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KTZ-PAMAM-G5-NH,
complex supramolecular
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Rezumatul Etapei 1

Proiectul propune evaluarea potentialului farmacologic pentru forme solide de
Ketoconazol (KTZ): (i) complex de tip sistem transportor KTZ-dendrimer PAMAM pentru uz
topic, (ii) doua forme solide de tip co-cristal KTZ-Acid Adipic (KTZ-AA) si KTZ-Acid Sorbic
(KTZ-SA), obtinute anterior desfasurarii acestui proiect, cu solubilitate imbunatatitd fata de
KTZ comercial. KTZ este primul antifungic cu spectru larg aprobat de FDA utilizat in
tratamentul micozelor superficiale si sistemice, apartinind clasei 11 (BCS), cu solubilitate apoasa
redusd si permeabilitate ridicatd, hidrofobicitate pronuntatd si  bazicitate slaba.
Biodisponibilitatea scazutd la pH > 3 reprezintd dezavantajul major al eficacitatii sale in cazul

administrarii orale, fiind eliminat din tractul gastrointestinal inainte de a fi complet dizolvat,
unei concentratii mai mici de substantd activd pentru obtinerea efectului terapeutic dorit,
reducand in acelasi timp si hepatotoxicitatea manifestatd, cauzatd in special de tratamentul de
lunga durata in cazul infectiilor profunde/infectarii fanerelor. Rezultatele stiintifice ale Etapei 1
pentru formele de KTZ mentionate mai sus sunt prezentate in cadrul activitatilor prevazute.

Activitatea 1.1
Obtinerea formularilor KTZ-PAMAM
Rezultat: R.1.1. Raport stiintific privind protocolul experimental de obtinere al complexului
KTZ-PAMAM

Obtinerea de complecsi dendrimer-medicament este o alternativa viabild a cresterii
eficientei terapeutice a substantelor farmaceutic active. O proprietate intens investigata se refera
la abilitatea dendrimerilor de a incapsula centre functionale si crearea de micromedii specifice,
modificandu-se astfel proprietatile moleculare. O aplicatie importanta, derivata din aceasta
proprietate de incapsulare, o reprezinta utilizarea dendrimerilor drept sisteme drug-delivery,
pentru transportul de ingrediente farmaceutic active sau imunogeni. Incapsularea si conjugarea
medicamentelor cu dendrimeri prezintd o serie de avantaje, printre care: cresterea bio-

.....

imbunatatirea metabolizarii si a tranzitului medicamentului printre barierele biologice. Toate
acestea conduc la imbunatatirea eficientei terapeutice, atat in formuldri orale, intravenoase,
topice cat si transdermice.

Structurile dendritice propuse pentru elaborarea de sisteme supramoleculare medicament-
transportoare sunt de tipul PAMAM, comerciali, de generatie G4 si G5 cu grupari periferice de
tip amino (abreviere: PAMAM-G4-NH; si PAMAM-G5-NH,), respectiv amidoetanol (abreviere:
PAMAM-G4-OH si PAMAM-G5-OH) (Tabel 1). Conform studiilor de specialitate, dendrimerii
PAMAM s-au dovedit a fi cei mai versatili privind transportul de substante bioactive, datorita
solubilitatii lor crescute, toxicitatii reduse precum si abilitdtii lor controlate de eliberare a
medicamentului.
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Tabel 1. Substanta farmaceutic activa Ketoconazol si Dendrimerii PAMAM

PAMAM bk
Generatie 0
KETOCONAZOL (KTZ) - ;
CosHCl,N4O4 2 ‘V"“N)I\L - = =% Centru
N r o -\H‘M%NHZ
(} o7 NH e
VC% H Grupe Periferice
o/, = Q NH2 (OH)
>_ N~ ioa Dendrimer / Masa Concentratia
. grupe periferice Moleculara Tn metanol /
Masa Moleculara NH, sau OH (g/mol) Densitate (g/mol)

