. Si bien dos vias de contagio muy
estudiadas son la administraciéon parenteral de drogas y la inhalacién de drogas con epistaxis, la
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mayoria de las nuevas infecciones se deben a transmisidn sexual. [6]

El factor mds importante en cuanto al aumento del riesgo de transmision sexual del VIH es el
ndmero de copias por mL de ARN del virus en plasma (carga viral). [2] Una dosis infecciosa humana
(HID, por sus siglas en inglés) corresponde a aproximadamente 500 a 1.000 particulas de VIH.

El contagio por transmision sexual puede darse si se tiene sexo vaginal, anal u oral con una
persona infectada cuya sangre, semen o secreciones vaginales entren en el cuerpo de la persona
sana. El virus podria entrar en contacto con el torrente sanguineo a través de llagas en la boca o
pequefios desgarros que pueden ocasionarse en la vagina o recto durante la actividad sexual. [7] La
transmision puede darse a través del epitelio estratificado de la vagina y el extocérvix o del epitelio
columnar de simple capa del endocervix. [8]

Si bien las células epiteliales de la mucosa estratificada son CD4 negativas, las células Lan-
garhans y linfocitos T que residen en esta zona son CD4 positivos, lo que los convierte en posibles
objetivos del VIH. El virus podria lograr penetrar la mucosa para acceder a estas a través de pequeiias
brechas en el epitelio, lo que le permitiria a su vez, estar en contacto con los tejidos del estroma
que se encuentran densamente poblados de células dendriticas, macréfagos y linfocitos T que son
CD4 positivos y quimiocinas CCR5 o CXCR4. [8]

La transmision de madre a hijo se ha demostrado a partir de la 12Y* semana de gestacién, pero
la transmisién se produce predominantemente (<90 %) en el dltimo trimestre y particularmente poco
antes o durante el nacimiento. El VIH puede ademas, ser transmitido a través de la leche materna.

[6]
3.1.3. Mecanismo de infecciéon

El virus VIH infecta células pertenecientes al sistema inmunolégico humano. Se destacan las T
helpers, especialmente las células CD4 activas, los macréfagos y las células dendriticas.

En la Figura 3 se puede observar una representacién esquematica del ciclo de replicacién del
virus. Este consiste de los siguientes pasos:

1. Unién y entrada
Eliminacién de la envoltura
Transcripcién

Integracion del provirus

Sintesis de proteinas y ensamblaje del virus

o a0 &~ v DN

Eclosién
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Figura 3: Representacién esquematica del ciclo de replicacién del VIH. [5]

El proceso de entrada del virus a las células estd dado a través de tres eventos, unién del virus
a la células, activacion y fusion. En esta etapa, juegan un papel muy importante las subunidades
gp41 y gpl120 del virus. Por un lado, la subunidad gp41 contiene un péptido hidréfobo fuségeno en
su terminal amino, que es esencial para la fusién de las membranas viral y celular. Por el otro, la
subunidad gp120, al unirse con la proteina CD4 del linfocito, desencadena un cambio estructural en
la estructura del virus, que expone uno de sus dominios capaz de unirse a receptores de quimiocinas
en la membrana del linfocito. Esta interaccion célula - virus se produce a través de los correceptores
de quimiocinas CCR5 y CXCR4. [2] La doble unién de gpl20, tanto al receptor de CD4 como al
de quimiocina permite una unién mds estable del virus al linfocito, lo que a su vez permite que el
péptido de fusién N-terminal de gp41 penetre en la membrana celular.

Luego de la fusién de la membrana, el ndcleo del virus es disuelto en el citoplasma de la célula
target, liberando el ARN viral. Este, es luego convertido en ADN proviral por accién de las proteinas
transcriptasa reversa e integrasa. La integracién del ADN proviral y la expresién del provirus requie-
ren que la célula target esté en un estado activado. Al activarse la célula, en el nicleo se produce
la transcripcion del ADN proviral en ARN mensajero. A continuacién, el ARN viral mensajero migra
al citoplasma, donde se sintetizan proteinas estructurales para conformar los nuevos viriones. Por
ultimo, dos cadenas de ARN viral se asocian con las enzimas de replicaciéon y las proteinas nucleares
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se ensamblan sobre ellas, formando la capside. Esta particula inmadura migra hacia la superficie de
la célula, donde es eclosionada adquiriendo una nueva envoltura. [5][6]

En la Figura 4 se puede observar el desarrollo de la infeccién tras la exposicién al VIH. Luego
del cruce de alguna barrera fisica, la unién de una particula de VIH a una célula CD4 requiere desde
30 minutos hasta 2 horas, la transcripciéon del genoma de ARN viral a ADN proviral se completa
luego de 6 horas y la integracién en el genoma del huésped toma otras 6 horas. A continuacién de
la integracidn, las particulas de virus son detectables aproximadamente 12 horas después. Uno o dos
dias después de la infeccidn se puede detectar el VIH en el tejido linfatico y dentro de 5 a 6 dias en
los ganglios linfaticos. Después de 10 a 14 dias de la infeccién el VIH puede ser detectado en todo
el cuerpo, incluyendo el sistema nervioso.

Infected resting Late-responding CTLs
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Figura 4: Fases de la infeccién tras la exposicién al VIH. [9]

Se conoce como periodo ventana al lapso de tiempo en el que un individuo ha sido infectado con
VIH pero atin no realizé la conversion seroldgica, es decir, que atin no ha desarrollado anticuerpos para
el virus de VIH. Durante este periodo en el que el paciente ya ha sido infectado y puede contagiar,
el recuento de anticuerpos puede ser tan pequefo que no es detectado en un test seroldgico.

3.1.4. Prevencién del contagio de VIH

La prevencién del contagio por transmisién sexual es la prioridad en el intento por controlar la
epidemia de VIH. Ninguna de las medidas de prevencién disponible a la fecha es suficientemente efi-
caz por si sola, y se necesitan muchas intervenciones para controlar la epidemia. [2]. Al momento, la
intervencién mas potente para reducir la transmision sexual es la terapia antirretroviral en personas
infectadas.
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Dentro de los métodos de prevencién disponibles al momento se destacan los siguientes:

Utilizacién de preservativo con una efectividad del 80% para la transmisién en relaciones
sexuales de parejas heterosexuales y del 70 % en relaciones hombre-hombre.[10]

Utilizacidén del tratamiento como prevencidon. La correcta utilizacién del tratamiento segtn
prescripcion médica puede lograr una carga viral indetectable que no permite la transmision.

Utilizacién de profilaxis postexposicién (PEP). Se trata de la utilizacién de antirretrovirales
por un corto plazo (28 dias) para reducir la posibilidad de contraer VIH luego de una posible
exposicion. Comenzar con la toma de la PEP en las primeras 72 horas luego de la exposicidn
pude reducir en gran medida el riesgo de infeccién. [7]

Utilizacién de profilaxis preexposiciéon (PrEP). Consiste en la toma de medicamentos para el
VIH diariamente por parte de personas con muy alto riesgo de contrarelo, para reducir las
probabilidades. Segin el CDC, la PrEP puede reducir el riesgo de contraer el VIH por via
sexual en mas del 90 % y por el uso de drogas inyectables en mas del 70 %. [11]

No compartir jeringas ni reciclar material quirdrgico y utilizar siempre elementos estériles.

Ademas de los métodos mencionados anteriormente, se encuentran bajo estudio otras formas

de prevencién con foco principal en la mujer, como la administracién de farmacos a nivel local para
evitar la infeccién.

3.1.5. Tratamiento

das,

A fines de la década de 1990 se desarrollaron las primeras terapias antirretrovirales combina-

que fueron capaces de suprimir la replicacion viral. El desarrollo de estas terapias permitié

transformar el VIH de una enfermedad progresiva con un resultado fatal en una enfermedad crénica
controlable y mejorar considerablemente la calidad de vida de los pacientes.

En la Figura 5 se puede observar una representacion esquemdtica del ciclo de vida del virus en

la que se seialan los puntos de accién de los siguientes tipos de farmacos antiretrovirales:

Inhibidores de fusién

Inhibidores de la transcriptasa reversa
Antagonistas de receptores de quimiocinas
Inhibidores de la proteasa

Inhibidores de la integrasa
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Figura 5: Ciclo de vida del VIH mostrando los sitios de accién de diferentes clases de farmacos
antirretrovirales. [2]

La terapia estandar antiretroviral combina dos inhibidores nucleosidicos de la transcriptasa re-
versa con uno no nucleosidico, un inhibidor de la proteasa o un inhibidor de la integrasa.

A medida que el avance en los tratamientos permitié una expectativa de vida mayor, se ha
observado una mayor generacién de tolerancia frente a la combinacién de farmacos. Ademds, se
ha visto cuestionada la necesidad de realizar la terapia con 3 inhibidores distintos. Por mds que
estudios iniciales de nuevos regimenes de tratamiento mostraron una eficacia deficiente o toxicidad
alta, recientemente los estudios SWORD 1y 2 y GEMINI 1y 2, que combinan la utilizacién de
un solo inhibidor nucleosidico y uno no nucleosidico, llevados a cabo por ViiV Healthcare, lograron
aprobacién para el régimen de tratamiento por parte de la FDA.[12]

Si bien combinaciones de los tratamientos mencionados anteriormente pueden lograr controlar
la enfermedad y mejorar considerablemente la calidad de vida de las personas infectadas, ninguno
es una cura definitiva y esta aln se encuentra muy lejos. Esto es una razén mds que resalta la
relevancia de trabajar en el desarrollo de métodos de prevencién del contagio.
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3.2. Microbiocidas para la prevencion del VIH en mujeres

La bidsqueda de un microbiocida para la proteccién frente al VIH se vio impulsada por el deseo
de contar con una herramienta de prevencién que se encontrara bajo el control de las mujeres. Esto
se debe a que en el momento que comenzaron a desarrollarse las investigaciones, al igual que ahora,
la mayoria de los elementos de prevencién en los que participan las mujeres se encuentran bajo
el control de sus parejas masculinas y en numerosas situaciones muchas mujeres se encuentran en
condiciones en las que no pueden negociar su uso con sus parejas.

Una ventaja muy considerable que presentan los microbiocidas en la prevencién del contagio de
VIH es que pueden satisfacer las necesidades de prevencion en individuos y grupos para los cuales
las formas de profilaxis preexposicién oral diarias atin no han sido aceptadas. Ademas, los micro-
bicidas pueden brindar un control personal sobre la prevencién del VIH y ofrecer la posibilidad de
un uso discreto, cualidades que pueden ser particularmente importantes para las parejas receptivas
en las relaciones sexuales, como las mujeres y los hombres y mujeres transexuales, que en conjunto
representan la mayoria de las nuevas infecciones por el VIH en todo el mundo. [13]

Por otro lado, la posibilidad de incluir el microbiocida en alguna tecnologia multipropdsito que
permita proporcionar beneficios adicionales, como la prevencién de embarazos o infecciones de trans-
mision sexual, podria ayudar a reducir el estigma relacionado con el VIH y lograr una mayor adhesién.

Actualmente se encuentran mas de 50 farmacos en desarrollo preclinico por su utilidad como
microbicida para la prevencién del VIH y 12 microbicidas candidatos en diversas etapas de desarrollo
clinico. [14]

3.3. Polioxometalatos

Los polioxometalatos (POM) son conjuntos discretos de éxidos metalicos de transicién tempra-
na [MO,] con x = 4—7y M siendo generalmente Mo, W o V y a veces Nb. Pueden ser vistos como
arreglos de octaedros [M Og] que comparten bordes o vértices, cada uno con hasta dos vértices sin
compartir donde se ubican los oxigenos terminales. [15] Las superficies del polianién estdn delimita-
das por atomos de oxigeno débilmente enlazados o de enlace miltiple no basico, lo que desfavorece
toda polimerizacién posterior.

Los POMs se observan en una gran variedad de estructuras que se pueden agrupar segtin la
composicién, el estado de oxidacién de los metales y aspectos estructurales en heteropolianiones,
isopolianiones, clusters de azul o marrén de molibdeno reducidos y polioxopaladatos. Los hetero-
polianiones son agrupaciones de 6xidos metalicos que incluyen heteroaniones como SO3~, PO3™,
AsO3™ y SiO;*. En cambio, los isopolianiones estan compuestos por clusters del éxido de metal,
pero sin el heteroanidn interno y suelen ser mds inestables que los anteriores. A continuacién se
ejemplifican algunas de las estructuras mas estudiadas y en la Figura 6 se pueden observar algunas
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representaciones esquematicas de las mismas:

» Estructura de Lindquist: tiene formula general [MO19]"~, donde M es un metal de transicidn
temprana. Se obtiene por combinacién de octaedros M Og que comparten bordes.

