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DESCRIPCION
Gel de cloroquina y procedimiento de preparacion y aplicacion del mismo
Campo técnico

La presente invencion pertenece al campo de las tecnologias de medicina biol6gica y, mas particularmente, se refiere
a un gel de cloroquina para tratar la infeccién de la genitalia externa y otras verrugas cutaneas y un procedimiento de
preparacion y aplicacion de los mismos.

Antecedentes

Las infecciones de los genitales, también denominadas enfermedades de transmisién sexual se refieren a un grupo
de enfermedades transmitidas principalmente por contacto sexual. Mas de 20 enfermedades infecciosas causadas
por comportamientos sexuales o comportamientos similares a sexuales se incluyen en la categoria de infecciones
genitales internacionalmente. Desde la década de 1980, la poblacion flotante ha estado aumentando dia por dia. Con
el cambio del concepto sexual, han aumentado los comportamientos sexuales inseguros. La infecciéon del tracto
reproductivo y la infeccién transmitida sexualmente estan aumentando en China, y se han diseminado desde la costa
hasta el interior y se desarrollan desde la ciudad hasta el campo, de modo que la situacién es bastante grave. Segun
las estadisticas, hay aproximadamente 400.000 pacientes con SIDA en China actualmente, la infeccion por VIH es
aproximadamente 1 en 1.000, y aproximadamente cientos de personas se infectan cada dia, con caracteristicas de
una gran relacion de transmisién sexual y la transmisiéon por un grupo de alto riesgo a un grupo general. Segun las
estadisticas, el nUmero de pacientes que padecen infeccién de los genitales externos de ambos sexos en China adn
aumenta ano tras afo en los Ultimos afnos, una tasa de incidencia en muchas areas las clasifica en el segundo y el
tercer lugar en un orden de enfermedades infecciosas, una tasa de incidencia de la infeccion del tracto genital inferior
entre las mujeres casadas es tan alta como el 50 % y al menos el 70 % de las mujeres ha padecido candidiasis
vulvovaginal una vez en su vida, del 5 % al 10 % de las cuales padecieron candidiasis vaginal recurrente y el 90 % de
las cuales se infectaron con el papilomavirus humano. La tasa de incidencia de la infeccion de la genitalia externa en
ambos sexos esta aumentando tan rdpidamente que la dificultad en el control se ha convertido en un grave problema
de salud social y publica para el mundo. Por lo tanto, la prevencion y el tratamiento eficaces de la infeccién de la
genitalia externa de ambos sexos se han convertido en tareas muy graves y urgentes en la actualidad.

La infeccion de la genitalia externa se trata principalmente apuntando hacia un patégeno en la medicina moderna. En
términos de prevencién y tratamiento, hay muchos tipos de microorganismos patdégenos que causan la infeccion del
tracto reproductivo, y la variacion y la resistencia al farmaco del patégeno hacen que sea extremadamente dificil
seleccionar un medicamento antibidtico para prevenir la infeccion del tracto reproductivo. Actualmente, en la practica
clinica, el tratamiento de la infeccién de la genitalia externa se basa principalmente en la administracion de antibiético
o desinfectante. Sin embargo, dado que la irritacion por un desinfectante a una mucosa local destruye un entorno en
una vagina, el uso del desinfectante es limitado y el desinfectante suele ser adecuado para el tratamiento local. Para
la infeccién genital bacteriana, una terapia con antibiéticos a menudo proporciona resistencia al farmaco y efectos
secundarios. Por lo tanto, es importante desarrollar un medicamento nuevo y altamente eficaz para uso externo con
efectos antibacterianos y antivirales para la prevencion y el tratamiento eficaces de la infeccion de la genitalia externa.

La cloroquina siempre se ha usado como una medicamento para prevenir y tratar la infeccién por plasmodio, y a
menudo se usa en experimentos de transfeccion génica para mejorar la eficiencia de la transfeccion. Se cree que la
cloroquina en alta concentracion tiene un efecto de inhibicion y eliminacion de criptococos in vitro través de estudios
in vitro, y los efectos de la cloroquina sobre dos variedades de los criptococos no son diferentes; y mientras tanto, la
cloroquina puede mejorar una capacidad anticriptocécica de la anfotericina B y tiene un efecto antibacteriano sinérgico
con la anfotericina B. En la actualidad, muchos estudios se centran en una actividad anti-VIH de la cloroquina. Estudios
han demostrado que la cloroquina tiene una actividad anti-VIH de amplio espectro, y la cloroquina no solo esta dirigida
a una cepa de laboratorio B evolucionada por VIH-1, sino que también tiene un gran efecto sobre los aislamientos
primarios A, B, C, D y E evolucionados por VIH-1. Parece que un mecanismo principal de un efecto anti-VIH de la
cloroquina es inhibir la glucosilacién de una proteina de la envoltura del virus gp120, lo que da como resultado que
una particula de virus recién generada tenga una infecciosidad muy reducida. Mientras tanto, se cree en estudios que
la cloroquina es un agente de penetracion de membrana de aminoquinina, que puede incorporarse en un ADN de
doble cadena y cambiar la forma de doble hélice de un ADN al desenrollarse. Se cree en estudios bacteriolégicos que
la cloroquina se puede usar como una clase de intercaladores tales como naranja de acridina y bromuro de etidio, que
pueden inhibir selectivamente un enlace covalente de un ADN plasmidico pequefio, y cambiar una densidad de
superbobinas de ADN, el cierre de la superbobina puede ser cambiado, inhibiendo asi la proliferacion de bacterias y
de células infectadas por virus. Un ADN de un virus del papiloma humano (VPH) que causa un céncer cervical es
dicho plasmido, que es un ADN complejo superenrollado y realiza la replicacion del ADN y la transcripcion del ARN.
A su vez, se ha demostrado que la cloroquina es capaz de inhibir el ADN plasmidico e interferir con una actividad de
la ADN polimerasa cambiando una densidad de superhélice del ADN plasmidico. Debido a la alcalescencia, se ha
demostrado que la cloroquina causa disfunciéon mitocondrial, tal como acumulaciéon de endosomas/lisosomas, cambio
del valor del pH y posible apoptosis. Ademas, se ha demostrado que la cloroquina reactiva P53 inactivado (degradacion
del VPH/inactivacion de P53), se conecta a la melanina (la produccion de melanina ocurre en la misma capa de piel
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como replicacion del VPH: una capa basal de epidermis), y evita la liberacion de iones de hierro (catalizador de
hierro/dependencia de energia de VPH durante la replicacion). El hierro es necesario para la replicacion del ADN, y el
hierro también actia como un catalizador electrénico en el transporte y almacenamiento de oxigeno. Sin embargo, el
hierro también es una sustancia vital para la supervivencia del patégeno y la replicacion del virus. La inhibicion de las
particulas de hierro también es un mecanismo importante para que la cloroquina elimine los virus y las células
infectadas por virus. ANBARASAN B Y COL (“Optimization of the formulation and in-vitro evaluation of chloroquine
loaded Chitosan nanoparticles using ionic gelation method’, JOURNAL OF CHEMICAL AND PHARMACEUTICAL
SCIENCES, vol. 6, nim. 2, 1 de abril de 2013, paginas 106-112) describe nanoparticulas de fosfato de cloroquina
basadas en quitosano con una relacion farmaco-a-polimero de 1:3 a 1:5.

En la actualidad, no hay ningin medicamento de cloroquina para uso externo, especialmente un medicamento que no
tenga preparacién externa con menos irritacion y efecto curativo mas amplio. En la aplicacion clinica, la cloroquina se
usa principalmente para tratar ataques de malaria aguda y para controlar un sintoma de malaria. La cloroquina también
se puede usar para tratar amebiasis hepatica, clonorchiasis sinensis, paragonimasis, enfermedad de tejido conectivo,
etc. La cloroquina también se puede usar para tratar enfermedades fotosensibles tales como la enfermedad del eritema
solar. Para tratar la malaria se usan un comprimido y una inyecciéon con una dosis grande y un largo periodo de
tratamiento, que puede tener efectos secundarios graves sobre el tracto gastrointestinal y la piel. Ademas, la cloroquina
provoca cierta irritacion en la piel, causando dafos en la piel y diversos tipos de erupciones. Por lo tanto, como reducir
la irritacion por la cloroquina y los efectos secundarios, y mejorar un valor de aplicacion de la cloroquina cambiando
una forma de dosificacion se ha convertido en el problema principal en la actualidad.