531.431 g/mol

PAMAM-NH,-G4 / 64 14214.17 10 wt. %/ 0.813

PAMAM-NH,-G5 /128 28824.81 5wt. % /0.797

PAMAM-OH-G4 / 64 14277.19 10 wt. % / 0.947

PAMAM-OH-G5/128 28950.86 5wt. % /0.786

Interatiunea dintre substanta activa KTZ si dendrimerii PAMAM selectati este de tipul non-
covalent (e.g. interactiuni electrostatice, legaturi de hidrogen) obtinand astfel complecsi
supramoleculari ~ KTZ-dendrimer PAMAM. Incapsularea KTZ in dendrimerii PAMAM
selectati se bazeaza pe metoda liofilizarii, 0 metoda des utilizata Tn literatura de specialitate
pentru acest tip de formulare. In urma liofilizirii au fost obtinute doar materiale sub forma de
pudra lipicioasa care au putut fi in continuare investigate prin difractie de raze X pe pulberi.

Activitatea 1.2

Caracterizarea fizico-chimicd a formularilor KTZ-PAMAM prin XRPD, DSC, FTIR,

RMN pe lichide si HPL.C

Rezultat: R.1.2. Raport stiintific de caracterizare fizico-chimica al complexului KTZ-PAMAM
Tn Activitatea A1.2. au fost identificate formele de complex supramolecular dintre KTZ

cu dendrimerii PAMAM prin analiza de difractie de raze X pe pulberi, XRPD. A fost astfel

obtinut complexul supramolecular KTZ-PAMAM-G5-NH,, caracterizat fizico-chimic prin

analize specifice formelor solide: comportament termic prin DSC, spectroscopic prin FTIR si

RMN pe lichide si puritatea prin HPLC. Rezultatul acestor analize a confirmat obtinerea

complexului supramolecular KTZ-PAMAM-G5-NHs.

Activitatea 1.3
Solubilitea si viteza de dizolvare a complexului KTZ-PAMAM
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Rezultat: R.1.3. Raport stiintific privind solubilitea si viteza de dizolvare a complexului KTZ-
PAMAM

Solubilitatea complexului a fost determinatd prin metoda optica nefelometria, in solutie
buffer pH 8.44, solutii stock ale compusilor KTZ, PAMAM-G5-NH, si a complexului fiind
preparate in DMSO (0.6%).

w06 ] [=e=KTZ In cazul KTZ comercial fnceputul
ERTEEAMANES N procesului de aparitie a particulelor
(precipitarea) in solutia de buffer pH 8.44

25000

20000 este detectat la valoarea de 87.4 pg/mL si

prezintd o crestere rapida.

In cazul complexului KTZ-PAMAM-G5-

NH2 acest proces este detectat la o valoare

de 156.5 pg/mL, dar procesul de precipitare
Rt . este foarte lent. Astfel, moleculele de KTZ
e incapsulate 1n cavitatea dendrimerului si
¢ ® A 0 B D AR T e interactioneaza cu acesta prin legaturi
slabe non-colvalente sunt eliberate lent si
incepe formarea de particule solide care se
vor acumula si in cele din urma precipita.
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Figura 1. Counts vs. concentratia de KTZ

Activitate 1.4

Studii de stabilitate a complexului KTZ-PAMAM (partea 1)

Rezultat: R.1.4. Raport stiintific de evaluare a stabilitatii complexului KTZ-PAMAM
(partea 1)

Stabilitatea in timp reprezintd o caracteristicd de importanta majord a substantelor
farmaceutic active. Se cunoaste ca influenta temperaturii, umiditatii sau luminii sunt esentiale
asupra stabilitatii unui medicament. Scopul testdrii de stabilitate este de a oferi dovezi cu privire
la modul in care calitatea unei substante farmaceutic active sau a unui formulari/medicament
variazd In timp sub influenta factorilor de mediu enumerati mai sus si de a stabili o perioada de
re-testare pentru medicament precum si conditiile de depozitare recomandate. Stabilitatea
formularii KTZ cu dendrimerul PAMAM-G5-NH, se evalueaza astfel:

Test A. Stabilitate in stare solidd prin expunere la conditii ambiente (temperatura si umiditate) si

la temperaturi scazuti (4°C)

Test B. Stabilitate 1n stare lichida in conditii ambiente prin UV-VIS

Test C. Stabilitate accelerata in stare solidd prin expunere in incinta camerei climatice in conditii
controlate de temperaturi si umiditate elevate (40 °C/RH=75%).