= Estructura de Anderson-Evans: tiene formula general [X MgOy4|" en la que M es un metal
de transicién temprana y X otro metal. Se obtiene por combinacién de octaedros X Oy y
octaedros M Og que comparten bordes.

= Estructura de Keggin: tiene formula general [XM504]"" en la que M es un metal de
transicion temprana y X otro metal, generalmente B, Si o P. Se obtiene por combinacién
de tetraedros X O, y octaedros Mg que comparten esquinas y bordes.

» Estructura de Wells-Dawson: tiene formula general [X3M3042]"~ en la que M es un metal
de transicién temprana, generalmente V y X otro metal, generalmente P. Se obtiene por
combinacién de tetraedros X O, y octaedros M Og que comparten esquinas y bordes.
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Figura 6: Representacion de las estructuras mas tipicas de POMs. En dorado se observan los gru-
pos [MOg], en verde claro los heteroaniones centrales [XO,]y en verde oscuro los heteroaniones

sustituyentes [M’'Og| [16]

En particular, el anién a-Keggin de férmula general [X M150,40]9~
Ms30+3 unidos entre si en los vértices de un tetraedro y rodeando al heterodtomo central X. Cada
una de estas unidades puede ser unida de dos maneras diferentes, lo que da lugar a 5 isémeros
conocidos como isémeros " Baker-Figgis”. El isomero o de simetria T}; es el mas estable y abundante.
Los isémeros (3, 7, 0 y € se obtienen mediante una rotacién de una, dos, tres y cuatro triadas
respectivamente con respecto al isémero «. En la Figura 7 se puede observar una representacién

esquematica de estos isdmeros.
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Figura 7: Representacion de los isomeros de la estructura de Keggin.

Los POMs de estructura completa suelen ser débilmente bdsicos y nucledfilos, excepto cuan-
do la carga superficial aumenta por la sustituciéon de metales o por la reduccién del mismo. Los
POMs incompletos o lacunares reaccionan con una gran variedad de metales de transicién (TM)
para dar POM sustituidos por TM. Con esta estrategia, muchos atomos de la tabla peridédica han
sido incorporados en un marco de POM, ampliando las propiedades de reactividad de los mismos. [15]

La estructura de Keggin, en particular, puede ser modificada por hidrdlisis controlada, cam-
bios de pH o soluciones de metales o sales de heteroaniones para remover alguno de sus centros.
El resultado de esta modificacién da lugar a una especie lacunar de forma [X M;1039|"". El sitio
vacante lacunar puede incorporar metales funcionales, conocidos como heterodtomos secundarios, a
través de los 4tomos de oxigeno de la superficie y/o a través de los dtomos de oxigeno terminales si-
tuados en el sitio vacante. Esta caracteristica es muy (til para la posterior funcionalizacién del POM.

Por ejemplo, el POM Keggin lacunar [Si1¥1103]%", posee una mayor densidad de carga negativa
que el Keggin saturado [SiTV1204]*~. Esta mayor densidad de electrones facilita la conexién con
un elevado ndmero de iones metdlicos, lo que da lugar a nuevas estructuras complejas. [17] Dentro
de estas estructuras se destaca el POM sandwich con estructura de Keggin sustituido por Cerio
K13[Ce(SiW11039)2]226 H,O] que ha reportado un potente actividad anti-VIH. [18]

3.3.1. Polioxometalatos hibridos

La funcionalizacién de los POMs puede obtenerse mediante la vinculacién covalente o no cova-
lente con compuestos organicos, para introducir nuevas funcionalidades en el mismo. Estas nuevas
estructuras hibridas abren un amplio espectro de posibilidades y desafios de investigacién, [19] y
pueden ser agrupadas en dos clases. La primera, comprende las estructuras en las que el compuesto
organico se encuentra unido de manera no covalente, generalmente por interacciones electrostdti-
cas. La segunda clase, en cambio, incluye a aquellas en las que la unién es de manera covalente. El
agregado de estos compuestos a la estructura puede conferirle propiedades y funciones nuevas muy
variadas que van desde control de la disolucién, precipitacién y purificacién hasta actividad antiviral,
antifingica o antibacterial.

Dentro de estos compuestos hibridos de Clase |, para este proyecto, se destacan los que se
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obtienen por la unién idénica con un compuesto alcaloide derivado de la xantina, como son la ca-
feina, la teofilina y la teobromina. Se trata de compuestos nitrogenados con base en purinas que se
encuentran bajo estudio por sus propiedades con potencial medicinal como inhibidores de enzimas y
actividad antibacterial entre otros. [20]

Se ha encontrado evidencia de que los derivados de la xantina, en especial la cafeina, presentan
actividad anti-VIH. Por ejemplo, se ha encontrado una relacién entre el consumo de cafeina y los
marcadores inmunoldgicos de la enfermedad, ademds de un aumento en el conteo de células CD4
y una disminucién de la carga viral con un aumento del consumo de cafeina. [21] Por otro lado,
resultados sugieren que la cafeina inhibe la via ATR (proteina quinasa especifica de la serina/treonina)
y afecta a la transduccién del VIH-1, y otros estudios se basan en la inhibicién de la replicacién del
VIH-1 por parte de la cafeina y las metilxantinas relacionadas con la cafeina, debido a un efecto en
la fase de integracién del ciclo vital del virus. [22] [23]

3.3.2. Actividad antiviral de los polioxometalatos

La actividad antiviral de los POMs comenzé a ser estudiada y testeada in vivo en Francia,
alrededor del 1972 por Raynaud y Jasmin. Las investigaciones de este grupo permitieron demostrar
la inhibicién por parte de los POMs de ADN polimerasas dependientes de ARN en retrovirus. Esto

permitié a su vez, formar la hipdtesis de su actividad contra el VIH, que mas tarde demostraron.
[24]

Luego, Witvrouw et al. [24] demostré que la actividad anti-VIH de los heteropolioxotungstatos
tenia una relaciéon estrecha con la estructura del POM y que podia inhibir la replicacién de proteasas
de VIH-1 y VIH-2. Sus descubrimientos llevaron a la conclusién de que la cantidad de estructuras
de Keggin o Dawson en cada cluster era inversamente proporcional a la actividad anti VIH-2 pero la
actividad anti VIH-1 no se veia afectada. Como se menciond anteriormente, la glicoproteina gp120
de la envoltura del virus del VIH es de vital importancia ya que permite la unién a las células CD4+.
Este grupo a su vez, demostré la inhibicién de la unién del virus gracias al bloqueo de esta proteina.

3.4. Administracion vaginal de farmacos

La administracién de drogas por via vaginal es un abordaje interesante para el tratamiento de
afecciones tanto locales como sistémicas. La via vaginal presenta varias ventajas en este aspecto para
la administracién de compuestos bioactivos frente a la administracién parenteral u oral, debido a su
gran superficie, alto flujo sanguineo, el hecho de que evita el efecto de primer paso hepdtico, evita
la eliminacién presistémica dentro del tracto gastrointestinal y la posibilidad de auto administracién
por parte del usuario. [25] [26]

Por otro lado, se destacan algunas consideraciones a tener en cuenta durante el diseno, como
por ejemplo antecedentes culturales, cuestiones de higiene personal, especificidad de género e in-
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fluencia sobre las relaciones sexuales.

Originalmente la administracién de drogas por via vaginal se utilizé para la administracién
de anticonceptivos y drogas destinadas al tratamiento de infecciones vaginales, pero con el paso
del tiempo se la ha comenzado a utilizar para la entrega de drogas activas localmente como an-
tibacterianos, antiflingicos, antiprotozoarios, antivirales, inductores de parto, agentes espermicidas,
prostaglandinas y esteroides entre otros.

Gran parte de la investigacién relacionada con este drea en los ultimos afios fue impulsada
gracias a los microbiocidas y con foco principal en la prevencién de la transmisién sexual de VIH.
Un microbiocida es compuesto o formulacién quimica que tiene como objetivo, al ser insertado en
la vagina previo a las relaciones sexuales, prevenir o reducir el riesgo de transmision sexual de infec-
ciones. La administracion vaginal de estos agentes puede lograrse a través de geles, films, pastillas
y anillos vaginales.

De todas formas, los métodos de administracion mencionados presentan algunas desventajas
dentro de las cudles se destacan las fugas y un tiempo de permanencia del farmacos relativamente
bajo debido a acciones de auto limpieza del tracto vaginal. Teniendo en cuenta esto, al momento
de disefiar la formulacién es importante tener en cuenta los siguientes aspectos:

= Dispersion del farmaco por la vagina
= Tiempo de permanencia prolongado
= Interaccién fisico quimica adecuada con los fluidos vaginales

» Perfil de liberacién del compuesto activo

El método elegido para la administracién por via vaginal debe ser disefado para que cumpla
con los siguientes requisitos: [27]

= Debe disolverse en el entorno vaginal

= No debe ser téxico ni irritante

= No debe tener ninguna forma metaestable

= Debe poseer propiedades de humectacién, emulsiéon y viscosidad

= Debe tener un tiempo de contacto adecuado al perfil de liberacién

m Debe ser aceptado por el paciente, no debe tener efectos adversos en las relaciones sexuales,
no debe tener olor ni color, no debe provocar fugas, irritacion, picazén ni ardor.
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El mecanismo de accién de cada agente microbiocida definird el sistema de administracién por
via vaginal mas adecuado. En caso de que el agente actie bloqueando un receptor o correceptor en
las células blanco, es necesario que el sistema sea capaz de entregar el farmaco al lugar de accién.
Por otro lado, si actua irrumpiendo la membrana viral antes de que se produzca la adhesién al
blanco, el microbiocida podra ser entregado al lumen vaginal sin necesidad de penetrar de manera
mas profunda la mucosa vaginal.

3.5. Histologia y fisiologia vaginal

La vagina es un tubo fibromusuclar colapsado de paredes delgadas de entre 7 y 10 cm que se
extiende desde el exterior del cuerpo hasta el dtero. [14] En el tracto genital inferior se reconocen
las siguientes cuatro regiones anatémicas que se observan en la Figura 8:

[

. El introito: cubierto por epitelio estratificado y queratinizado

N

. Epitelio vaginal: cubierto por epitelio estratificado y no queratinizado
3. El ectocervix: cubierto por una capa de mucosa similar a la vaginal

4. El endocervix: cubierto por epitelio columnar simple con un gran nimero de glandulas.

Figura 8: Regiones del tracto genital inferior femenino.

El epitelio vaginal se encuentra recubierto por el fluido vaginal, compuesto de secreciones de las
glandulas vestibulares cervicales, transudado de plasma y fluidos endometriales. La mucosa cervical
se encuentra compuesta por agua, mucina, glicoproteinas, proteinas plasmaticas, enzimas, aminodci-
dos, colesterol, lipidos y una serie de iones inorganicos. [14] Estos protegen contra la entrada de
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patogenos y puede ser tanto un blanco como una barrera para la administracién del farmaco.

En lo que respecta a la prevencién del VIH, los fluidos y mucosas vaginales juegan un doble rol.
Por un lado, actian como un mecanismo natural de proteccidn, inhibiendo la transmisiéon del virus.
Por otro lado, la presencia fisica de un capa de fluido en el epitelio asi como la actividad enzimatica
en el el fluido vaginal ha sido identificado como una barrera importante para el entrega y absorcion
de drogas desde los sitios de la mucosa. [14]

Otro aspecto importante a comprender durante el desarrollo de sistemas de administracion de
microbiocidas, es el componente inmunoldgico del tracto genital femenino. A lo largo de toda la
mucosa cervical y vaginal, se encuentran presentes células T y células presentadoras de antigenos.
Se estima que los leucocitos representan entre el 6% y el 20% del nimero total de células en
las trompas de Falopio, el endometrio, el cuello uterino y la mucosa vaginal. Las células T CD8+
representan alrededor del 50 % de los leucocitos, con las células CD4+ predominando sobre otras
células. Ademas se ha encontrado una banda de células CD4+ y CD8+ bajo el epitelio de los tejidos
vaginales y ectocervicales. Ademas, se ha demostrado que las células de Langerhans estdn presentes
en la mucosa epitelial. [14]

Otra propiedad de la via vaginal que se debe tener en cuenta es su pH. Este normalmente se
encuentra entre 3,5 y 5,0, pero puede ser alterado en algunos estados de enfermedad. [14] El bajo
pH de la vagina proporciona una proteccién innata contra los patégenos.

3.6. Utilizacion de la via vaginal para la prevencién de contagio de VIH

En primer lugar, la administracién vaginal de farmacos anti-VIH se presenta como una solucién
l6gica ya que el tracto genital inferior femenino es el principal sitio de contagio para la mujer.