Una microesfera de medicamento se refiere a una pequefia entidad esférica formada por dispersién o adsorcion de
medicamento en una matriz de polimero de alto peso molecular. Una preparacién de microesferas tiene un efecto de
accion prolongada, de liberacién sostenida o dirigida, que puede mejorar en gran medida la comodidad y la
conformidad de los pacientes en la medicacion, con ventajas sobresalientes en la clinica, de modo que la preparacion
es una forma de dosificacion potencial. Ademas, un producto con preparacién de microesferas tiene un gran valor
anadido y una amplia perspectiva de mercado, y se ha convertido en un punto candente en la investigacion y el
desarrollo de la medicina en los ultimos anos.

Resumen

Un objetivo de la presente invencion es superar los defectos en la técnica anterior antes mencionados, y proporcionar
un producto de gel de nanoesferas de cloroquina, que selecciona un compuesto de polimero natural como un portador
de nanoesferas, tiene un procedimiento de preparacion simple y un pequefo efecto secundario de un producto,
desarrolla plenamente el efecto sinérgico de la cloroquina y del portador de nanoesferas, tiene efectos
antiinflamatorios, antibacterianos y antivirales obvios, reduce la irritacion de la cloroquina a la piel, promueve la
cicatrizacion de heridas, puede controlar la velocidad de liberacién de un medicamento, y supera los defectos de un
efecto antibacteriano débil del portador de microesferas existente y la gran irritacién de la cloroquina.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un procedimiento de preparacion para el producto de gel de
nanoesferas de cloroquina aplicado a los genitales externos y otras verrugas cutaneas.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar una nueva aplicacion para el producto de gel de nanoesferas
de cloroquina anterior.

Otro objetivo mas de la presente invencién es proporcionar un producto para prevenir y tratar la infeccion de la genitalia
externa y/u otras verrugas cuténeas.

Los objetivos de la presente invencion antes mencionados se logran a través de las siguientes soluciones técnicas.

Una nanoesfera de cloroquina incluye un portador de nanoesferas soluble en agua, y cloroquina o un derivado de
cloroquina, por lo que la relacién masica de la cloroquina o del derivado de cloroquina al portador de nanoesferas
soluble en agua durante la preparacion varia de 1:3 a 1:5; una tasa de carga de la cloroquina o del derivado de
cloroquina en la nanoesfera de cloroquina preparada varia de 3,0 % a 21,6 %; el portador de nanoesferas soluble en
agua es quitosano soluble en agua; el grado de desacetilacién del quitosano soluble en agua varia del 80 % al 95 %,
y el peso molecular promedio en viscosidad del mismo varia de 3000 a 5000; y el derivado de cloroquina se selecciona
de uno o mas de hidroxicloroquina, fosfato de cloroquina o sulfato de cloroquina; y por lo que la nanoesfera de
cloroquina se prepara en gel para uso.

El inventor descubre inesperadamente que la nanoesfera que se prepara combinando el portador de nanoesferas
soluble en agua con la cloroquina o el derivado de cloroquina, tiene un tiempo de accién largo, una adhesividad de la
mucosa, una retencion local y una autodegradabilidad, reduce la irritacion de la cloroquina, no tiene irritacion en los
genitales externos, supera los defectos de un gran efecto secundario y un uso inconveniente en un procedimiento de
tratamiento de infeccion la genitalia externa existente al mismo tiempo, y puede resolver con efectividad un efecto
secundario y una resistencia al medicamento de la cloroquina. la nanoesfera de la presente invencién puede prevenir
o tratar eficazmente la infeccion de la genitalia externa y otras enfermedades cutaneas, tales como vaginitis, verrugas
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planas y similares, e incluso tiene un notable efecto sinérgico y no solo se expande la gama de aplicaciéon de la
cloroquina, sino que también se reduce un fenémeno de resistencia al medicamento causada por el abuso de los
medicamentos antibacterianos existentes.

La presente invencion se refiere ademas a un procedimiento de preparacién para la nanoesfera de cloroquina antes
mencionada, que incluye las siguientes etapas:

S1: después de disolver el portador de nanoesferas soluble en agua, afiadir la cloroquina o el derivado de cloroquina,
y mezclar y agitar uniformemente para formar una fase acuosa.

S2: anadir un emulsionante en una matriz de fase oleosa para formar una fase oleosa; afadir la fase acuosa a la fase
oleosa, en donde la relacién de volumen de la fase acuosa a la fase oleosa es de 1: 1 a 1 6; y emulsionar a 10000-
20000 r/min durante 10-30 minutos para obtener una emulsién de nanoesferas y

S3: anadir un precipitante a la emulsiéon de nanoesferas, después de mezclar uniformemente, dejar reposar durante
2-8 minutos, después deshidratar, realizar centrifugacién de alta velocidad y limpieza y secar para obtener la
nanoesfera de cloroquina.

La relacién masica de la cloroquina o del derivado de cloroquina al portador de nanoesferas soluble en agua varia de
1:3a1:5.

Mas preferentemente, la relacién masica de la cloroquina o del derivado de cloroquina al portador de nanoesferas
soluble en agua es 1:3.

Ademas, el derivado de cloroquina se selecciona de uno o mas de hidroxicloroquina, fosfato de cloroquina y sulfato
de cloroquina.

Una tasa de carga de la cloroquina o del derivado de cloroquina varia del 3,0 % al 21,6 %.
La tasa de carga de la cloroquina o del derivado de cloroquina es del 12,5 %.
El portador de nanoesferas soluble en agua es quitosano soluble en agua.

Ademas, el grado de desacetilacion del quitosano soluble en agua varia del 80 % al 95 %, y el peso molecular
promedio en viscosidad del mismo varia de 3000 a 5000.

Preferiblemente, la relacion de volumen de la fase acuosa a la fase oleosa en la etapa S2 es 1:3.
Preferiblemente, la centrifugacién a alta velocidad en la etapa S3 se realiza a 1500-2000 r/min durante 5-10 minutos.
Mas preferiblemente, la centrifugacion a alta velocidad en la etapa S3 se realiza a 1500 r/min durante 10 minutos.

Preferiblemente, en la etapa S3, el precipitante se afiade a la emulsion de nanoesferas a una velocidad de 1 a 5 gotas
por segundo.

Preferiblemente, la relacion de volumen del emulsionante al precipitante es (1 - 1,5) : (30 - 50).

Mas preferiblemente, la relacion de volumen del emulsionante al precipitante es 1:50.

Preferiblemente, la matriz de fase oleosa es aceite vegetal; y el precipitante es una fase organica alcalina.
Mas preferiblemente, la fase organica alcalina es una solucion mezclada de hidréxido de sodio-n-propanol.
Mas preferiblemente, el valor del pH de la fase organica alcalina varia de 8,5 a 10,0.

Mas preferiblemente, el valor del pH de la fase organica alcalina es 9,0.

Preferiblemente, el aceite vegetal se selecciona de uno o mas de aceite de maiz, aceite de oliva, aceite de cacahuete,
aceite de soja, aceite de colza y otros aceites vegetales.

Preferiblemente, el emulsionante se selecciona de uno o mas de Tween-20, Tween-80 y Span 80.

La aplicacién de la nanoesfera de cloroquina antes mencionada en la preparacién de un producto antibacteriano y/o
antiviral, y la aplicacién de la nanoesfera de cloroquina anterior en la preparacion de un producto para prevenir y tratar
la infeccion de la genitalia externa y/u otras verrugas cutdneas también se incluyen en el alcance de la proteccion de
la presente invencion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2938738T3

El producto que incluye la nanoesfera de cloroquina anterior puede reducir obviamente la irritacion de la piel de la
cloroquina, promover la cicatrizacién de heridas, desempefiar un efecto de liberacion lenta y mejorar una actividad
bioldgica al mismo tiempo, y se aplica para tratar la infeccién de la genitalia externa y/u otras verrugas cutaneas.

Preferiblemente, la infeccion de la genitalia externa incluye vaginitis viral, condiloma acuminado, vaginosis bacteriana,
vaginitis infecciosa por hongos o vaginitis tricomoniasica.