Tn stadiul actual al acestei etape a fost efectuat testul de stabilitate A, urmand ca testele B si C s
fie realizate ulterior conform Proiectului (Activitatea 2.2, partea 2).
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A. Stabilitate in stare solida prin expunere la conditii ambiente (temperatura si umiditate) si
conditii de temperaturd scazuti (4°C)

1200 5
— KTZ:PAMAM-GS-NH2 £°C Evaluarea stabilitatii complexului
000 TP AMARSAS A2 fost determinatd pe baza analizei
t.c. 60 zile XRPD. Masuratorile au aratat ca
difractogramele sunt similare (Figura
2), ceea ce indicd ca aceastd noud
formulare a KTZ cu dendrimerul
PAMAM-G5-NH2 este stabila in
conditiile de stocare aplicate.
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Figura 2. Difractograme XRPD ale complexului
dupa stocare lat.c. /t. 4°C

Activitate 1.5
Reproducerea si identificarea a KTZ-AA si KTZ-SA (partea 1)
Rezultat: R.1.5. Raport stiintific privind protocolul experimental de reproducere a cocristalelor
KTZ-AA si KTZ-SA (partea 1)

Formele solide de tip co-cristal de Ketoconazol cu Acidul Adipic (KTZ-AA) si Acidul
Sorbic (KTZ-SA) obtinute anterior prezentului proiectului se vor testa pentru studii de
preformulare, activitate antifungica si studii de biocompatibilitate, in vederea administrarii lor
orale.

o]
0O
HO
MOH HscWOH
o
Acid Adipic (AA) Acid Sorbic (SA)

Primul pas al acestei activitdti a constat in reproducerea formelor cristaline de co-cristal prin
metoda solvent drop grinding (SDG) (mojarare cu aditie de solvent) la moara cu bile, in metanol
si in raport stoechiometric KTZ-AA/AS=1 :1. Identificarea co-cristalelor a fost realizata prin
XRPD iar puritatea, prin HPLC.

Activitate 1.6
Diseminarea rezultatelor cercetarii (partea 1)
R.1.6. Raport de activitate privind diseminarea rezultatelor stiintifice (partea 1)
Rezultatele obtinute Tn Etapa 1 sunt reflectate de urmatorii indicatori de rezultat:
1. Conferinta Internationala “12th International Advances in Applied Physics & Materials
Science Congress & Exhibition (APMAS)” 13-19 Oct, 2022 Turcia / poster “PAMAM
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dendrimer-encapsulated Ketoconazole for bioavailability enhancement”, I. Grosu, M.
Miclaus, I. Kacso, A. Pirnau, O. Opris, F. Martin, INCDTIM Cluj, Romania

2. Worksop-ul “Medicinal chemistry in drug discovery, new therapeutical approaches” din
cadrul proiectului EU-OPENSCREEN DRIVE, 19 Oct 2022, Institutul de Chimie
"Coriolan Dragulescu", Timisoara, Romania / prezentarea orala “Ketoconazole: from
fundamentals to new antifungal formulations based on PAMAM dendrimers with
improved biodisponibility”, F. Martin,* I. Kacso,' I. Grosu,* M. Miclaus,* X. Filip,* O.
Opris,* I. Baldea,” S. Danescu,? D. Vodnar,®> M. Pop*, 'INCDTIM-Cluj, Romania, ‘UMF
Cluj, Romania, *USAMV Cluj, Romania, “TeraCrystal, Cluj, Romania

3. Elaborare de site pentru proiect: https://www.itim-cj.ro/PNCDI/ket-in-pamam/

Director Proiect,
Dr. Ing. Martin Flavia-Adina
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