Al utilizar un método de prevencidn local en la vagina se puede limitar la exposicién sistémica
en comparacion con otras vias de administraciéon de farmacos como la oral o parenteral. Esto otorga
la capacidad de limitar la aparicién y gravedad de los efectos secundarios asociados a la exposicidn
sistémica a los agentes anti-VIH.

Ademads de proporcionar una via de administracién de farmacos, una formulacién vaginal pude
proporcionar beneficios adicionales a la usuaria. Dentro de estos beneficios se puede destacar una
barrera fisica a la penetracidon del epitelio por parte del virus y una mayor lubricacién que disminuye
la probabilidad de generacién de abrasiones genitales y puede aumentar el placer sexual. [8]

Cabe destacar que al utilizar la via vaginal, la eficacia del microbiocida depende ademds de

la eficacia del mismo, de la voluntad y capacidad de la persona de utilizar el producto de manera
adecuada de acuerdo con las instrucciones.
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3.7. Films Vaginales

Un film vaginal es un sistema polimérico de administracién de farmacos que suele tener forma
rectangular, superficie suave y homogénea y medidas laterales de entre 5 y 10 cm y que puede
colocarse doblado previamente sin necesidad de un aplicador. En la Figura 9 se puede observar un
ejemplo desarrollado por Apothecus Pharmaceutical.

Figura 9: Ejemplo de film vaginal anticonceptivo VCF desarrollado por Apothecus Pharmaceutical
(a), doblado en dos y posicionado sobre la punta del dedo listo para la insercién (b). [28]

Se trata de finas tiras de material polimérico soluble en agua que se disuelve al ser colocado en
la cavidad vaginal para liberar el compuesto activo. Deben ser disefiados para que la disolucién se
produzca rapidamente al entrar en contacto con los fluidos vaginales para lograr un gel liso, viscoso
y bioadhesivo, para lograr la permanencia en la vagina por un periodo de tiempo prolongado.

Se define a la bioadhesién como la unién de macromoléculas sintéticas o naturales a un tejido
biolégico y la mucoadhesidon es un caso particular de esta en la que el tejido se encuentra cubierto de
mucus, como es el caso de la vagina. El mecanismo para lograr la mucoadhesién comienza con una
etapa de contacto, que implica la hidratacién y dispersién del film, y luego continua por la etapa
de consolidacién, para fortalecer la unién polimero - mucosa. Esta unién se debe a interacciones
principalmente de Van der Waals, enlaces por puente de hidrégeno e interacciones electrostaticas
entre las cadenas poliméricas y la mucosa. [29]

El film disenado debe ademdas poseer un buen aspecto, preferentemente incoloro e inodoro,
suave, flexible y con ausencia de bordes filosos para evitar lesiones durante la colocacién. Dentro de
los posibles componentes durante la formulacién del film se incluyen el farmaco, polimeros solubles
en agua, plastificantes, agentes de desintegracion, colorantes y saborizantes.

En funcién de la velocidad de disolucién al entrar en contacto con los fluidos vaginales, se
encuentran los siguientes tres tipos de films: [30]

= Films de rapida desintegracion: la liberacion de particulas se produce casi instantaneamente.

= Films mucoadhesivos no desintegrables: suelen ser combinados con films de rapida desintegra-
cién para controlar el tiempo de permanencia.

= Films mucoadhesivos de desintegraciéon media.
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3.7.1. Preferencias de las mujeres

Dado que el Unico usuario del método de administracién de farmacos por via vaginal son mu-
jeres es importante tener en cuenta sus preferencias y recomendaciones al momento de disefiar el
mismo, por lo que se consideraran los resultados obtenidos en estudios realizados por dos grupos de
invetigacion en poblaciones diferentes. Si bien es posible que las primeras impresiones por si solas no
impulsen la adhesién al método, es probable que la disposicidén de las usuarias a probar inicialmente
un producto se vea afectada por esas impresiones.

El hecho de que no suele generar fugas y su bajo costo, el facil almacenamiento, la facil aplica-
cién y el mayor tiempo de retencién y estabilidad del compuesto activo lo convierten en la alternativa
preferida por las mujeres frente a los geles vaginales. [26]

El grupo de Guthrie et al.[31] realizé un estudio, en el que entrevisté a 24 mujeres sobre sus
opiniones y preferencias de tamaiio, textura y color y el rol que cumplen en perceptibilidad, acep-
tabilidad y voluntad de uso del film vaginal. Las participantes debieron evaluar distintos prototipos
de films que pueden ser vistos en la Figura 10. Los resultados arrojaron que el tamano y la textura
son importantes para facilitar la insercién, y que el color era mas importante luego de ocurrida la
disolucién que antes de la insercién.

Textura

Figura 10: Prototipos de films evaluados en estudio. [31] Tamafio en pulgadas [Size]: (a) 2 x 2,
(b) 1 x1, (c) 1 x2, (d) 1 x 3; Textura [Texture]: (a) suave/suave, (b) suave/texturado, (c)
texturado/texturado; Color [Color]: (a) transparente, (b) translucido, (c) opaco.

Si bien todas las mujeres consideraron que el tamafio era un factor importante, algunas conside-
raron que los films mas grandes serian mas faciles de insertar o que ofrecerian una mayor proteccién
y otras pensaron que el film mds pequeno podria insertarse con mayor facilidad, se disolveria mas
rapidamente y resultaria en menores pérdidas. Ademas, la gran mayoria de las entrevistadas concluyé
que la textura podria mejorar la insercidn al proveer un mejor agarre. Por tltimo, opinaron que un co-
lor mas opaco ayudaria a detectar facilmente si el film se encuentra colocado de manera correcta. [31]

Por otro lado, el grupo de Fan et al.[32] realiz6 un estudio mds extenso, en el que le presenté

a 84 mujeres de entre 18 y 30 afios los diferentes modelos del films que se observan en la Figura 11
para estudiar sus preferencias. Estas mujeres examinaron visual y manualmente la variedad de films,
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al igual que otros tres dispositivos vaginales que se encuentran bajo estudio para la prevenciéon del
VIH: pastilla, anillo y gel.

Figura 11: Prototipos de films evaluados en estudio. [32] (a) Textura y espesor: de izquierda a
derecha, texturado/fino, texturado/grueso, suave/fino; (b) Tamafio en pulgadas: de izquierda a
derecha, 2 x 2,1 x1,1x2,1x 3; (c) Color: de izquierda a derecha, transparente, translicido,
opaco.

Los resultados arrojaron que la preferencia de las mujeres entrevistadas es un film liso y fino,
translicido y de 2"x 2". Estas preferencias fueron establecidas tomando como base los siguientes
conceptos: facilidad y precisién de uso, eficacia, discreciéon, comodidad luego de la colocacién y mini-
mo impacto y reduccién al minimo de la perturbacién del estado de dnimo y las actividades sexuales.
Si bien las razones por las cuales preferian una u otra caracteristica variaron, todas coincidieron en
que buscan un producto cémodo, eficaz, facil de usar y minimamente intursivo.

Ademas, la mayoria de las mujeres se mostraron receptivas al uso de un film vaginal para la
prevencién del contagio de VIH, a pesar de la falta de experiencia previa con los mismos. En general,
expresaron creer que serian muy cémodos en el uso y faciles de colocar y que otorgarian una per-
cepciéon minima de su uso por parte de ellas mismas o su pareja. También destacaron la posibilidad
de sentir menos vergiienza en comparacidén con otros métodos de prevencién y el control femenino
de su uso.

La principal limitacién de estos estudios radica en que se han basado en el examen visual y
manual del producto mas que en su uso real. A pesar de que la preferencia y la aceptabilidad del
producto se determinan con mayor precision por el uso real, la estrategia utilizada en estos estudios
puede predecir la disposiciéon de una mujer a adoptar un nuevo método o producto que es lo que
nos concierne en este estado del desarrollo.

3.7.2. Seleccién de excipientes

La correcta seleccién y combinacién de excipientes en el film vaginal es de vital importancia, ya
que permite el desarrollo de una forma de dosificacién aceptable, puede ayudar a mejorar la accién
terapéutica y estabilidad del compuesto activo y reducir la toxicidad del farmaco.

Los polimeros utilizados deben ser no tdxicos, no irritantes, carentes de impurezas lixiviables,
poseer buenas capacidades de humectacién y esparcimiento y propiedades de cizallamiento y resisten-
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cia a la tensién adecuadas. [25] De ser posible, ademds, deberian tener un bajo costo de fabricacién
y empaquetamiento. Se ha estudiado que el tipo de polimero y su peso molecular influyen directa-
mente en sus propiedades y en especial en la resistencia mecanica y el tiempo de desintegracion. Los
poliacrilatos, el polietilenglicol, el alcohol polivinilico y los derivados de la celulosa son los polimeros
preferidos para estas formulaciones. [25]

Para poder obtener una correcta bioadhesion a la superficie de la mucosa, los polimeros utiliza-
dos deben tener un peso molecular de 100.000 Da o mas, una excelente concentracién de polimeros,
una flexibilidad adecuada para controlar el grado de interpenetracién entre los mismos y las mem-
branas de la mucosa, tensiones superficiales capaces de extender el polimero en la superficie epitelial
de la mucosa, grupos dadores de puente de hidrégeno y fuertes cargas anidnicas. [29]

La inclusidon de plastificantes en la formulaciéon permite aumentar la flexibilidad del film y
asegurar una textura adecuada y la inclusion de agentes de desintegracion puede ayudar a aumentar
la velocidad de disolucién en caso de que sea necesario. Dentro de los plastificantes mas utilizados
se destacan el polietilenglicol y la glicerina.

3.7.3. Consideraciones de diseno

Al momento de realizar la formulacién y disefar el film es importante tener presente los siguien-
tes conceptos, que deberdn ser luego evaluados durante la caracterizacion del producto terminado:

= Tasa de hidratacién en un volumen limitado de fluidos vaginales
= Mecanismo y perfil de liberacidon del compuesto activo

= Tamaio

= Tolerancia local de la mucosa vaginal

= Contenido de humedad en el film

= Condiciones de almacenamiento

= Propiedades mecdnicas del film

3.7.4. Proceso estandar de fabricacion

El proceso estandar a escala de laboratorio para la fabricacién de un film vaginal se basa en un

moldeado con disolvente y consta de los siguientes pasos que se pueden ver esquematizados en la
Figura 12.

1. Preparacién de la masa del film por disolucién o dispersién del farmaco y los excipientes en
algun disolvente adecuado.
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2. La masa es colocada en una superficie plana que permita una distribucién equitativa y la
evaporacion de los disolventes mas eficiente posible.

3. Secado a temperatura ambiente, con calor directo o en estufa con vacio.
4. Corte de los films al tamafio adecuado.
5. Separacién de los films cortados.

6. Empaquetado de los films para lograr las condiciones de almacenamiento requeridas.

7 AL
iy
Step 1

iiﬁ <& &

Step 6 Step 5

Figura 12: Proceso estandar de fabricacién de un film vaginal, (1) Preparacién de la formulacién,
(2) volcado en molde, (3) secado, (4) cortado, (5) separado y (6) empaquetado. [25]

3.7.5. Caracterizacion del producto terminado

Para poder determinar si el producto terminado cumple con las especificaciones planteadas es
necesario evaluar sus propiedades quimicas, fisicas y mecanicas y sus parametros de desempeno. En
la Tabla 1 se describe los ensayos mds importantes para la caracterizacion de un film vaginal.
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Tabla 1: Ensayos para la caracterizacién de films vaginales [25]

Parametro en es-
tudio

Principio

Metodologia

Plegabilidad Capacidad del film de ser en- | In mano, el film se mantiene en un rollo de 1 cm
rollado y doblado con la mano | de didmetro y puede ser doblado sin que se creen
marcas permanentes
Espesor Espesor medido con un | Promedio entre 5 mediciones tomadas en el centro
micrometro y en las 4 puntas
Morfologia Inspeccidn visual de la super- | SEM y microscopio de interferencia
ficie
Traccién Resistencia a la traccién Fuerza por unidad de seccién transversal necesaria
para romper el film
Elasticidad Porcentaje de elongacién Registro de la elongacién mdaxima previo a la ro-

tura

Contenido de agua

Diferencia en peso causada
por la pérdida de agua

Diferencia entre el peso del film antes y luego de
colocarlo en un secador

Mucoadhesidn

Cuantificacién de las fuerzas
entre el film y la capa mucosa
del tejido target

Simulacién de sistema vaginal dindmico

Indice de hinchazén

Capacidad del film de hinchar-
se

Monitoreo del aumento de peso del film al ser su-
mergido en SFV

Desintegracién

Pérdida de peso del film

Evaluacién del peso del film luego de ser colocado
en SFV y en un orbital shaker, removido y secado
completamente a intervalos de tiempo predetermi-
nados

Contenido y unifor-
midad del farmaco

Caracterizacién cualitativa

Monitoreo visual de la desintegracidén y correcto
método de dosificacién del farmaco

Liberacién del | Perfil de liberacién Estudio del perfil de liberacién al entrar en con-
farmaco tacto con el SFV

Viscosidad Realizado en la fase de gel Rheometro o viscosimetro

pH Realizado en la fase de gel pHmetro

Compatibilidad

Compatibilidad farmaco - ex-
cipientes

Pruebas térmicas e isotérmicas mediante calo-
rimetria de barrido y anélisis del contenido del
farmaco

Estabilidad

Estudios segun
cién ICH

reglamenta-

Color, olor, tiempo de ablandamiento, tiempo de
disolucién, pH, viscosidad, propiedades mecdnicas
y contenido de compuesto activo

En primer lugar, los resultados del estudio de la plegabilidad, resistencia a la traccién y elas-
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ticidad del film son directamente dependientes de la seleccidon de polimeros y plastificantes y el
porcentaje de los mismos en la formulacién. Es importante analizar los resultado de estos estudios
para poder garantizar que el film podrad ser doblado como se requiere durante la colocacién sin
roturas.