Preferiblemente, las otras verrugas cuténeas incluyen verrugas planas y verrugas en partes no genitales causadas
por infeccion por VPH.

La nanoesfera de cloroquina tiene buenos efectos terapéuticos sobre la infeccion de los genitales externos; incluyendo
vaginitis viral, condiloma acuminado, vaginosis bacteriana, vaginitis infecciosa por hongos o vaginitis tricomoniasica,
y las otras verrugas cutaneas, incluyendo verrugas planas y verrugas en partes no genitales provocadas por infeccion
por VPH.

La presente invencién proporciona ademas un producto para prevenir y tratar la infeccion de la genitalia externa y/u
otras verrugas cutaneas, que incluye cloroquina o un derivado de cloroquina, e incluye ademas uno o mas de quitosano
soluble en agua, carragenina soluble en agua y almidén soluble en agua.

La relacién masica de la cloroquina o del derivado de cloroquina al quitosano soluble en agua, la carragenina soluble
en agua o el almidoén soluble en agua varia de 1:3 a 1:5.

Mas preferiblemente, la relacién masica de la cloroquina o del derivado de cloroquina al quitosano soluble en agua, el
carragenina soluble en agua o el almidon soluble en agua es 1:3.

Ademas, segun la presente invencion, el producto para prevenir y tratar la infeccion de la genitalia externa y/u otras
verrugas cutaneas incluye la nanoesfera de cloroquina anterior.

Mas preferiblemente, la nanoesfera de cloroquina representa del 1 % al 6 % del peso total del producto.
Ademads, segun la presente invencion, el producto es gel.

El producto de la presente invencion es un gel; y el producto de la presente invencion puede mejorar obviamente el
sabor amargo y la irritacion de la piel de la cloroquina, promover la cicatrizacion de heridas, desempenar un efecto de
liberacion lenta y mejorar la actividad bioldgica al mismo tiempo.

En comparacion con la técnica anterior, la presente invencién tiene los siguientes efectos beneficiosos:

(1) Segun la presente invencion, el portador de nanoesferas soluble en agua se combina con la cloroquina para
elaborar una preparacién externa con funciones de esterilizacién y antivirus al mismo tiempo, que desempeiia un
efecto sinérgico obvio, tiene ciertos efectos de limpieza y eliminacién en diversas bacterias y virus, y los efectos de
limpieza y atencion en érganos genitales externos para machos y hembras, reduce las reacciones inflamatorias de los
genitales externos, puede mejorar la irritacién de la piel causada por la cloroquina, no tiene irritacién en la mucosa
vaginal y el pene, y tiene adhesividad de la mucosa, retencién local y auto-degradabilidad, y la preparacién no solo
puede prevenir infecciones bacterianas y virales, sino que también puede promover la cicatrizacion de microheridas,
y puede usarse para el tratamiento efectivo de infecciones y verrugas de los genitales externos, especialmente para
el cuidado de la salud de los genitales externos antes y después de la vida sexual, con un efecto evidente, y un efecto
fresco y confortable.

(2) La presente invencion usa principalmente el portador de nanoesferas soluble en agua combinado con la cloroquina
sinérgica como componente principal. La prescripcion es estable, y existe un medicamento en forma de nanoesfera
para que pueda prolongarse el tiempo de permanencia del medicamento en una parte tratada, lo que permite que el
tiempo de accién sea mas largo y mejore la biodisponibilidad y el efecto terapéutico del medicamento. El medicamento
es simple y conveniente en el procedimiento de preparacion, facil de sintetizar sin efectos toxicos y secundarios, y
tiene alta seguridad; Ademas, se puede realizar una aplicacién industrial de un nuevo medicamento, proporcionando
asi una nueva direccion para el desarrollo y la aplicacién de un medicamento antibacteriano activo y antiviral.

Breve descripcion de las figuras
La Figura 1 muestra una nanoesfera de cloroquina-quitosano.
La Figura 2 es una curva estandar para la deteccion de cloroquina en fase liquida de alto rendimiento.

La Figura 3 muestra un contenido de cloroquina en la nanoesfera de cloroquina-quitosano en deteccion de fase liquida
de alto rendimiento.
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La Figura 4 muestra la liberacion del farmaco de la nanoesfera de cloroquina-quitosano y la microesfera de cloroquina.

La Figura 5 muestra productos de gel con diferentes relaciones observadas en un plano de vidrio liso (la relacion
masica de fosfato de cloroquina a quitosano es, respectivamente, 1:5, 1:3, 1:1, 1:0,5, de productos de gel del nim. 1
al nim. 4, en donde el nim. 5 es un producto de gel de quitosano puro).

La Figura 6 muestra el flujo de los productos de gel con diferentes relaciones en el plano de vidrio liso en 1 minuto (la
relacion masica del fosfato de cloroquina al quitosano es, respectivamente, 1:5, 1:3, 1:1, 1:0, 5 de productos de gel
del ndm. 1 al ndm. 4, en donde el nim. 5 es el producto de gel de quitosano puro).

La Figura 7 muestra resultados de tincion con H-E de una prueba de irritacion en la piel dafada, en la que el Grupo A
es un grupo de control con una matriz de gel en blanco, incluyendo la Figura A1 (lado de la sustancia ensayada) y la
Figura A2 (lado de control negativo); El grupo B es un grupo 1 de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano con la
relacion masica de fosfato de cloroquina a quitosano siendo 1: 3, incluyendo la Figura B1 (lado de la sustancia
ensayada) y la Figura B2 (lado de control negativo); El grupo C es un grupo 2 de gel de nanoesferas de cloroquina-
quitosano con la relacion masica de fosfato de cloroquina a quitosano siendo 1: 5, incluyendo la Figura C1 (lado de la
sustancia ensayada) y la Figura C2 (lado de control negativo); El grupo D es un grupo 3 de gel de nanoesferas de
cloroquina-quitosano con la relacion masica de fosfato de cloroquina a quitosano siendo 1: 0,5, incluyendo la Figura
D1 (lado de la sustancia ensayada) y la Figura D2 (lado de control negativo); y el Grupo E es un grupo de gel de fosfato
de cloroquina, incluyendo la Figura E1 (lado de la sustancia ensayada) y la Figura E2 (lado de control negativo).

La Figura 8 muestra resultados de tincién con H-E de una prueba animal en vaginitis por virus del herpes, en donde
la Figura A es un grupo de control en blanco; La Figura B es un grupo de control modelo; La Figura C es un grupo 1
de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano con la relacion masica de fosfato de cloroquina a quitosano siendo 1:
3; y la Figura D es un grupo 2 de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano con la relacion masica de fosfato de
cloroquina a quitosano siendo 1:0,5; y la Figura E es un grupo de gel de fosfato de cloroquina.

La Figura 9 muestra los resultados de la tincién con H-E de una prueba animal en el condiloma acuminado por VPH,
en donde la Figura A es un grupo de control modelo; La Figura B es un grupo 1 de gel de nanoesferas de cloroquina-
quitosano con la relacion masica de fosfato de cloroquina a quitosano siendo 1: 3; La Figura C es un grupo 2 de gel
de nanoesferas de cloroquina-quitosano con la relacion masica de fosfato de cloroquina a quitosano siendo 1:0,5; y la
Figura D es un grupo de gel de fosfato de cloroquina.

Descripcion detallada
La invencion se define por las reivindicaciones.

Los reactivos y materiales utilizados en las siguientes realizaciones estan disponibles comercialmente a menos que
se indique lo contrario.

Realizacion 1 - Preparacion de nanoesfera de cloroquina-quitosano
1. Procedimiento de preparacion

En S1, se disolvieron 3g de quitosano soluble en agua en 100 mL de agua, se afadieron 1,0 g de fosfato de cloroquina
y se mezclaron y agitaron uniformemente para formar una fase acuosa, en donde el grado de desacetilacién del
quitosano soluble en agua era del 80 %, y el peso molecular promedio en viscosidad del mismo fue de 5000.