Por otro lado, el grosor y la morfologia de la superficie del film permiten la caracterizacién
general del mismo y el correcto control del contenido de agua, mantener la estabilidad a lo largo
del tiempo y evitar que el film se seque por completo y se quiebre al doblarlo para la colocacién.
Ademds, la capacidad del film de hidratarse al entrar en contacto con el fluido vaginal es crucial
para su bioadhesién y puede influir en la estabilidad y el perfil de liberacién del compuesto activo.

En lo que respecta a las mediciones en la fase de gel, pH y viscosidad, es importante tenerlas
en cuenta ya que pueden influir en la liberacién o retencién del farmaco. La viscosidad del gel se
encuentra relacionada con el tiempo de residencia del mismo en la vagina, permitiendo una residencia
prolongada.

3.8. Diseno de experimentos

El disefio de experimentos es un enfoque sistematico para aplicar métodos estadisticos al proceso
experimental con el fin de mejorar las variables de entrada o salida y los parametros del proceso. Suele
utilizarse como metodologia para seleccionar los niveles de factores independientes que proporcionan
la menor variacién sobre la calidad requerida. El disefio experimental es también una poderosa herra-
mienta para ajustar los datos experimentales a una funcién empirica para proporcionar informacién
sobre un sistema. Con este enfoque, un experimento puede ser disenado con un niimero determinado
de factores en un niimero predeterminado de niveles basado en el producto o proceso observado. [33]

Un experimento bien disefiado es importante porque los resultados y las conclusiones que pueden
extraerse del mismo dependen en gran medida de la forma en que se han recogido los datos. Para
que el disefio sea util, antes de comenzar con el mismo se deben seguir los siguientes pasos:

1. Determinar el objetivo de la experimentacién.
2. ldentificar los factores independientes y las respuestas de interés.

3. ldentificar los rango admisibles de los factores independientes para poder delimitar la regién
de operabilidad.

4. Analizar las limitaciones experimentales para delimitar el entorno experimental.
En lo que respecta los tipos de disefios de experimentos, se destacan el factorial y la Metodo-

logia de Superficie de Respuesta (RSM). Los disefios factoriales se utilizan para estudiar el efecto
en conjunto de varios factores sobre una tnica respuesta. Es aplicado para el estudio de factores
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dicotémicos y en un disefio factorial 2k de k factores, el niimero total de combinaciones de niveles
posibles es de 2¥, por lo que serdn necesarias 2 corridas de experimentos para poder arribar al
resultado y se vuelve inviable muy rapidamente desde el punto de vista del tiempo y los recursos.
[33] En cambio, en casos en los que los factores de interés son variables continuas, para las que no
es posible una dicotomizacién simple, un enfoque alternativo para explorar los efectos de los factores
individuales, las interacciones de bajo nivel y las relaciones no lineales se basa en la metodologia de
superficie de respuesta (RSM). [34]

3.8.1. Metodologia de Superficie de Respuesta

La metodologia de superficie de respuesta, o RSM por sus siglas en inglés, es un conjunto de
técnicas matemdticas y estadisticas utiles para el modelado y el analisis de problemas en los que una
respuesta de interés estd influenciada por varias variables y el objetivo es optimizarla. [34]

En la mayoria de los casos de aplicacién de RSM, la forma de la relacién entre la respuesta y
las variables independientes es desconocida. Por lo tanto, el primer paso serd encontrar una aproxi-
macién adecuada para la verdadera relacién funcional entre la respuesta y el conjunto de variables
independientes. Normalmente, se emplea un polinomio de bajo orden en alguna regién de las va-
riables independientes. Si la respuesta estd bien modelada por una funcién lineal de las variables
independientes, entonces la funcién de aproximacién es un polinomio de primer orden. En cambio,
en caso de que la superficie que describe el problema presente curvaturas, se utiliza un polinomio
de mayor grado.

La RSM es un procedimiento secuencial. El objetivo de aplicar esta metodologia es conducir
al experimentador de manera rdpida y eficaz por un camino de mejora hacia la cercania de la zona
optima de la superficie con un modelo de primer orden y luego aplicar un modelo mas elaborado
para localizar el éptimo.

Para poder aplicar los modelos es necesario incluir como minimo la misma cantidad de puntos
experimentales diferentes como coeficientes a estimar y para evaluar la falta de ajuste de los datos
al modelo, se deben incluir repeticiones de algin punto, ya que permite calcular la varianza experi-
mental. [33]

La RSM es un método eficaz para el analisis de experimentos multifactoriales ya que reduce
el nimero de ensayos experimentales necesarios. Ademas, dependiendo de las preferencias del ex-
perimentador sobre los incrementos de los pardmetros de entrada, las respuestas relevantes pueden
optimizarse considerando criterios como el valor mas deseado, la maximizacién o la minimizacién. [34]

Al momento de aplicar la técnica de RSM, se deben seguir los siguientes pasos:

1. Definir los objetivos de la optimizaciéon: plantear adecuadamente el problema a resolver y
seleccionar la respuesta a evaluar.
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2. Seleccionar los factores que resulten significativos.

3. Establecer la regién de operabilidad y considerar las posibilidades instrumentales y la informa-
cién sobre el sistema.

4. Seleccionar un entorno experimental y definir donde se planearan los experimentos.

5. Elaborar un modelo matematico y obtener la superficie de respuesta. Evaluar los resultados.
6. Repetir pasos 4, 5 y 6 si fuera necesario.

7. Localizar el éptimo (punto o regién) usando herramientas graficas o analiticas.

8. Verificar experimentalmente: confirmar el valor de la respuesta utilizando los niveles éptimos
de los factores.

3.8.2. RSM - Diseno de Mezclas Cruzadas

El diseno de mezclas, un tipo especial de RSM, es un método muy eficaz para determinar las
proporciones de los componentes de una mezcla que entregan la respuesta éptima. El resultado varia
en funcién de las proporciones, pero el total de estas se mantiene constante en 1. En este caso el
espacio experimental serd una figura con tantos vértices como componentes tenga la mezcla

Una gran ventaja de la aplicacién de esta metodologia es la posibilidad de aplicar restriccio-
nes a los parametros para mantener las proporciones de los componentes de las mezclas dentro de
un rango de porcentajes determinados por el disefiador. Ademds permite evaluar mezclas de gran
nimero de componentes.

La eleccién del disefio de mezcla adecuado requiere tener en cuenta los siguientes aspectos: el
numero de factores e interacciones que se van a estudiar, la complejidad de cada disefio, la validez
estadistica y la eficacia de cada disefio, y la facilidad de aplicacién y las limitaciones de coste y
tiempo asociadas a cada disefio.

3.8.3. Evaluaciéon de modelos y seleccion del 6ptimo

Luego de realizados los experimentos, los resultados de los mismos son analizados utilizando
ANOVA, una técnica estadistica utilizada para el estudio del efecto de uno o mas factores sobre la
media de una variable continua. Los resultados del test-F permiten la evaluacion de los distintos
modelos y la seleccion del que mejor describe a los efectos de los factores en el resultado.

Se buscara elegir el modelo mds simple que describa el comportamiento del sistema y la eli-
minacién de variables no significativas. Para esto se quiere un p valor del modelo significativo (p
<0.05), lo que implica un probabilidad menor al 5% de que el valor F del modelo se deba a ruido.
También se busca un modelo con p valor de falta de ajuste no significativo (p >0.05).
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4. Materiales

Los productos quimicos utilizados para sintesis y ensayos quimicos fueron comprados a Sigma
Aldrich, ABCR o ACROS y eran de grado reactivo. Los productos quimicos se usaron sin purificacion
adicional a menos que se indique lo contrario. Los productos HPMC, PEG 400, PEG 4000, PVA,
propilenglicol y glicerol utilizados (grado farmacéutico) fueron donados por el laboratorio LAFEDAR
SA.

4.1. Mezcla M1

La mezcla denominada M1 cumplira la funcién de co-solvente para asistir en la efectiva disolu-
cién y dispersion uniforme del farmaco hidrofébico en la mezcla de polimeros M2. Los componentes
elegidos para esta mezcla fueron basados en los descriptos por Giong et al. [35] ya que sus trabajos
demuestran que esta estrategia de utilizacién de un co-solvente es aplicable para la incorporacién
de farmacos hidrofébicos en un film vaginal. Los materiales elegidos son ademds seguros para su
aplicacién en la via vaginal.

Segtin lo determinado por Giong et al. [35] la mayor miscibilidad obtenida gracias a la utilizacién
de un co-solvente podria deberse a enlaces por puente de hidrégeno entre sus regiones hidrofilicas
y a la interrupcién simultdnea de la autoasociacién del agua por parte de los grupos hidrofébicos. [36]

Ademas de su capacidad para mejorar la solubilidad en agua del farmaco, estos agentes solubi-
lizantes también demostraron actuar como plastificantes, mejorando la flexibilidad y la fabricacién
del film. Se comprobé que permiten la obtencién de films menos rigidos, mas lisos y mas suaves que
en situaciones en las que solo se utiliza una mezcla polimérica. [35]

Teniendo todos estos resultados en cuenta y las preferencias de las mujeres frente a la utilizacién
de un film vaginal, se consideré importante anadir esta mezcla co-solvente al disefio ya que los
beneficios que aportaria no pueden ser ignorados.

41.1. CP3

El compuesto CP3 (CoH13N405)4(K)(CeSiW11039) que se observa en la Figura 13 es un Caff-
Keggin POM hibrido que resulta de la unién unién idnica entre cationes de la cafeina (caffeinium)
con el compuesto denominado P3. Es altamente hidrofébico y tiene un peso molar de 4050 g/mol.

CP3 fue desarrollado por el grupo de Quimica Medicinal del Centro de Investigaciones en
Bionanociencias (CIBION) del CONICET [4] y este trabajo busca una novedosa aplicacién del mismo
a través de un dispositivo de liberacién controlada ya que presenta problemas de solubilidad y
biodisponibilidad.
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Figura 13: llustracién del acoplamiento de catién cafeina al Ce-POM. Solo se muestran dos orien-
taciones para mayor claridad [4]

Con respecto a su actividad anti-VIH, presenta un /C5y de 611.7 pM. Este coeficiente, denomi-
nado concentracién inhibitoria media maxima (IC') es una medida de la potencia de una sustancia
para inhibir una funcién bioldgica especifica. El IC5q es una medida cuantitativa que indica qué
cantidad de una determinada sustancia inhibidora es necesaria para inhibir, in vitro, un determinado
proceso o componente bioldgico en un 50%. En comparacién con otros microbiocidas anti-VIH,
tiene un IC5p 36 veces menor que Dapivirine (0,2 nM) [37] y casi 2 veces menor que CSIC (0,1 nM)
[35]. Estos resultados indicaria una mayor efectividad para CP3. Se ha demostrado ademds que no
presenta actividad citotdxica.

Por otro lado, mediante un ensayo de fuga de liposomas se ha demostrado que genera la des-
truccion de la membrana viral del VIH y esta podria ser la razén de su elevada actividad antiviral. En
este ensayo, se utilizan vesiculas lipidicas que simulan a la envoltura lipidica del virus con el objetivo
de evaluar la capacidad del compuesto de destruirla. En el interior las vesiculas se coloca el colorante
carboxifluoresceina y se las trata con el compuesto. Si la fluorescencia aumenta debido a la fuga del
colorante, se demuestra que los compuestos pueden alterar las membranas.

Un mecanismo que podria explicar la disrupcién de la membrana lipidica es uno hidrolitico
dirigido por el cerio del POM. Se ha encontrado evidencia de que el Ce(lll) podia actuar como una
proteasa artificial hidrolizando proteinas grandes y complejas. Ademas, la selectividad de la escisidn
podria atribuirse a las interacciones electrostaticas entre los residuos positivos de las glicoproteinas
y la carga negativa del POM.

39



Proyecto Final de Carrera - ITBA - 2021 Maria Belén Rufino

4.1.2. Glicerol

El glicerol (C3 HsO3) es un triol con una estructura base de propano sustituido en las posiciones
1, 2y 3 por grupos hidroxilos. Cumple funciones de osmolito, disolvente, detergente y metabolito
humano, entre otras. Se presenta en forma de liquido a una temperatura ambiente y es higroscépico
e incoloro. Tiene un peso molecular de 92.09 g/mol. [38]

Los trabajos de Giong et al. [35] han demostrado que el glicerol actiia como humectante, me-
jorando la suavidad del film.

Dado que es un compuesto endégeno al cuerpo humano y a su rapida absorcién [38], en las
cantidades en las que sera utilizado no se espera observar ningln tipo de reaccién adversa como
resultado de su administracion en la poblaciéon promedio.

4.1.3. Propilenglicol

El propilenglicol (C3HgO-) es un propanodiol que existe como un liquido transparente, incoloro
e higroscépico y estd formado por un propano base en el que los hidrégenos de las posiciones 1
y 2 estan sustituidos por grupos hidroxilos. Es utilizado como disolvente organico y diluyente en
productos farmacéuticos y en muchas otras aplicaciones industriales. Tiene un peso molecular de
76.09 g/mol. [39]

Dado que es un compuesto endégeno al cuerpo humano y a su rapida absorcién [39], en las
cantidades en las que sera utilizado no se espera observar ninglin tipo de reaccién adversa como
resultado de su administracién en la poblacién promedio.

4.1.4. PEG 400

El polietilenglicol monooleato (H(OCH>C'H;),OH) es un grado de polietilenglicol de bajo
peso molecular. Se presenta como un liquido claro, incoloro y viscoso que es altamente hidrofilico.
Es un excelente disolvente para un gran nimero de sustancias hidrofébicas. Es por esto, que es
utilizado ampliamente como disolvente y agente solubilizante de sustancias activas y excipientes en
preparados liquidos y semisélidos en la industria farmacéutica y cosmética. La capacidad de este de
formar complejos con sustancias activas es la responsable de su excelente poder disolvente. Tiene
un peso molecular de 380-420 g/mol. [40]

Debido a su baja toxicidad y al hecho de que se encuentra aprobado para su uso por la FDA

[41], en las cantidades en las que serd utilizado no se espera observar ningtin tipo de reaccién adversa
como resultado de su administracién en la poblacién promedio.
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4.2. Mezcla M2

La mezcla denominada M2 serd la matriz de polimeros que funcionard como soporte para el
farmaco y mediara la bioadhesién a la mucosa vaginal. Los componentes elegidos para esta mezcla
también fueron basados en los descriptos por Giong et al. [35].

Se decidié utilizar PVA porque se ha demostrado que es segura su utilizaciéon para las pre-
paraciones vaginales y es el polimero base utilizado en el film anticonceptivo vaginal ya disponible
comercialmente VCF [28]. EI PVA acttia también como lubricante y aumenta la viscosidad, otorgando
propiedades mucoadhesivas considerables. [42] Este aumento de la viscosidad y la mucoadhesividad
provocardn en consecuencia un aumento en el tiempo de permanencia del film en la vagina, lo que
a su vez puede aumentar la concentracién del fairmaco en el tejido cervicovaginal y mejorar la eficacia.

Por otro lado, la decisién de incluir HPMC y PEG 4000 en la matriz polimérica se basa en
que estudios previos de liberacién in vitro han demostrado que su incorporacién proporciona una
liberacién inicial mayor del compuesto activo y aumentan la velocidad de desintegracion. [43] [44]

42.1. PVA

El alcohol polivinilico (Co H4O) es un polimero que se obtiene a partir de acetatos de polivinilo
donde los grupos acetato son sustituidos por hidroxilos. Es utilizado como excipiente en la industria
farmacéutica y lubricante oftdlmico, asi como en la fabricacién de cosméticos y otros productos. Se
presenta en forma de polvo blanco inodoro. Es altamente hidrofilico y tiene un peso molecular de
2.65275e+25 Da. [45]

Debido a su baja toxicidad y al hecho de que se encuentra aprobado para su uso por la FDA
como excipiente [46], en las cantidades en las que sera utilizado no se espera observar ningtin tipo
de reaccidn adversa como resultado de su administracién en la poblacién promedio.

4.2.2. HPMC

La hidroxipropilmetilcelulosa (Css H19sO30), €s un polimero semisintético viscoelastico e inerte.
Es utilizado como colirio, asi como excipiente para mediar la liberaciéon controlada de los principios
activos en medicamentos orales y a su vez, se encuentra en una gran variedad de productos comer-
ciales. Se presenta como un polvo blanco inodoro. Tiene un peso molecular de 7.596329e+26 Da. [47]

Debido a su baja toxicidad y al hecho de que se encuentra aprobado para su uso por la FDA

como excipiente [48], en las cantidades en las que sera utilizado no se espera observar ningtin tipo
de reaccién adversa como resultado de su administracién en la poblacién promedio.
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4.2.3. PEG 4000

El PEG 4000 (H(OCH>CHy)yOH) es un grado de polietilenglicol de alto peso molecular. Se
presenta como un sélido blanco, higroscépico e hidrofilico. Tiene un peso molecular de 3600-4000
g/mol.[49]

Debido a su baja toxicidad y al hecho de que se encuentra aprobado para su uso por la FDA
[50], en las cantidades en las que serd utilizado no se espera observar ningtin tipo de reaccién adversa
como resultado de su administracién en la poblaciéon promedio.

4.3. Simulador de medio vaginal

Al aplicar formulaciones terapéuticas o anticonceptivas en la zona de la vagina, estas se en-
contraran en contacto con una variedad de fluidos. El flujo, la retencién, la cinética de liberacidn
de farmacos y bioactividad de estas formulaciones depende de las interacciones que tenga con los
fluidos. Es por esto que para poder realizar una correcta evaluacién del comportamiento de los films
es necesario evaluarlos en un medio que simule las condiciones de fluidos tipicas en la vagina.

Para lograr esto se utilizé un simulador de fluido vaginal como el propuesto por Owen y Katz
[51] para poder aproximarse con el mayor grado de similitud posible al fluido vaginal promedio real.

Tabla 2: Componentes del simulador de fluido vaginal y sus concentraciones

Compuesto Concentracién (g/L)

Proteinas (albumina) 0,018
Acido lactico 2
Acido Acético 1
Glicerol 0,16

Urea 0,4
Glucosa 5

lon Sodio 1,38

lon Cloruro 2,13

lon Calcio 0,12
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Tabla 3: Componentes del
fluido

simulador de fluido vaginal y sus cantidades para preparar un litro de

Compuesto Cantidad (g)
NaCl 3,51
KOH 1,4

Ca(OH), 0,222

Albumina Bovina 0,018
Acido Lactico 2
Acido Acético 1
Glicerol 0,16
Urea 0,4
Glucosa 5

HCI Hasta ajustar pH en 4,2

En la Tabla 2 se puede observar la composicion del fluido y la concentracién deseada para cada
uno de los componentes y en la Tabla 3 las cantidades necesarias para preparar un litro del mismo.
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5. Meétodos

5.1. Diseno de sistema de dos mezclas cruzadas

Para poder determinar la composicién del film ideal, se busca maximizar las respuestas bajo
estudio utilizando la metodologia de respuesta de superficie (RSM). Se buscara confeccionar un film
con la composicién porcentual en masa que se observa en la Tabla 4.

Tabla 4: Composicién porcentual de masas deseada en el film final.

M1 M2
PVA | HPMC | PEG 4000 | PEG400 | Propilenglicol | Glicerol | CP3
53 23,5 23,5 60 20 18 2

Para el disefio de experimentos, el modelado de la superficie-respuesta y el célculo de la desea-
bilidad fue utilizado el software Stat-Ease Design-Expert 8.0.0 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, USA).
La composicion porcentual de cada compuesto y los rangos utilizados en la experimentacién fueron
determinados tomando como base el trabajo de Giong et al. [35], ya que el mismo desarrolla un film
vaginal para la liberacién de un farmaco de caracteristicas similares a las de CP3.

Se creé un diseno de 15 corridas en 3 bloques del tipo D-optimal y modo cuadratico. El rango
utilizado para la mezcla M1 fue 0.25 - 0.35 y para M2 0.65 - 0.75 y se analizaron las siguientes
respuestas:

= R1: Liberacién del farmaco al minuto 1
= R2: Liberacién del farmaco al minuto 3
= R3: Liberacién del farmaco al minuto 6
= R4: Liberacién del farmaco al minuto 15
= R5: Liberacién del farmaco al minuto 30
» R6: Porcentaje residual de agua

= R7: Flexibilidad

En la Tabla 5 se puede observar para cada combinacién el nimero de corrida y el bloque al
que pertenece. En las columnas A y B se observa la proporcién en porcentaje para cada una de las
mezclas M1 y M2 respectivamente en la formulacién final.
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Tabla 5: Combinaciones de mezclas para disefio de experimentos

Run | Block || A:M1 | B:M2
1 Block 1 35 65
2 Block 1 25 75
3 Block 1 25 75
4 Block 1 31,7 68,3
5 Block 1 25 75
6 Block 2 25 75
7 Block 2 25 75
38 Block 2 35 65
9 Block 2 30 70
10 | Block 2 30 70
11 | Block 3 || 30,6 69,4
12 | Block 3 25 75
13 | Block 3 25 75
14 | Block 3 || 28,3 71,7
15 | Block 3 35 65

5.2. Sintesis y caracterizacion de Caf-POM CP3
5.2.1. Sintesis de Caf" - (CoH13N,0,)(OSO3C Hsj)

El proceso de sintesis utilizado es una adaptacidn del presente en literatura. [52] La cafeina (5,0
g; 25,7 mmol) fue disuelta en nitrobenceno (75 mL) a 100 °C durante 1 h. Luego, se afiadié dimetil
sulfato (5,2 mL) a la solucidn y esta se sometié a reflujo a 100 °C por 24 h. Pasadas las 24 h, se
enfrié a temperatura ambiente, aifadié exceso de dietil eter y se decanté el disolvente. El residuo
fue lavado con dietil eter varias veces para obtener un sélido blanco. El rendimiento de la reaccién
es del 72%. (1,2 g; 3,7 mmol)

5.2.2. Sintesis de P7 - Kg — ﬂQ(Sinlagg)zmlgHQO

El proceso de sintesis utilizado es una modificacién del presente en la literatura. [53] El metasi-
licato de sodio (0,5 g; 4,09 mmol) fue disuelto a temperatura ambiente en 10 mL de agua destilada
y filtrado (solucién A). En un vaso de precipitados de 100 mL se disolvié tungstato de sodio (8,26
g; 25,18 mmol) en 3 mL de agua destilada hirviendo (solucién B). A la solucién B en ebullicién, se
le afiadié una solucién acuosa 4 M de 4cido clorhidrico (8,25 mL) gota a gota, durante 10 minutos
con agitacién vigorosa para disolver el precipitado de 4cido tungstico. A continuacién, se anadié
la solucién A seguida de una solucién acuosa de 4cido clorhidrico 4 M (2,5 mL). Esta solucién se
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mantuvo en ebullicién por 1,5 h. Luego, se afiadié cloruro de potasio (6,8 g) y se agité magnética-
mente durante 15 minutos. Por (ltmo, la solucién fue filtrada con un embudo de vidrio sinterizado
de porosidad media para recoger un sélido blanco.

La purificacién del producto se obtuvo mediante la disolucién en agua, filtrado y reprecipitado
de la sal por adicién de cloruro de potasio sélido (6 g). El precipitado luego de la filtracién, fue
lavado con dos porcién de una solucién de cloruro de potasio 1 M (20 mL cada una) y secado al
aire.

5.2.3. Sintesis de P3 - K5 — 52(C€(SZW11039))[E22H20

El proceso de sintesis utilizado es una modificacién del presente en la literatura. [54]. A una
solucién 1 M de cloruro de potasio (100 mL) se le afiadié cloruro ceroso (CeCls; 0,16 g) y P7
sintetizado anteriormente (2,5 g; 0,16 mmol). El pH de la solucién fue ajustado a 5,0 mediante
la adicién gota a gota de una solucién acuosa de acido clorhidrico 0,1 M. Luego, la solucién se
agité a 50 °C durante 30 minutos y se dejé enfriar a temperatura ambiente. La filtracion y la lenta
evaporacion en un recipiente abierto a temperatura ambiente dio lugar a cristales incoloros después
de aproximadamente 1 semana.