En S2, se usaron 300 mL de aceite de maiz como matriz de fase oleosa, y se anadié6 1 mL de un emulsionante de
monolaurato de sorbitan de polietilenglicol a la matriz de fase oleosa para formar una fase oleosa; y la fase acuosa se
anadio a la fase oleosa, en donde la relacion de volumen de la fase acuosa a la fase oleosa fue 1:3, y después se
realiz6 emulsificacién a 15000 r/min durante 30 minutos para obtener una emulsion de nanoesferas.

En S8, se us6 una solucion mixta de hidréxido de sodio-n-propanol como precipitante, se afadieron en primer lugar
10 mL de n-propanol con varias gotas de solucién saturada de hidroxido de sodio para ajustar el valor del pH a 9, a
continuacion, la soluciéon mixta se mezclé uniformemente y se afiadié a la emulsién de nanoesferas a una velocidad
de 1 a 5 gotas por segundo, la relaciéon de volumen del emulsionante al precipitante fue 1:50, después la mezcla
obtenida se mantuvo en reposo durante 5 minutos, y se anadié una cantidad adecuada de n-propanol para
deshidratacién; y después la mezcla se centrifugé a 1500 r/min durante 10 minutos, se limpid y se sec6, obteniendo
asi la nanoesfera de cloroquina-quitosano.

2. Caracterizacién del producto

(1) La nanoesfera de cloroquina-quitosano preparada se muestra en la Figura 1, en donde un diametro de particula
de la nanoesfera de cloroquina-quitosano preparada varia de 100 nm a 800 nm.
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(2) Como se muestra en la Figura 2 y la Figura 3, la tasa de carga de la cloroquina en la nanoesfera de cloroquina-
quitosano es del 12,5 % mediante la determinacion por cromatografia liquida de alto rendimiento.

Realizacion 2 - Preparacion de nanoesfera de cloroquina-quitosano
1. Procedimiento de preparacion

En S1, el quitosano soluble en agua se disolvié en agua, luego se afiadi6 hidroxicloroquina, y se mezclé uniformemente
y se agité para formar una fase acuosa, y se control6 la relacion en masa de la hidroxicloroquina al quitosano soluble
en agua para ser 1:5, en donde el grado de desacetilacion del quitosano soluble en agua era del 90 %, y el peso
molecular promedio en viscosidad del mismo fue 3000.

En S2, se usaron 300 mL de aceite de maiz como matriz de fase oleosa, y se afadié 1 mL de un emulsionante de
monolaurato de sorbitan de polietilenglicol a la matriz de fase oleosa para formar una fase oleosa; y la fase acuosa se
anadio a la fase oleosa, en donde la relacion de volumen de la fase acuosa a la fase oleosa fue 1:1, y después se
realiz6 emulsificacién a 10000 r/min durante 30 minutos para obtener una emulsion de nanoesferas.

En S3, se us6 una solucion mixta de hidréxido de sodio-n-propanol como precipitante, se afadieron 10 mL de n-
propanol con varias gotas de solucién saturada de hidroxido de sodio para ajustar el valor del pH a 8,5, a continuacién,
la solucién mixta se mezclé uniformemente y se anadié a la emulsién de nanoesferas lentamente, se control6 la
relacion de volumen del emulsionante al precipitante para ser de 1,5:50, después la mezcla obtenida se mantuvo
durante 2 minutos, y se afadié una cantidad adecuada de n-propanol para deshidratacion; y después la mezcla se
centrifugd a 2000 r/min durante 5 minutos, se limpié y se secd, obteniendo asi la nanoesfera de cloroquina-quitosano,
con un diametro de particula que varia de 200 nm a 800 nm, y una tasa de carga de cloroquina de 10,3 %.

Realizacion 3 - Preparacion de nanoesfera de cloroquina-quitosano
1. Procedimiento de preparacion

En S1, se disolvi6 quitosano soluble en agua en agua, luego se anadi6 sulfato de cloroquina, y se mezcld
uniformemente y se agité para formar una fase acuosa, y se controld la relacion masica del sulfato de cloroquina al
quitosano soluble en agua que era 1:7, en donde el grado de desacetilacién del quitosano soluble en agua era del
90 %, y el peso molecular promedio en viscosidad del mismo fue de 4000.

En S2, se us6 aceite de oliva como matriz de fase oleosa, y se afiadié un emulsionante de monooleato de polioxietileno
sorbitan a la matriz de fase oleosa para formar una fase oleosa; y la fase acuosa se anadio a la fase oleosa, en donde
la relacién de volumen de la fase acuosa a la fase oleosa fue 1:6, y después se realizé emulsificacion a 20000 r/min
durante 10 minutos para obtener una emulsiéon de nanoesferas.

En S3, se us6 una solucién mixta de hidréxido de sodio-n-propanol como precipitante, en primer lugar se afadié n-
propanol con varias gotas de solucion saturada de hidroxido de sodio para ajustar el valor del pH a 10, después la
solucién mezclada se mezcld uniformemente y se afiadio a la emulsién de nanoesferas lentamente, la relacién de
volumen del emulsionante al precipitante se control6 para que sea de 1,5:30, después la mezcla obtenida se mantuvo
en reposo durante 8 minutos, y se afadié una cantidad adecuada de n-propanol para deshidratacion; y después la
mezcla se centrifugd a 1500 r/min durante 10 minutos, se limpio y se secd, obteniendo asi la nanoesfera de cloroquina-
quitosano, con un diametro medio de particula de 400 nm, y una tasa de carga de cloroquina del 8,6 %.

Realizacion 4 - Preparacion de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano

1. Prescripcion de gel:

Nanoesfera de cloroquina-quitosano 1 %
Carboximetilcelulosa 2 %
Etilparabeno 0,2 %
Glicerol 30 %
Aceite de menta 0,1 %
Agua purificada Complementado a 100 %

2. El procedimiento incluye las siguientes etapas.

(1) Preparacion de nanoesfera: la nanoesfera se prepard segun las etapas de preparacién de la nanoesfera de
cloroquina-quitosano en la Realizacion 1.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2938738T3

(2) Se anadieron 20 g de carboximetilcelulosa con 300 g de glicerol (dosificacion de prescripcion) y 2 g de etilparabeno,
después la mezcla obtenida se agité uniformemente y se hinché completamente y se us6 como una matriz de gel; Se
disolvieron 10 g de las nanoesferas de cloroquina-quitosano con 100 mL de agua, se afadieron a la matriz de gel en
lotes y se agitaron. Se aradi6 1 mL de aceite de menta, y se afadié agua a 1000 mL para preparar un gel de
nanoesferas de cloroquina-quitosano antibacteriano y antiviral adecuado para genitales externos.

3. Se prepard gel de cloroquina puro mediante el mismo procedimiento, y se compararon las tasas de liberacién de
cloroquina en el gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano y el gel de cloroquina. Como se muestra en la Figura 4,
el gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano podria liberar lentamente y de manera estable la cloroquina. El gel de
nanoesferas de cloroquina-quitosano preparado por la presente invencién no tiene el fenédmeno de liberacion repentina
en la etapa temprana, y la velocidad de liberacion del gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano no es casi afectada
por un medio. La nanoesfera de cloroquina-quitosano presenta un buen efecto de liberacién lenta, que es beneficioso
para la liberacion sostenida de un medicamento después de la administracién externa.

Realizacion 5 - Preparacion de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano

1. Prescripcion de gel:

Nanoesfera de cloroquina-quitosano 5 %
Carboximetilcelulosa 0,5 %
Etilparabeno 0,5 %
Glicerol 30 %
Aceite de menta 0,1 %

Agua purificada Complementado a 100 %

2. El procedimiento incluye las siguientes etapas.

(1) Preparacion de nanoesfera: la nanoesfera se prepard segun las etapas de preparacién de la nanoesfera de
cloroquina-quitosano en la Realizacion 1.

(2) Se anadié carboximetilcelulosa con glicerol (dosificacion de prescripcién) y 800 mL de agua, a continuacién se
agité la mezcla obtenida uniformemente y se hinché completamente y se usé como una matriz de gel; Las nanoesferas
de cloroquina-quitosano se disolvieron con 100 mL de agua, se afadieron a la matriz de gel en lotes y se agitaron. Se
disolvi6 etilparabeno con 50 mL de agua caliente a 80 °C a 85 °C, y se afiadié a la matriz de gel cuando la temperatura
se redujo por debajo de 40 °C y se agité uniformemente. Se afiadi6 aceite de menta, y se afadié agua a 1000 mL para
preparar un gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano antibacteriano y antiviral adecuado para genitales externos.