5.2.4. Sintesis de CP3 - (09H13N402)4(K)(C@SiWﬂOgg)

P3 (0,12 g; 0,035 mmol) y Caf* (0,15 g; 0,47 mmol) fueron disueltos en agua y agitados durante
2 horas en RT y se observé la formacién de un precipitado durante la noche. Luego de filtrarlo y
lavarlo varias veces, el compuesto fue secado al vacio. El peso molar obtenido del compuesto es de

4050 g/mol. [4]

5.2.5. Caracterizacién de CP3

Los andlisis para la caracterizacion del compuesto fueron realizados por el grupo de Quimica
Medicinal del CIBION. La espectroscopia UV-VIS se realizé en un espectrofotémetro SHIMADZU
UV-Vis-NIR UV- 3600 (SHIMADZU, Kyoto, Japén). El andlisis elemental (EA) se realizé en un
analizador elemental Carlo Erba 1108 (Carlo Erba Reagent, Egelsbach, Alemania). Los espectros de
RMN de 1H y 13C se registraron en espectrémetros Bruker Avance 600 (Bruker, Massachusetts,
Estados Unidos) (1H: 600,13 MHz; 13C: 150,90 MHz) y Bruker Avance 500 (Bruker, Massachu-
setts, Estados Unidos) (1H: 500,14 MHz, 13C: 125,76 MHz); la espectroscopia de emisién atémica
por plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) se realiz6 en un espectrémetro Perkin Elmer Plas-
ma 400 (Perkin Elmer, Massachusetts, Estados Unidos). La espectroscopia FT-IR se realizé en un
equipo Bruker Vector 22 FTIR (Bruker, Massachusetts, Estos Unidos). Las muestras se prepararon
como pellets de KBr. Las sefiales se indican como nimeros de onda en cm™~! utilizando las siguientes
abreviaturas: vs = muy fuerte, s = fuerte, m = medio, w = débil y b = amplio.
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La estabilidad del compuesto en simulador de medio vaginal se midié por espectroscopia UV-
VIS en un espectrofotémetro SHIMADZU UV-Vis-NIR UV- 3600 (SHIMADZU, Kyoto, Japén). Se
prepard una solucién madre, de la cual se tomaron 3 alicuotas que fueron medidas durante 24 hs.

5.3. Preparacion de los films

El proceso utilizado es una modificacién del presente en la literatura [35] con las cantidades
necesarias para 5 films de 0,2 g para cada una de las corridas del disefio que se observan en la Tabla
6.

Tabla 6: Cantidades de M1 y M2 utilizadas.

Run | Block | M1 | M2 | M1 [mg] | M2 [mg] | M2 [ml]
1 |Block1l]| 35 | 65 420 780 7,8
2 | Block1l| 25 | 75 300 900 9
3 |Blockl| 25 | 75 300 900 9
4 | Block 1| 31,7 | 68,3 380 820 8,2
5 | Block 1| 283 | 71,7 340 860 8,6
6 | Block2 | 25 75 300 900 9
7 | Block2 | 25 | 75 300 900 9
8 | Block2| 35 | 65 420 780 7,8
9 | Block2 | 30 | 70 360 840 8.4
10 | Block2 || 30 | 70 360 840 8.4
11 | Block 3 || 30,6 | 69,4 367 833 8,33
12 | Block 3 || 25 75 300 900 9
13 | Block 3 || 35 | 65 420 780 7,8
14 | Block 3 || 28,3 | 71,7 340 860 8,6
15 | Block3 || 35 | 65 420 780 7,8

En la Figura 14 se observa una representacion esquematica del proceso realizado que se detalla
a continuacién.
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Mezcla M2

7,42 g de PVA en 3,29 g de PEG4000 Transferencia a
matraz con agua

50 ml de agua 3,29 g de HPMC
/ / 20:ml de:agua / destilada hasta 100

U/

90°C hasta u RT 24 hs
disolucion

0,12 g de CP3
Mezcla M1 g
RS 2,6 g de PEGA00

/ 1,08 g de glicerol
1,2 g de propilenglicol

B

Figura 14: Proceso seguido para la preparacién de las mezclas M1y M2.

RT hasta
disolucion

5.3.1. Mezcla M2

En primer lugar se prepararon 100 ml de una solucién 10% m/v de la mezcla M2. Para esto
se colocaron 7,42 g de PVA en 50 ml de agua y se lo llevé a agitacién magnética vigorosa a 90 °C
hasta completa disolucién. Luego se anadié 3,29 g de PEG4000, 3,29 g de HPMC y 20 ml de agua
y se llevd la mezcla a un agitador magnético. Luego de 24 hs de agitacion se transfiridé la mezcla
M2 a un matraz y enrazd con agua destilada a 100 ml.

5.3.2. Mezcla M1

Cerca del fin de las 24 hs de agitacién de la mezcla M2, se comenzé con la preparaciéon de la
mezcla M1. Para esto, se colocé 0,12 g de CP3, 2,6 g de PEG400, 1,08 g de glicerol y 1,2 g de
propilenglicol en un vaso y se sometié a agitacion magnética hasta completa disolucién.

5.3.3. Preparacion de las formulaciones finales y secado

Por dltimo, se combiné en 15 frascos las cantidades de M1 y M2 necesarias para formar la
composicién de cada uno de los 15 films. Se realizaron 5 films para cada una de las corridas, 4 en
moldes de silicona cuadrados de 4 cm de lado y 1 en un molde de silicona rectangular de 6,5 cm
por 3 cm. Estos 5 films permiten tener suficiente cantidad de film para realizar todos los posteriores
ensayos en duplicado y un extra ante cualquier eventualidad.
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Debido a la alta viscosidad de las mezclas y para evitar pérdidas durante el proceso de medido,
primero se pesé la cantidad deseada de M1 directamente en el frasco final y luego se anadié el
volumen de M2 requerido. Los frascos fueron llevados a un orbital shaker SK-O330-Pro (DLAB,
California, Estados Unidos) por aproximadamente 15 minutos hasta disolucién completa. Para po-
der asegurar la igualdad de condiciones para todos los films de cada bloque, las mezclas finales
fueron realizadas en 3 dias separados, uno por bloque, y ambas mezclas M1 y M2 se mantuvieron
en agitacion constante durante los 3 dias, para evitar precipitaciones.

Luego de preparadas las mezclas para cada film, se tomé 1,5 ml de cada una con jeringa, se
lo mezcld con 500 ul de agua destilada y se lo colocd en los moldes de silicona correspondientes.
Luego de confirmar visualmente la distribucién uniforme de la mezcla en cada molde, se secaron por
24 hs en estufa a 60 °C.

5.4. Caracterizacion visual

Luego de que el secado en estufa haya concluido, fueron inspeccionados cualitativamente,
buscando una apariencia suave, flexible, lisa y translicida. Ademas, se buscé la presencia de preci-
pitaciones de las particulas del farmaco o de los polimeros deshidratados en la superficie del film.
Estos resultados son interesantes ya que podrian indicar que la composicién de los co-solventes y los
polimeros utilizados en la formulacién son adecuados para la solubilizacién y dispersién del farmaco
en el film.

Luego de finalizada la inspeccién visual, los films fueron almacenados en placas de Petri rotu-
ladas y adecuadamente cerradas para evitar la humidificaciéon de los mismos.

5.5. Ensayo de Flexibilidad

La inspeccién cualitativa de la flexibilidad se calificé en una escala porcentual de 0% a 100 %
definida por la capacidad del film para ser enrollado y doblado. El 100 % de flexibilidad se definié
como la capacidad del film de mantener un cilindro de 1 cm de didametro y de ser doblado por la
mitad sin crear un pliegue permanente. EI 0% de flexibilidad se definié como la incapacidad del film
de mantener un cilindro de 1 cm de didmetro y de producir un pliegue con marcado permanente
luego de ser plegado. Todas las mediciones se realizaron por duplicado.

5.6. Ensayo de secado

Para poder cuantificar el porcentaje residual de agua en los films luego del secado en estufa por
24 hs a 60 °C, se pesé el film y colocé en un desecador. Se repitid el proceso de pesado y colocacidn
en el desecador cada 24 hs hasta alcanzar un peso constante. El porcentaje residual de agua fue
calculado como la diferencia porcentual entre el peso luego del secado en estufa y el peso constante
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obtenido luego de varios dias en el desecador. Todas las mediciones se realizaron por duplicado y en
ensayos independientes.

5.7. Ensayo de liberacién del farmaco

El perfil de liberacién de CP3 fue cuantificado con el film en un volimen constante de 5 ml
de SFV en un orbital shaker a 60 rpm. Se tomaron muestras de 1 ml a 1, 3, 6, 15 y 30 minutos
con reposicién de medio para mantener un volumen constante y fueron analizadas mediante un
espectrofotémetro. Todas las mediciones se realizaron por duplicado y en ensayos independientes.

5.8. Ensayo de desintegracion

Para evaluar cualitativamente la desintegracion de los films, estos fueron colocados en 5 ml de
SFV en un orbital shaker a 60 rpm mientras se observé la desintegraciéon por 30 minutos. Por otro
lado, se sumergié al film en SFV por 1 y 3 minutos para estudiar su desintegraciéon en intervalos
de tiempo similares a los utilizados en el ensayo de liberacidén del farmaco. Todas las mediciones se
realizaron por duplicado.
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6. Analisis de resultados

6.1. Caracterizaciéon de CP3

Como se menciond anteriormente, la caracterizacion de CP3 fue llevada a cabo por el grupo de
Quimica Medicinal del CIBION vy la caracterizacién completa puede encontrarse en [4]. Los resultados
obtenidos de la carcterizacién son coherentes con las estructuras moleculares de cada compuesto. A
continuacién se muestran los resultaods del FT-IR y 1H-RMN para los compuestos intermedios de
la sintesis y los resultados del estudio de estabilidad en simulador de medio vaginal.

6.1.1. FT-1IR

= Caf*: 3445 (b), 3075 (b), 2959 (w), 1720 (s), 1676 (vs), 1587 (m), 1551 (s), 1464 (m), 1349
(m), 1310 (m),1253 (s), 1220 (s), 1095 (w), 1056 (m), 1007 (s), 883(m), 746 (s), 651 (w),
609 (m), 580 (s)

= P7: 3447 (b), 2361 (w), 1616 (m), 991 (s), 948 (s), 878 (vs), 808 (vs), 729 (vs), 535 (s).

= P3: 3447 (b), 2361 (w), 1623 (m), 1000 (s), 950 (s), 904 (s), 887 (s), 869 (s), 804, 707 (s),
511 (m)

= CP3: 3439 (b), 3089 (m), 2962 (m), 2361 (w), 1719(vs), 1670 (vs), 1584 (s), 1549 (vs),
1464 (s), 1346 (), 1306 (m), 1261 (m), 1185(m), 1117 (w), 1094 (w), 1005 (m), 958 (s),
890 (vs), 855 (vs), 770 (vs), 720 (s), 602 (m), 509 (m)
6.1.2. 1H RMN

= Caf': (400 MHz, D;0) 8.93 (s, 1H), 4.16 (s, 3H), 4.10 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 3.68 (s, 3H),
3.34 (s, 3H). En la Figura 15 se puede observar el espectro correspondiente.

= CP3: (600 MHz, DMSO-d6) 9.05 (s, 1H), 4.27 (s, 3H), 4.14 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.35
(HDO), 3.27 (s, 3H). En la Figura 16 se puede observar el espectro correspondiente.
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Figura 16: Espectro de 1H RMN de CP3.
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6.1.3. Estabilidad de CP3 en SFV

Con respecto a la estabilidad de CP3 en el simulador de medio vaginal, se puede observar en la
Figura 17 que en el transcurso de las 24 horas en las cuales fue medido no se evidencian variaciones
en la absorbancia del mismo, por lo que se puede concluir que el compuesto es estable y conservé
su estructura.

Abs vs Tiempo

0 3 10 13 a0
Tiempo (hs)

Figura 17: Estudio de estabilidad de CP3 en SFV (Absorbancia vs tiempo).