3. Segun las etapas anteriores, con las condiciones restantes del procedimiento sin cambios, se cambiaron las
relaciones de masa de fosfato de cloroquina a quitosano para preparar los geles 1, 2, 3 y 4 respectivamente; y mientras
tanto, segun las etapas de preparacién de la realizacién anterior, con las condiciones restantes del procedimiento sin
cambios, se us6 quitosano puro como componente activo principal para preparar el gel 5, sin adicién de cloroquina o
un derivado de cloroquina, como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 1 - Resultados de la preparacion de gel de nanoesferas con diferentes relaciones de cloroquina a quitosano

Relacién masica .
Contenido de

: eficaz (%)
quitosano

Gel semitransparente amarillo palido con
Gel 1 15 textura uniforme y fragancia de menta suave, 4,27 11868 0,84
que puede fluir hacia abajo en una columna
Gel beige no transparente con una textura
Gel 2 1:3 uniforme y una fragancia de menta suave, 4,08 9246 1,67
que puede fluir hacia abajo en una columna
Pasta no transparente beige con fragancia

de menta suave y particulas pequefnas

Pasta no transparente de color amarillo
Gel 4 1:0,5 terroso con fragancia de menta suave y 3,77 5890 5,03

particulas grandes

Gel transparente de color naranja con

fragancia de menta verde y textura uniforme

Gel 3 1:1 3,97 6217 2,50

Gel 5 Quitosano puro 4,79 20969 0
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La Figura 5 es un diagrama de forma de productos de gel con diferentes relaciones observadas en un plano de vidrio
liso (la relacion masica de fosfato de cloroquina a quitosano es, respectivamente, 1:5, 1:3, 1:1, 1:0,5 a partir de
productos de gel del num. 1 al nim. 4, en donde el nim. 5 es un producto de quitosano puro); y la Figura 6 muestra
el flujo de los productos de gel con diferentes relaciones en el plano de vidrio liso en 1 minuto.

El experimento mostré que cuando la relacién del fosfato de cloroquina al quitosano era 1:1 0 1:0, 5, el gel preparado
era de texturairregular, tenia particulas pequefias y tenia una mala fluidez. Cuando la relacién del fosfato de cloroquina
con el quitosano era 1:5 o 1:3, se preparaba un producto con gel de textura uniforme, un pH adecuado para
administracion vaginal y cutanea, una viscosidad moderada, color y olor que cumplen las necesidades de diferentes
poblaciones, y de contenido estable de cloroquina. Sin embargo, cuando la relacion masica del fosfato de cloroquina
con respecto al quitosano era 1:5, el contenido de cloroquina fue menor y el efecto del medicamento se limitd en cierta
medida, y en consideracion integral, cuando la relacién masica del fosfato de cloroquina al quitosano fue 1:3, el
producto era mejor en rendimiento.

Ejemplo 6 - Ensayo de irritacion de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano en piel dafiada
1. B. Procedimiento experimental

(1) Se usaron conejos de Nueva Zelanda como objetos experimentales, se compararon la piel izquierda y derecha del
mismo cuerpo entre si, un simbolo “Tic-Tac-Toe” (con un area de aproximadamente 3,0 cm x 3,0 cm) se marco en
pieles de partes de administracion en los lados izquierdo y derecho respectivamente mediante el uso de un
procedimiento de autocomparacion de la piel izquierda/derecha del mismo individuo. 1, 0 g de sustancia probada se
administraron al lado izquierdo, en donde la dosis de administracion era de 9 cm?/por conejo, un area de aplicacién
de cada vez fue de 3,0 cm x 3,0 cm. Se proporcion6 1,0 g de vaselina blanca al lado derecho como un lado de control
negativo. Los animales en cada grupo se administraron una vez al dia durante 28 dias consecutivos.

Los grupos de las sustancias ensayadas fueron respectivamente los siguientes:
Grupo A: un grupo de control, con una matriz de gel en blanco,

Grupo B: un grupo 1 de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano, en donde una relacién masica de fosfato de
cloroquina con respecto a quitosano era 1: 3,

Grupo C: un grupo 2 de gel de nanosferas de cloroquina-quitosano, en donde una relacion masica de fosfato de
cloroquina con respecto al quitosano era 1: 5,

Grupo D: un grupo 3 de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano, en donde una relacién masica de fosfato de
cloroquina con respecto al quitosano era 1: 0,5, y

Grupo E: un grupo de gel de cloroquina.

Antes de cada aplicacién, y 1 hora después de cada eliminacion de medicamentos, y 1 hora, 24 horas, 48 horas, 72
horas y 14 dias después de la Ultima eliminacion de medicamentos en el 28° dia, se observaron y registraron eritema
y edema en las partes de administracion respectivamente en cada punto de tiempo de observacion para los animales
en cada grupo anterior, y se puntuaron el eritema y el edema. Mientras tanto, fue necesario observar si se produjo
pigmentacién, punto de sangrado, rugosidad de la piel o adelgazamiento de la piel en las partes de administracién, y
registrar el tiempo de apariciéon y regresion de la pigmentacion, el punto de sangrado, la rugosidad de la piel o el
adelgazamiento de la piel.

(2) Para los animales en los cinco grupos anteriores, las pieles izquierda y derecha de las partes de administracion de
los animales en cada grupo se sometieron respectivamente a examen histopatol6gico en el 14° dia después de la
ultima eliminacion de medicamentos.

2. Resultados

(1) Resultados de la observacion de la piel de cada grupo

Resultados de ensayo:

En el lado de control negativo (lado derecho), las pieles de las partes de administracion de los animales en cada grupo
de sustancias probadas no tuvieron una reaccién de irritacién obvia en cada punto de tiempo de observacion, de modo

que se pudo evaluar que el resultado de una sustancia de control negativo (vaselina blanca) era negativa.

Grupo A: no se encontré una reaccion irritante obvia en todos los puntos de tiempo de observacion, de modo que
pudiera juzgarse que la matriz de gel en blanco no provocé irritacion en la piel.
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El grupo B: las pieles de las partes de administraciéon en el lado de la sustancia ensayada (lado izquierdo) de 6/6
animales tuvieron ligeros eritema o edema en el punto de tiempo de observacion visual del 1¢" dia al 12° dia, no se
encontré una anomalia obvia en la observacién de las partes de administracion de cada animal del 12° dia al momento
antes de la necropsia, y los resultados de examenes histopatolégicos de 72 horas después y del 14° dia después de
la ultima eliminacion de medicamentos mostré que las pieles de las partes de administracion en el lado de la sustancia
probada de 6/6 animales tenian un ligero edema en 2 casos y ningin cambio anormal obvio en otros casos. Por lo
tanto, la irritacién anterior tendié a ser juzgada porque el medicamento agrava ligeramente una estimulacién mecanica
después de que la piel fue dafiada.

Grupo C: las pieles de las partes de administracién en el lado de la sustancia ensayada (lado izquierdo) de 6/6 animales
tuvieron ligeros eritema o edema en un punto de tiempo de observacion visual del 1" dia al 12° dia, no se encontré
una anomalia obvia en la observacion de las partes de administracion de cada animal del 12° dia al momento antes
de la necropsia, y los resultados de examenes histopatolégicos de 72 horas después y del 14° dia después de la dltima
eliminacion de medicamentos mostré que las pieles de las partes de administracion en el lado de la sustancia probada
de 6/6 animales no tuvieron ninglin cambio anormal evidente. Por lo tanto, la irritacion anterior tendié a ser evaluada
como una estimulacién mecanica después de que la piel fue dafiada.

Grupo D: 4/6 de las partes de administracion en el lado de la sustancia ensayada (lado izquierdo) de los 6/6 animales
tuvieron eritema o edema relativamente obvios en el 12 °© dia, las costras cayeron durante la administracién, las
superficies de la piel no pudieron cicatrizar por completo cuando las costras cayeron, y las heridas cicatrizaron
obviamente 72 horas después de la Ultima eliminacion de medicamentos.

Grupo E: 4/6 de las partes dafiadas de las partes de administracién en el lado de la sustancia ensayada (lado izquierdo)
de los 6/6 animales se agrietaron en el 11° dia, y tendieron a extenderse hacia afuera, el eritema o el edema en las
partes de administracion fue mas evidente que el del periodo previo, se regeneraron continuamente las costras y luego
se desprendieron, y la superficie de la piel no pudo cicatrizar por completo cuando las costras cayeron, lo que era
significativamente diferente del lado de control negativo (el lado derecho intra-individual). Combinado con los
resultados de examen histopatolégico de 72 horas después y del 14° dia después de la ultima eliminacién de
medicamentos, los 6/6 animales tuvieron anomalias obvias en las pieles de las partes de administracion en el lado de
la sustancia probada, en donde 3 casos de autopsia 72 horas después de la Ultima eliminacién de medicamentos
mostraron un cierto grado de dafio, el engrosamiento obvio de una capa epidérmica, el trastorno de la disposicion de
los tejidos conectivos subepidérmicos, la proliferacion de tejidos fibrosos, la infiltracién de células inflamatorias, la
costra de la epidermis, la depresién de una parte de la epidermis, la estructura difusa, etc., y 3 casos de autopsia el
14° dia después de la ultima eliminacion de medicamentos mostré engrosamiento epidérmico local, trastorno de
disposicién de tejidos conectivos subepidérmicos, proliferacion de tejidos fibrosos e infiltracion de células inflamatorias.

Se pudo observar a partir de los resultados experimentales anteriores que la irritacion del gel de nanoesferas de fosfato
de cloroquina en las pieles dafiadas fue significativamente menor que la del gel de cloroquina (preparacion externa
general) después de administracion multiple a las pieles dafiadas de los conejos de Nueva Zelanda. Para el gel de
nanoesferas de fosfato de cloroquina con quitosano, cuanto menor sea la relacion entre el portador de
cloroquina/nanoesfera, menor sera la reaccién de irritacion en la piel, y mejor sera la reparacion de la piel dafada
después de detener la administracion. Sin embargo, el gel de cloroquina podria causar peor dafio en las pieles
danados, cuando el lado de control negativo se repardé completamente, las pieles en el lado del gel de cloroquina no
se podrian reparar normalmente, y las pieles en el lado de gel de cloroquina solo se pueden recuperar en cierto grado
14 dias después de detener la administracion, con una diferencia obvia, lo que indic6 que la cloroquina tenia un efecto
de irritacion en las pieles dafadas, y la nanoesfera de cloroquina-quitosano podria reducir significativamente el efecto
de irritacién, lo que podria estar relacionado con los efectos antibacterianos, antiinflamatorios y de cicatrizacion de
heridas del propio quitosano.

(2) Resultados de examenes patoldgicos

Grupo A: como se muestra en la Figura A1 (lado de matriz en blanco) y la Figura A2 (lado de control negativo) en la
Figura 7, epidermis de piel, dermis y accesorios estaban en buena condiciéon estructuralmente, y no se encontrd
infiltracion de células inflamatorias ni dilatacién de vasos pequefios.

Grupo B: como se muestra en la Figura B1 (gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano) y la Figura B2 (lado de control
negativo) en la Figura 7, la Figura B2 mostro que la epidermis de la piel, la dermis y los accesorios estaban en buena
condicién estructuralmente, y no se encontré infiltracion de células inflamatorias ni dilatacién de vasos pequefios. En
comparacion con el lado de control negativo, la Figura B1 mostré que una capa epidérmica focal pequefa de las pieles
en el grupo estaba ligeramente engrosada, con infiltracion de un pequefio nimero de células inflamatorias.

Grupo C: como se muestra en la Figura C1 (lado de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano) y la Figura C2 (lado
de control negativo) en la Figura 7, la Figura C2 mostr6 que la epidermis de la piel, la dermis y los accesorios estaban
en buena condicion estructuralmente, y no se encontr6 infiltracién de células inflamatorias ni dilatacion de vasos
pequenos. La Figura C1 mostrd que una capa epidérmica local de las pieles en el grupo estaba ligeramente engrosada,
se incrementaron evidentemente varias capas celulares y las células crecieron de manera extensiva a una capa de
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dermis y la disposicion de tejidos conectivos subepidérmicos se desordend, con infiliracion de algunas células
inflamatorias.

Grupo D: como se muestra en la Figura D1 (lado de gel de cloroquina-quitosano) y la Figura D2 (lado de control
negativo) en la Figura 7, la Figura D2 mostré que la epidermis de la piel, la dermis y los accesorios estaban en buena
condicién estructuralmente, y no se encontré infiltracion de células inflamatorias ni dilatacién de vasos pequefios. En
comparacién con el lado de control negativo, la Figura D1 mostré que la capa epidérmica local en el grupo estaba
ligeramente engrosada, y el nimero de capas celulares aumentd, con infiltracion de un pequefio nimero de células
inflamatorias.

Grupo E: como se muestra en la Figura E1 (lado de gel de cloroquina) y la Figura E2 (lado de control negativo) en la
Figura 7, en el lado de control negativo, la epidermis de la piel, la dermis y los accesorios estaban en buena condicion
estructuralmente, no se encontrd infiltracion de células inflamatorias ni dilatacién de vasos pequefios, mientras que
una capa epidérmica local de las pieles en el lado del gel de cloroquina tenia costras, y la epidermis estaba obviamente
engrosada; una parte de las pieles con costras estaban estrechamente conectadas con un tejido subcutaneo, la capa
epidérmica se hundid, la estructura estaba difusa, y un gran nimero de células inflamatorias se infiltraron con
hiperplasia de tejido fibroso; un nimero de foliculos pilosos en una capa dérmica disminuy6 significativamente; y sin
embargo, no se encontré una anomalia obvia en una capa muscular y en el tejido subcutaneo.

Los resultados del examen patoldgico antes vistos mostraron que, en comparacion con el gel de cloroquina, el gel del
grupo de nanoesferas de cloroquina-quitosano tuvo ventajas obvias en la irritacion y curacion después de la retirada
del medicamento. En cada grupo de nanoesferas de cloroquina-quitosano, cuanto menor sea la relacion de la
cloroquina al portador de nanoesferas, menor sera la reaccion de irritacion a la piel.

Segun los resultados de la observacién cutanea y los resultados del examen patoldgico, la reaccion de irritacion del
gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano en las pieles fue evidentemente menor que la del gel de cloroquina, lo
que indic6 que la nanoesfera de cloroquina-quitosano redujo considerablemente un efecto secundario de irritacién de
la cloroquina sobre las pieles y promovi6 la cicatrizacion de heridas en cierta medida. Cuando la relacién masica de la
cloroquina al quitosano no era superior a 1: 3, el efecto de irritacién era menor y el contenido de medicamento era el
mas alto.

Realizacion 7 - Prueba animal sobre vaginitis por virus del herpes
1. B. Procedimiento experimental

La nanoesfera de cloroquina-quitosano obtenida en la Realizacion 1 se convirtié en gel para la prueba animal sobre
vaginitis por virus del herpes.

El procedimiento experimental especifico fue que: un nimero de cobayas Hartley calificados para observacion
adaptativa se seleccionaron, 10 animales se seleccionaron aleatoriamente como grupo de control en blanco (A), y los
otros animales se infectaron todos con el virus del herpes a través de la vagina para el modelado. Después del
modelado, los animales se dividieron aleatoriamente en cinco grupos, y el agrupamiento global fue el siguiente:
Grupo A: un grupo de control en blanco,

Grupo B: un grupo modelo,

Grupo C: un grupo 1 de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano, en donde una relacién masica de fosfato de
cloroquina a quitosano era 1:3,

Grupo D: un grupo 2 de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosan, en donde la relacion masica de fosfato de
cloroquina a quitosano erade 1: 0,5,y

Grupo E: un grupo de gel de cloroquina.

10 animales en cada grupo se administraron por via vaginal. El grupo de control en blanco y el grupo de control modelo
recibieron una inyeccién de cloruro de sodio al 0,9 %, mientras que a los Grupos C, D y E se le administri el
medicamento probado correspondiente una vez al dia durante dos semanas. 14 dias después de la administracion,
se tomo un tejido de la mucosa vaginal para fijar e incrustar el dia siguiente, cera de parafina se corté continuamente
en secciones de 4 pm, y después de la tincién con hematoxilina-eosina (HE), se observ6 una afeccion patologica del
tejido de la mucosa vaginal bajo un microscopio.