6.2. Caracterizacion visual y ensayo de flexibilidad

De la inspeccion visual de los films se puede observar que todos presentaban una apariencia
suave, flexible, lisa y traslicida. En la Figura 18 se muestra un ejemplo de un film de composicién
11. Se reconoce ademads algunos detalles como pequenas burbujas o imperfecciones en los bordes,
que se deben al proceso de fabricacién y que podrian ser evitadas con minimas modificaciones en el
mismo.
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Figura 18: Film de composicién 11

En el 90 % de los films no se observaron precipitaciones y en los casos en que si, cabe destacar
eran practicamente despreciables y que no pertenecian a films de una misma corrida. Dado que no
se observd ninglin patrén en las precipitaciones, estas se atribuyen al proceso de fabricacién y no a
la composicién de las mezclas. Al momento de seleccionar las porciones de film a utilizar para los
ensayos posteriores se evité tomar porciones en las que se evidenciaran las precipitaciones y de ser
posible se evitd utilizar los films completamente, ya que se contaba con cantidad extra.

En la Figura 19 se puede observar una vista lateral y superficial de un film enrollado para la
realizacion del ensayo de flexibilidad. Se puede comprobar que puede mantener el cilindro de 1 cm
de didmetro como era esperado.

Figura 19: Film enrollado utilizado para ensayo de flexibilidad. Vista frontal y lateral.
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Tabla 7: Valores de flexibilidad obtenidos.

Film | Flexibiliad
1 96 %
2 100 %
3 100 %
4 95 %
5 97 %
6 97 %
7 95 %
8 100 %
9 97 %
10 100 %
11 98 %
12 100 %
13 100 %
14 97 %
15 100 %

En la Tabla 7 se observan los resultados del ensayo de flexibilidad. Todos los films presentaron
una buena flexibilidad y ninguno presenté marcados luego de ser doblado. Ningtin film fue descartado
por falta de flexibilidad. Los valores de flexibilidad menores al 100 % se deben en todos los casos a una
menor flexibilidad en los extremos del film, lo cual podria ser mejorado con pequenas modificaciones
al proceso de fabricaciéon y con la utilizacién de un molde con laterales mas uniformes.

6.3. Estudio del porcentaje residual de agua

Se obtuvo un porcentaje residual de agua promedio del 4,96 % +0,015, menor al 10 % mdximo
deseado. En la Tabla 8 se observa la evolucién de peso dia a dia y el porcentaje residual de agua
para cada film. Cabe destacar, ademds, que ningtn film individual superé el 10 % de agua residual.
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Tabla 8: Evolucién de peso dia a dia y el porcentaje residual de agua obtenidos.

Film | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia 4 | Dia 5 | Dia 6 | Perdida de peso
1 64 61,6 60,8 60,5 60,5 60,6 5,31 %
2 52,2 50,3 50 49,8 49,8 49,8 4,60 %
3 52,8 51 50,4 50,3 50,3 50,2 4,92 %
4 70,2 67,6 66,8 66,5 66,5 66,7 4,99 %
5 51,5 49,6 48,8 48,6 48,6 48,8 5,24 %
6 48,7 47,3 46,2 46,2 46,2 46,8 3,90 %
7 87,1 84,1 83 82,6 82,6 82,8 4,94 %
8 58,4 56,2 55,5 55 55 55,4 5,14 %
9 47,5 45,8 45,1 449 449 45,3 4,63 %
10 49,1 44,8 442 442 44 442 9,98 %
11 40,9 39,8 39,2 38,6 38,6 39,2 4,16 %
12 33,7 32,9 32,4 32 32 32,7 2,97 %
13 34,3 33,5 32,6 32,6 32,6 32,7 4,66 %
14 58,3 56,7 55,8 55,6 55,6 55,8 4,29 %
15 67,9 65,9 64,5 64,3 64,3 64,7 4,71 %

Estos resultados prodian contribuir para validar el proceso de fabricaciéon ya que indicarian que
el mismo no introduce en el film agua en exceso y que el periodo de tiempo y temperatura utilizados
para el secado es apropiada.

6.4. Estudio del perfil de liberacién

En las Figuras 20 a 34 se observan los espectros obtenidos para cada uno de los films a los 1,
3, 6, 15 y 30 minutos de colocarlos en el SFV.

Wavelength (nm) - Wavelength (nm)

Figura 20: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 1
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Figura 21: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 2
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Figura 22: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 3
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Figura 23: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 4

57



Proyecto Final de Carrera - ITBA - 2021 Maria Belén Rufino

[2] Film 5 Film 5

7 i 1 2
I 1
1 1
6 1 1 15
I 1
5 1 1
I ' _ 1
a I | 1 min
4 1
@ | —3min u
3 0.5
1
H 6 min
2 ' ! —— 15 min 0
1 1 1 30 min 220 240 260 280 300 330 340
i ! 05
1 I
o L T F T T ey T
200 250 300 350 400 450 500 a
Wavelength (nm) ‘Wavelength (nm)

Figura 24: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 5
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Figura 25: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 6
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Figura 26: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 7
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Figura 27: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 8
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Figura 28: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 9
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Figura 29: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 10
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Figura 30: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 11
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Figura 31: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 12
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Figura 32: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 13
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Figura 33: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 14
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Figura 34: A) Espectrofotometria UV-Vis y B) ampliacién de la regién 220-350 nm - Film 15

Para poder utilizar la informacién obtenida en las curvas anteriores se confecciond la curva de
calibracién con concentraciones conocidas de CP3 de ecuacién y = 18,709z, donde x es la concen-
tracion e y la absorbancia. El maximo de absorbancia para CP3 se observa en la longitud de onda
de 263 nm.

En la Tabla 9 se pueden observar las concentraciones en mg/L obtenidas para cada film que
seran utilizadas luego como input en el modelo para determinar la composicién ideal del film.
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Tabla 9: Concentraciones en mg/L de CP3 obtenidas para cada film a lo largo del tiempo.

Film | 1 min | 3 min | 6 min | 15 min | 30 min

23.4 19.6 20.5 29.9 26.1
39.5 23.1 21.8 26.8 31.8
21.0 20.3 26.5 27.4 26.2
22.1 36.8 34.0 38.1 40.8
32.9 34.2 42.4 41.1 35.2
30.2 28.8 30.7 30.1 28.7
22.4 23.3 26.4 26.5 25.0
24.1 32.1 32.3 355 358
3.9 19.7 26.7 26.5 29.5
13.9 21.6 25.3 26.2 28.1
4.5 23.9 35.3 34.4 47.4
6.4 20.8 27.0 42.3 33.0
13.7 38.3 33.8 34.7 39.2
21.3 34.9 36.2 43.4 36.2
27.2 39.7 34.7 51.8 36.6

SR G o R o e N o &lw N =

6.5. Estudio de la desintegracion

En lo que respecta a la desintegracién, se pudo observar que al minuto 1 la misma ya habia
comenzado para todos los films y que para el minuto 3 todos se encontraban ya en fase de gel. Estos
resultados podrian proporcionar una buena y rapida mucoadhesién. Ademas se observé disolucién
completa antes de los 15 minutos.

Dado que la desintegracién es muy répida y no se contaba con los elementos para poder retirar
el gel del SFV asegurandose de que la extraccién sea completa para poder pesarlo, no se pudo
obtener una medida porcentual de la desintegracién en funcién del tiempo. Es por esto que esta
variable serd excluida del diseno.

6.6. Seleccion de la composicién éptima del film

Para poder determinar la composicién 6ptima del film, los valores correspondientes a cada una
de las respuestas (R1-R7) fueron introducidas en el software y analizadas para buscar el modelo que
mejor las describa.

En la Tabla 10 se puede observar un resumen del modelado aplicado a cada respuesta.

Para la respuesta R1: liberacién del farmaco al minuto 1, se utilizé6 como modelo la media ya
que se obtuvo falta de significancia en los demdas modelos. Como se puede observar en la Figura 35
se obtuvo un valor F de falta de ajuste de 1.02 y el p valor correspondiente es de 0.5312. En el
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Tabla 10: Modelado aplicado a cada respuesta.

Respuesta | Modelo Transformacion Valor p
R1 Media No -
R2 Grado 4 [y = (y+k)*, conk=0y A= —0,03 | 0.0092
R3 Grado 4 [y = (y+ k)", conk=0y A= —0,58 | 0.0492
R4 Grado 4 |y = (y+k)*, conk=0y A= —1.88 | 0.0206
R5 Media No -
R6 Lineal |3 =(y+k)» conk=0y \=—1,38| 0.0309
R7 Media No -

grafico de la Figura 36 se puede comprobar la normalidad de los residuos.

Response 1 R1: Drug Rel. 1 min
ANOVA for Mean Mixture Model
= Mixture Component Coding is L_Pseudo. ™

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type IlI]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob=F
Block 463 2 232
Model 0.0:01 0
Residual 10.45 12 0.87
Lack of Fit 7.t g 0.88 1.02 0.5312 not significant
Pure Error 344 4 .86
Cor Total 15.08 14

Figura 35: Tabla de anélisis de varianza para la respuesta R1.
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Figura 36: Grafico de probabilidad normal de los residuos para la respuesta R1.

Para la respuesta R2: liberacién del farmaco al minuto 3, se aplicé una transformacién el tipo
y = (y+k)> conk =0y = —003y se eligié6 un modelo de grado 4 en el que se eliminé
el termino cubico por no significancia de su coeficiente. Como se puede observar en la Figura 37,
se obtuvo un valor F de 7.18 con un valor p significativo para el modelo. Se obtuvo ademas un
valor p de 0.0732 no significativo para la falta de ajuste del modelo. En la Figura 38 se observan
los coeficientes obtenidos para el modelo. En el grafico de la Figura 39 se puede comprobar la
normalidad de los residuos.
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Response 2 R2: Drug Rel. 3 min.

Transform: Power Lambda: 0,03 Constant: a
ANOVA for Reduced Quartic Mixture Model

= Mixture Component Coding is L_Pseudo., ™

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ill]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Block 1.040E-004 2 5.198E-005
Model 5.128E-004 3 1.708E-004 .18 D.0092 significant
Lingar Mixtur 1.093E-004 1 1.093E-004 4.59 0.0807
Ag 1.632E-004 1 1.632E-004 £.86 0.0278
AB{A-B) 4.027E-004 1 4.027E-004 16.93 0.0026
Residual 2.141E-004 § 2.379E-005
Lack of Fit  1.843E-004 5 3.6BBE-005 4.95 0.0732 not significant
Pure Error  2.97BE-005 4 T 446E-008

Cor Total 8.306E-004 14

Figura 37: Tabla de anélisis de varianza para la respuesta R2.

Coefficient Standard 95% CI 95% CI

Component Estimate df Error Low High VIF
Block 1 4.547E-003 2

Block 2 -2.218E-003

Block 3 -2.328E-003

A=W 097 1 2.450E-003 056 097 1.38
B-M2 0.97 1 2.185E-003 0.97 0.98 1.35
AB 0.038 1 0.015 5217E-003 0.071 3.00
AB(A-B)R -0.78 1 0.19 -1.20 -0.35 276

Figura 38: Coeficientes estimados para el modelo de la respuesta R2.
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Figura 39: Grafico de probabilidad normal de los residuos para la respuesta R2.

Para la respuesta R3: liberacion del farmaco al minuto 6, se aplicé una transformacién el tipo
y = (y+k)* conk=0y = —058y se eligié un modelo de grado 4 en el que se elimin el
termino cubico por no significancia de su coeficiente. Como se muestra en la Figura 40, se obtuvo
un valor F de 4.11 con un valor p significativo de 0.0429 para el modelo. Se obtuvo ademas un
valor p de 0.0730 no significativo para la falta de ajuste del modelo. En la Figura 41 se observan
los coeficientes obtenidos para el modelo. En el grafico de la Figura 42 se puede comprobar la

normalidad de los residuos.
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Reszponse

Transform:

Power

R3: Drug Rel. & min.

0.58

ANOVA for Reduced Quartic Mixture Model

== Mixture Component Coding is L_Pseudo, =™

Constant: 0

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]

Source

Block
WModel

Linear Mixtur

AB

AB(A-B}
Residual

Lack of Fit

Pure Error
Cor Total

Sum of

Squares

0.1
0.33

0012
4. 801E-003

f21
0.24
0.2

0033

0.67

W kB

-4

LR R S =

Mean

Square

0

053
0.11

0012

4. 801E-003

0

f21
026

041

8.2935-003

F p-value
Value Prob>F
4.11 0.0425 =ignificant
0.48 0.5144
0.18 0.6798
8.05 0.0195
492 0.0738 not significant

Figura 40: Tabla de anélisis de varianza para la respuesta R3.

Component

Block 1
Block 2
Block 3
A=W
B-M2
AB

AB(A-B)?

Coefficient

Estimate

-0.13
0.033
0.10
1.87
1.78
-0.21
17.86

df

Standard

Error

n.082

0.073

0.45
6.28

95% CI 95% Cl
Low High
1.68 2.05
1.61 1.94
-1.31 0.29
3862 32.10

VIF

1.38
1.35
3.00
276

Figura 41: Coeficientes estimados para el modelo de la respuesta R3.
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Figura 42: Grafico de probabilidad normal de los residuos para la respuesta R3.