2. Resultados

(1) Examen patolégico
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Grupo A: los resultados del grupo de control en blanco se muestran en la Figura A en la Figura 8, en donde una célula
epitelial de la mucosa vaginal del grupo de control en blanco tenia una estructura completa y un recipiente de la lamina
propria no tenia dilatacién ni infiltracion de células inflamatorias.

Grupo B: los resultados del grupo de control modelo se muestran en la Figura B en la Figura 8, en donde una lamina
propria de la submucosa de la vagina en el grupo de control modelo tenia infiltracién de un gran ndmero de células
inflamatorias, disposicion desordenada de tejidos conectivos sueltos y edema obvio.

Ejemplo C: resultados del grupo 1 de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano, en donde la relacién masica del
fosfato de cloroquina al quitosano fue 1 3, se muestra en la Figura C en la Figura 8, en donde se incrementaron los
tejidos conectivos de una capa serosa del grupo y se desordenaron en disposicion, con edema obvio e infiltracién de
un pequeno namero de células inflamatorias.

Grupo D: resultados del grupo 2 de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano, en donde la relacion masica del
fosfato de cloroquina con respecto al quitosano era de 1:0,5, se muestra en la Figura D en la Figura 8, en donde una
lamina propria de la submucosa del grupo tuvo edema obvio, y los tejidos conectivos de la capa serosa se
incrementaron y se desordenaron en disposicion, con edema obvio e infiltracion de células inflamatorias.

Grupo E: los resultados del grupo de gel de fosfato de cloroquina se muestran en la Figura E en la Figura 8, en donde
las células epiteliales locales de la mucosa vaginal del grupo de gel de cloroquina se deformaron y se necrosaron, y
los tejidos conectivos sueltos en la lamina propria de la submucosa se desordenaron ligeramente, con edema obvio e
infiltracion de células inflamatorias.

(2) Resultados del grado de lesion de los animales sometidos a ensayo en examen histolégico

Tabla 3: Tabla estadistica del grado de lesidn de animales sometidos a ensayo en examen histologico

Vagina
Grupo Grado de Tejidos conectivos sueltos Capa serosa Infiltracion de células
lesion desordenados de ldmina propria y engrosada y inflamatorias de la
edema edema lamina propria
- 10/10 10/10 10/10
+ 0/10 0/10 0/10
Grupo A Gontrol . 0/10 010 010
++ 0/10 0/10 0/10
+++ 0/10 0/10 0/10
- 0/10 2/10 2/10
+ 2/10 3/10 4/10
Grupo B Control . 5110 310 210
++ 3/10 2/10 2/10
+++ 0/10 0/10 0/10
- 4/10 9/10 4110
Grupo C Gel de + 3/10 0/10 3/10
nanoesferas de ¥ 2110 0/10 3/10
quit;‘sano ++ 1/10 1/10 0/10
+++ 0/10 0/10 0/10
- 2/10 8/10 5/10
Grupo D Gel de + 2/10 0/10 4/10
narloesferas de . 310 110 110
Quitosane A 310 010 010
+++ 0/10 110 0/10
- 1/10 6/10 4/10
+ 3/10 0/10 4/10
e o ¥ 1/10 3/10 2110
++ 4/10 0/10 0/10
4+ 1/10 1/10 0/10

Nota: "-" indica que una estructura de tejido no tiene anomalias obvias; "+" indica lesién extremadamente leve; "+"
indica lesion leve; "++" indica lesion moderada; y "++" indica lesién grave.
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Los resultados de la investigacion anteriores mostraron que en comparacioén con el gel de cloroquina, el gel de
nanoesferas de cloroquina-quitosano podria mejorar obviamente la vaginitis causada por el virus del herpes. Se
comparé un grado de inflamacion de cada grupo; el grupo de control modelo > el grupo E de fosfato de cloroquina >
el grupo D de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano > el grupo C de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano
> el grupo de control en blanco. Ademas, la aplicacién combinada de cloroquina y quitosano podria mejorar
significativamente el edema vaginal, y los resultados fueron similares al grado de inflamacién, lo que indicé que la
aplicacion combinada de la cloroquina y el quitosano tuvieron un efecto terapéutico significativo.

Realizacién 8 - Tratamiento de condiloma acuminado causada por VPH
1. B. Procedimiento experimental

Se seleccioné una pluralidad de ratones desnudos (mitad machos y mitad hembras) calificados para observacion
adaptativa, se inocularon directamente tejidos de verruga infectados con VPH a los ratones desnudos por via
subcutanea. Un procedimiento de trasplante fue estrictamente de acuerdo con un principio de operacion aséptica. 5
dias a 6 dias después de la inoculaciéon de verrugas, los ratones desnudos con partes buenas inoculadas se
seleccionaron y se dividieron aleatoriamente y uniformemente en 4 grupos segun el peso corporal y el género,
especialmente:

Grupo A: un grupo de control modelo,

Grupo B: un grupo 1 de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano, en donde una relacién masica de fosfato de
cloroquina con respecto a quitosano era 1: 3,

Grupo C: un grupo 2 de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano, en donde una relacién masica de fosfato de
cloroquina con respecto al quitosano erade 1: 0,5,y

Grupo D: un grupo de gel de fosfato de cloroquina.

Cada grupo tenia 6 ratones desnudos (mitad machos y mitad hembras). El grupo de control modelo recibié vaselina
blanca y a los otros grupos se le dieron los geles correspondientes. Cada grupo fue administré a través de la piel, y
un area de administracién correspondiente en las partes de administracion de animales era de aproximadamente 2 cm
x 2 cm. El medicamento se administré una vez al dia, con 6 horas para cada contacto y después de 6 horas de
contacto, se retird el medicamento. La administracion se realizé continuamente durante 14 dias. 14 dias después de
la administracion, se tomé un tejido de verruga para fijar e incrustar el dia siguiente, cera de parafina se cortd
continuamente en secciones de 4 um, y después de la tincién con hematoxilina-eosina (HE), se observé una afeccion
patoldgica del tejido de verruga bajo un microscopio.

2. Resultados
Resultados de examenes patologicos

(1) Los resultados de verrugas del Grupo A mostraron que el tejido de verruga podia verse en cada animal, una
estructura de células epiteliales del tejido de verruga estaba completa, y una célula koilocitoide podria verse
localmente.

Como se muestra en la Figura A en la Figura 9, para las verrugas, existian vacuolas obvias alrededor de un nucleo de
una célula epitelial local, con un nucleoolo obvio. (Tinciéon H-E x200)

(2) los resultados de verrugas del Grupo B mostraron que el tejido de verruga podia verse en 6 animales. Células
epiteliales de tejidos de verruga de 2 animales (03 y 04; 2/6) se degeneraron y necrosaron localmente, y unas pocas
células koilocitoides podian ser vistas y células epiteliales de tejidos de verruga de 4 animales (01, 02, 05 y 06; 4/6)
estaban completas en estructura, y las células koilocitoides podian verse localmente.

Como se muestra en la Figura B en la Figura 9, para las verrugas, existian vacuolas obvias alrededor de un nucleo de
una célula epitelial local, con un nucleoolo obvio. (Tinciéon H-E x200)

(3) los resultados de verrugas de grupo C mostraron que el tejido de verruga podia verse en 6 animales. Las células
epiteliales de tejidos de verruga de 3 animales (03, 04 y 05; 3/6) se degeneraron y necrosaron localmente, y unas
pocas células koilocitoides podian ser vistas y células epiteliales de tejidos de verrugas de 3 animales (01, 02 y 06;
3/6) estaban completas en estructura, y células koilocitoides podian verse localmente.

Como se muestra en la Figura C en la Figura 9, para las verrugas, existian vacuolas obvias alrededor de un nucleo de
una célula epitelial local, con un nucleoolo obvio. (Tinciéon H-E x200)
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(4) los resultados de verrugas del Grupo D mostraron que el tejido de verruga podia verse en 6 animales. Células
epiteliales de tejidos de verruga de 4 animales (01, 02, 03 y 04; 4/6) se degeneraron y necrosaron localmente, y unas
pocas células koilocitoides podian ser vistas; y células epiteliales de tejidos de verruga de 2 animales (05 y 06; 2/6)
estaban completas en estructura, y células koilocitoides podian verse localmente.

Como se muestra en la Figura D en la Figura 9, para las verrugas, las células epidérmicas de las verrugas tenian
hiperqueratosis, epitelio escamoso podia verse bajo la epidermis, las células epiteliales se degeneraron y necrosaron
localmente, y se podian ver localmente unas pocas células koilocitoides.

Los resultados de la investigacién anterior mostraron que la cloroquina tuvo el efecto de eliminar los virus de las células
infectadas por las verrugas causadas por el VPH, y con el aumento del contenido de cloroquina, se redujo la cantidad
de células koilocitoides infectadas con el VPH. El grupo de gel de cloroquina (Grupo D) podria eliminar obviamente
las células infectadas, pero podria causar degeneracién local y necrosis de tejidos. En comparacion con el gel de
cloroquina puro, el gel de cloroquina-quitosano podria proteger la piel al tiempo que reducia las células infectadas.

Realizacion 9 - Efecto de destruccion o inhibicion sobre diversos microorganismos patégenos vaginales

Se realiz6 la deteccion de actividad antibacteriana in vitro en el grupo de gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano
(Grupo B: gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano, en donde la relacién masica de fosfato de cloroquina a
quitosano fue 3: 1) en la Realizacion 6. Se afadieron 20 g de producto de gel a 100 mL de tamp6n de pH 7,0 (no se
anadio control negativo con una muestra de prueba) para disolver completamente el producto de gel. Se afadieron
1 mL, 0,5mL, 0,25 mL y 0,125 mL de tampones pH 7,0 afadidos con la muestra de ensayo en medios de cultivo
correspondientes de bacterias correspondientes, y se cultivaron en una placa. Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans, Escherichia coliy Staphylococcus aureus se reanimaron y se diluyeron, y cuando la concentracion bacteriana
era de 100 ufc/mL, se inoculé cada medio de cultivo con un bucle de inoculacion, y se inici6 la observacion después
de cultivar durante de 5 dias a 7 dias.

Los resultados de deteccion de actividad antibacteriana in vitro mostraron que la nanoesfera de quitosano-cloroquina
con diferentes concentraciones podria inhibir el crecimiento de la Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus y cuanto mayor es la concentracién, mayor serd la tasa de inhibicién de
bacterias. Particularmente, Candida albicans y Staphylococcus aureus son mas sensibles.

Los resultados mostraron que el gel de nanoesferas de cloroquina-quitosano tenia un buen efecto de inhibicién en
diversas bacterias, pero diferentes sensibilidades.

Segun la presente invencion, la cloroquina y el quitosano se aplicaron conjuntamente, lo que tenia un efecto de
inhibicién sinérgico sobre diversos microorganismos patégenos vaginales. El medicamento de la presente invencion
podria eliminar o inhibir diversos microorganismos patégenos vaginales, tales como staphylococcus aureus (SA),
Pseudomonas aeruginosa, beta Hemolytic streptococcus (ST), Candida albicans (CA), Ureaplasma urealyticum (Uu),
Trichomonas vaginalis y Bacteroides fragilis, y virus del herpes simple tipo 2 (HSV-2). Ademas, el medicamento de la
presente invencion podria inhibir la adhesion de un patégeno y una célula epitelial vaginal de un hospedador, y prevenir
y tratar diversas vaginitis, tales como vaginitis por Candida albicans, vaginitis tricomonidasica, vaginosis bacteriana,
virus del herpes genital y otras infecciones genitales externas.

Realizacion 10 - Resultados preliminares de investigacion clinica

Se encontrd, a partir de la aplicacién de la nanoesfera de cloroquina-quitosano de la presente invencién a 10 mujeres
que padecen vaginitis causada por infeccion por candida, que ningln paciente informé de un efecto secundario ni de
ninguna reaccion adversa en el procedimiento de tratamiento, y no se encontrd ningn efecto secundario ni reaccién
adversa después de 6 meses de seguimiento, y la tasa eficaz total del grupo de tratamiento con nanoesferas de
cloroquina-quitosano se incrementd evidentemente en un 30 % en comparacién con la del grupo de tratamiento solo
con cloroquina.

La presente invencién se aplico al tratamiento de verrugas de 30 pacientes causadas por infeccion por VPH, y después
de 2 semanas a 3 semanas de tratamiento, se encontrd que las verrugas de los 30 pacientes se cayeron naturalmente
sin ninguna reaccién adversa.

La nanoesfera de cloroquina de la presente invencién tiene buenos efectos terapéuticos sobre la infeccién de los
genitales externos; incluyendo vaginitis viral, condiloma acuminado, vaginosis bacteriana, vaginitis infecciosa por
hongos o vaginitis tricomoniésica, y otras verrugas cuténeas, incluyendo verrugas planas y verrugas en partes no
genitales provocadas por infeccién por VPH.
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REIVINDICACIONES

Un producto de gel que comprende nanoesferas de cloroquina, caracterizado por que, cada nanoesfera de
cloroquina comprende un vehiculo de nanoesferas soluble en agua, y cloroquina o un derivado de cloroquina,
una relacion de masa de la cloroquina o el derivado de cloroquina al vehiculo de nanoesferas soluble en agua
durante la preparacioén varia de 1:3 a 1:5; una tasa de carga de la cloroquina o del derivado de cloroquina en
la nanoesfera de cloroquina preparada varia de 3,0 % a 21,6 %;

el vehiculo de nanoesferas soluble en agua es quitosano soluble en agua; un grado de
desacetilacion del quitosano soluble en agua varia del 80 % al 95 %, y un peso molecular promedio
en viscosidad del mismo varia de 3000 a 5000; y

el derivado de cloroquina se selecciona de uno o mas de hidroxicloroquina, fosfato de cloroquina o
sulfato de cloroquina.

El producto segun la reivindicaciéon 1, que puede obtenerse por un procedimiento de preparacion de la
nanoesfera de cloroquina que comprende las siguientes etapas:

S1: después de disolver el vehiculo de nanoesferas soluble en agua, afadir la cloroquina o el
derivado de cloroquina, y mezclar y agitar uniformemente para formar una fase acuosa;

S2: afiadir un emulsionante en una matriz de fase oleosa para formar una fase oleosa; anadir la fase
acuosa a la fase oleosa, en donde una relacion de volumen de la fase acuosa a la fase oleosa es
de 1: 1 a 1: 6; y emulsionar a 10000-20000 r/min durante 10-30 minutos para obtener una emulsién
de nanoesferas y

S3: anadir un precipitante a la emulsién de nanoesferas, después de mezclar uniformemente, dejar
reposar durante 2-8 minutos, después deshidratar, realizar una centrifugacion a alta velocidad y
limpiar, y secar para obtener la nanoesfera de cloroquina en donde las condiciones para la
centrifugacioén a alta velocidad consisten en centrifugar a 1500-2000 r/min durante 5 -10 minutos;
la matriz de fase oleosa se selecciona de uno o mas de aceite de maiz, aceite de oliva, aceite de
cacahuete, aceite de soja o aceite de colza,

el emulsionante se selecciona de uno o mas de Tween-20, tween-80 o Span 80;

el precipitante es una solucién mezclada de hidréxido de sodio-n-propanol.

El producto segun la reivindicacion 2, caracterizado por que una relacion de volumen del emulsionante al
precipitante es (1 -1,5): (30 - 50).

El producto segun la reivindicacion 2, caracterizado por que un valor de pH del precipitante varia de 8,5 a
10,0.

Uso del producto segun la reivindicacion 1 o 2 en la preparacion de un producto antibacteriano y/o antiviral.

El producto segun la reivindicacién 1 6 2 para uso en la prevencién y el tratamiento de infecciones de los
genitales externos y/o verrugas planas.

El producto para uso segun la reivindicacion 6, caracterizado por que la infeccién de la genitalia externa
comprende vaginitis viral, condiloma acuminado, vaginosis bacteriana, vaginitis infecciosa por hongos o
vaginitis tricomoniasica.

El producto para uso segun la reivindicacion 6, caracterizado por que la nanoesfera de cloroquina
representa del 1 % al 6 % de un peso total del producto.
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