Para la respuesta R4: liberacién del farmaco al minuto 15, se aplicé una transformacién el tipo
y = (y+k)* conk=0y = —188y se eligié un modelo de grado 4 en el que se elimin el
termino cubico por no significancia de su coeficiente. Como se muestra en la Figura 43, se obtuvo
un valor F de 5.45 con un valor p significativo de 0.0206 para el modelo. Se obtuvo ademas un
valor p de 0.5094 no significativo para la falta de ajuste del modelo. En la Figura 44 se observan
los coeficientes obtenidos para el modelo. En el grafico de la Figura 45 se puede comprobar la
normalidad de los residuos.
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Response 4 R4: Drug Rel. 15 min

Transform: Power Lambda: -1.88 Constant: 0
ANOVA for Reduced Quartic Mixture Model
== Mixture Component Coding is L_Pseudo. ™=

Analyszis of variance table [Partial sum of squares - Type ]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Block 0.011 2 G.5D4E-003
Model 7.876E-003 3 2525E-003 5.45 0.0208 significant
Linear Mixtur  1.223E-003 1 1.223E-003 2.54 0.1454
AE 2.325E-003 1 2.325E-003 4.84 0.0554
AB(A-B) 6.59894E-003 1 B.5894E-003 13.69 0.0049
Residual 4. 335E-003 9  4.318E-004
Lack of Fit 2.421E-003 5 4.843E-004 1.01 0.5094 not significant
Pure Error  1.913E-003 4 47B3E-004
Cor Total 0.024 14

Figura 43: Tabla de anélisis de varianza para la respuesta R4.

Coefficient Standard 95% CI 95% Cl

Component Estimate df Error Low High VIF
Block 1 0.021 2

Block 2 0.011

Block 3 -0.032

A 0.093 1 0.011 0.073 0.12 1.38
B-M2 0.13 1 9.850E-003 0.10 0.15 1.35
AB 014 1 0.085 -4 144E-003 025 3.00
AB{A-BF -3.15 1 0.85 -5.07 -1.22 2.76

Figura 44: Coeficientes estimados para el modelo de la respuesta R4.
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Figura 45: Grafico de probabilidad normal de los residuos para la respuesta R4.

Para la respuesta Rb5: liberacién del farmaco al minuto 30, se utilizé como modelo la media ya
que se obtuvo falta de significacia en los demdas modelos. Como se puede observar en la Figura 46
se obtuvo un valor F de falta de ajuste de 3.39 y el p valor correspondiente es de 0.1266. Este p
valor no significativo implica que hay una alta probabilidad de que la falta de ajuste del modelo se
deba a ruido. En el grafico de la Figura 47 se puede comprobar la normalidad de los residuos.

Response & R5: Drug Rel. 30 min

Transform: Power Lambda: -0.55 Constant: 0
ANOWVA for Mean Mixture Model

== Mixture Component Coding is L_Pseudo. =

Analysiz of variance table [Partial sum of squares - Type [ll]

sSum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Block 0.015 2 TBZXZE-003
Model 0.000 0
Residual 0.023 12 1.851E-003
Lack of Fit 0.020 & 2551E-003 339 0.12686 not significant
Pure Error  3.009E-003 4 T.523E-004
Cor Total 0.038 14

Figura 46: Tabla de anélisis de varianza para la respuesta R5.
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Figura 47: Grafico de probabilidad normal de los residuos para la respuesta R5.

Para la respuesta R6: porcentaje residual de agua, por estudio del grafico de Box-Cox que
se observa en la Figura 48 y por sugerencia del programa, se aplico una transformacién del tipo

yl = (y+k3))\, conk =0 y A= _1,38.
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Figura 48: Grafico de Box-Cox para la respuesta R®6.

Para esta respuesta se utilizé un modelo lineal, con un valor F 6.13. Como se observa en la
Figura 49, se obuvo un valor p significativo de 0.309 para el modelo. Se obtuvo ademas un valor
p de 0.5508 no significativo para la falta de ajuste del modelo. En la Figura 50 se observan los
coeficientes obtenidos para el modelo y se destaca que el 0 no forma parte del intervalo de confianza
de ninguno. En el grafico de la Figura 51 se puede comprobar la normalidad de los residuos.
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Response & RE: % Weight Loss
Transform: Power Lambda: -1.38 Constant: a
ANOVA for Linear Mixture Model
= Mixture Component Coding is L_Pseudo. **
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Block 4 793E-003 2 2.3897E-003
Model 5.267E-003 1 5.267E-003 6.13 0.0309 significant
Linear Mixtur  5.267E-003 1 5.267E-003 6.13 0.0308
Residual 5.455E-003 11 8.595E-004
Lack of Fit  5.927E-003 7 B4E7E-004 0.96 0.5508 not significant
Pure Error  3.532E-003 4  BEB31E-004
Cor Total 0.020 14

Figura 49: Tabla de anélisis de varianza para la respuesta R6.

Coefficient Standard 95% CI 95% Cl
Component Estimate df Error Low High VIF
Block 1 -0.018 2
Block 2 -0.015
Block 3 0.031
A 0.085 1 0.013 0.066 012 1.09
B-M2 014 1 0.012 012 07 1.09

Figura 50: Coeficientes estimados para el modelo de la respuesta R6.
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Figura 51: Grafico de probabilidad normal de los residuos para la respuesta R6.

Para la respuesta R7: flexibilidad, se utilizé como modelo la media por falta de significacia en
los demas modelos. Como se puede observar en la Figura 52 se obtuvo un valor F de falta de ajuste
de 3.19 y el p valor no significativo correspondiente es de 0.1386. En el grafico de la Figura 53 se

puede comprobar la normalidad de los residuos.

Response T

RT: % Pliability
ANOVA for Mean Mixture Model

= Mixture Component Coding is L_Pseudo, =

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]

Sum of Mean F p-value

Source Squares df Square Value Prob>F
Block 573 2 2.87
Model 0.000 0
Residual 43.00 12 4.00

Lack of Fit 41.50 ] 519 319 01386 not significant

Pure Error 6.50 4 1.63
Cor Total 33.73 14

Figura 52: Tabla de anélisis de varianza para la respuesta R7.
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Figura 53: Grafico de probabilidad normal de los residuos para la respuesta R7.

Para la optimizaciéon numérica del disefio se utilizaron los siguientes criterios. Se decidié dar
mayor importancia a la respuesta R2 y menor a las respuestas R4 y R5, ya que se busca que el
film tenga una rdpida liberacién inicial. Ademas se eligié una impotancia de 4 para la respuesta
R6 ya que influye directamente en el almacenamiento del film, y uno que no requiera demasiados
cuidados especiales de guardado prodia mejorar la adopcidn entre los usuarios. Teniendo en cuenta

los objetivos planteados para las caracteristicas del film éptimo, se buscé maximizacién de todas las
respuestas excepto R6.

= M1: objetivo dentro del rango

= M2: objetivo dentro del rango

= R1: maximizacién e importancia 4 de 5
= R2: maximizacién e importancia 5 de 5
= R3: maximizacién e importancia 4 de 5
= R4: maximizacién e importancia 3 de 5
= Rb5: maximizacién e importancia 3 de 5
= R6: minimizacién e importancia 4 de 5

» R7: maximizacion e importancia 3 de 5

De las soluciones obtenidas, con valores de deseabilidad aceptables, luego de la optimizacién
numérica se eligid la solucién 1 que se observa en la Tabla 11, ya que es la que presenta el mayor
valor de desabilidad.
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Tabla 11: Solucién elegida luego de la optimizacién numérica del modelo.

Solucién | M1 M2 | Deseabilidad
1 0.254 | 0.746 0.740

En la Figura 54 se muestra la ubicacién de los factores y repsuestas para la solucién 1. Se puede
observar que todas las respuestas cumplen con las condiciones deseadas y que la respuesta R2, a
la que mayor importancia se le habia otorgado, se encuentra por encima del extremo superior de la
rampa. Esto muestra que el film tendria una buena liberacién inicial. Por otro lado, el porcentaje
residual de agua predicho se encontraria por debajo del limite superior de 10 %.

I

0.250 0.350 0.650 0.750 0.3882 3.9505 1.964 39737

A1 =0.254 B:M2 = 0.746 R1: Drug Rel. 1 min = 2.04957 R2: Drug Rel. 3 min. = 5.05278

T

2.0509 4.2393 26233 5188 24981 4.7361 297 9.98

R3: Drug Rel. 6 min. =4 23938 R4: Drug Rel. 15 min = 5.92058 R5: Drug Rel. 30 min = 3 24867 R6: % Weight Loss = 4.11035

]

95 100

Desirability = 0.740

R7: % Pliability = 98.1333

Figura 54: Graficos de rampas para la solucién 1.

Lo observado en la Figura 54 se corresponde con las desabilidades de la Figura 55. En este
grafico, se puede ver el aporte de cada respuesta a la construccidon de la deseabilidad global. Se
observa una deseabilidad del 100 % para la respuestas R2, R3 y R4. El valor bajo de deseabilidad para
la respuesta R5 podria podria deberse a una alta exigencia al modelo en el momento de la seccién
de los criterios de optimizacién. Sin embargo, dado que la importancia de las demas respuestas
es mayor, no se le exigird un valor mayor al modelo para esta respuesta. La deseabilidad para la
respuestas R1 y R7 es menor de lo deseado, pero al tratarse de respuestas que fueron modeladas con

la media, es esperable. Por dltimo, se observa un muy buen valor de deseabilidad para la respuesta
R6.
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0.97793

R6: % Weight Loss
0.626667

RT: % Pliability
0.740253

Combined

1.000

0.500 0.750

0.000 0.250

Figura 55: Graficos de barras de deseabilidad individual frente a cada respuesta y combinada para

la solucién 1.
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7. Conclusion y perspectivas futuras

El VIH es uno de los desafios sanitarios mas importantes del mundo vy, si bien se cuenta con
tratamientos eficientes que pueden mejorar drasticamente la calidad de vida de las personas infec-
tadas, alin no se cuenta con una cura. Ademas, el nimero de nuevas personas infectadas cada afio
sigue superando el de personas que acceden a un tratamiento eficaz. Por lo tanto, el desarrollo de
métodos de prevencién contintia siendo una prioridad.

En este trabajo, se pudo encontrar una composicion posible para un film vaginal de desintregra-
cién rapida para la liberacién controlada de un novedoso compuesto inorgdnico con alta actividad
anti-VIH que podria ser utilizado como un método de prevencién del contagio.

Se desarrollé un disefio de experimentos que permitié el analisis de la influencia de las propor-
ciones de los componentes en el comportamiento del producto terminado ademas de la aproximacion
a la composicién éptima. A partir de los resultados expuestos, se concluye que dentro del rango de
composiciones estudiadas se pudieron obtener films que cumplen con las caracteristicas deseadas
de una rédpida liberacién y desintregracién inicial luego del contacto con el fluido, buena flexibilidad
y bajo porcentaje residual de agua en el mismo luego del secado. De esta manera, se alcanzé el
objetivo planteado para este trabajo final de carrera.

Como continuacién del trabajo se propone la caracterizacidén y evaluacién en detalle de la
composicion identificada como cercana a la dptima. Se considera importante poner el foco en la
mucoadhesidn, caracterizacién cualitativa del contenido y uniformidad del fairmaco y la estabilidad
frente a cambios de temperatura y humedad. Ademds se considera interesante evaluar la posibilidad
de incluir otros compuestos, como espermicidas o agentes que prevengan el contagio de enfermeda-
des de transmisién sexual, en el film en combinacién con CP3. La inclusién de estos podria aumentar
la adhesion al método y la receptividad del mismo. Dentro de los aspectos a mejorar a futuro en
el método de fabricacién propuesto se destacan la utilizaciéon de moldes de laterales lisos para evi-
tar acumulaciones en estas zonas y que se debe prestar especial atencién a lograr una distribucién
uniforme del film previo al secado. Otra opcién a considerar seria la utilizaciéon de un dispositivo
aplicador de films, como es el Elcometer.

Por dltimo, durante el desarrollo del trabajo se pudo adquirir gran cantidad de conocimientos,
tanto tedricos como practicos. La utilizacidén de distintas técnicas para la confeccién de los films y
su posterior evaluacion permitié la interiorizacion con el trabajo de laboratorio. Ademas, se logré
tener una visién general de lo que implica participar en un proyecto de investigacién, formando parte
de la planificacién, ejecuciéon y modificacién sobre la marcha en funcién de los resultados obtenidos
y las situacién cambiante dia a dia producto de desarrollar el trabajo en un contexto de pandemia.
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