KETOCONAZOL: DE LA FUNDAMENTE LA FORMULARI
ANTIFUNGICE NOI PE BAZA DE DENDRIMERI PAMAM CU
BIODISPONIBILITATE iMBUNATATITA

(KET-IN-PAMAM)
Nr. Contract TE122/2022

RAPORT STINTIFIC
ETAPA NR. 2:

STUDII DE CITOTOXICITATE SI ACTIVITATE ANTIFUNGICA IN VITRO,
DE TOXICITATE IN VIVO A KTZ-PAMAM, KTZ-AA SI KTZ-SA.
STUDII DE PREFORMULARE S1 SCALE-UP PENTRU KTZ-AA SI KTZ-SA.

perioada de raportare: 1/01/2023 - 31/12/2023

> & _1-' H — —, o "H h;-’ §
SN 2 A NV AN o8 2 5
by oo S 0 Jo—, R L"!fﬁl -'-.:"-4. .
= g % i k' L o
1 " (8 r & r o i
I/\“' ) ! ¥ frﬂd
M R o :""-
L sl = .\:,*.- S .-..L,.,,__
© a } il o g
ey A L b
W .-'h L E=1 = i = L
= e ol
[ - ==t 5 = Ty T '::'_
T g T = g
.y P | e 5 .
E o - 7 , L
r [ ﬁl T - ""-\.'\-'
e __i-.\_ ',l,"'\-L' =
PoNy
& 2 4
1 _‘i F ?;:‘_ .
Ll B ol T 4

KTZ-PAMAM-G5-NH;
complex supramolecular



Rezumatul Etapei

Formele de co-cristal reproduse KTZ-AA si KTZ-SA au fost evaluate din punct de vedere al
comportamentului termic (A.2.1) iar stabilitatea complexului supramolecular KTZ-PAMAM-G5-NH; a fost
investigata in solutie si in stare solida in conditii accelerate, indicand instabilitatea acestuia in cazul din urma
(A.2.2). Eliberarea in vitro a KTZ incapsulat in dendrimer a fost testata prin metaoda dializei, fiind un proces
lent, continuu fara precipitare in solutia apoasa dupa 5 ore Vvs. eliberarea KTZ pur manifestata prin precipitare
dupa 180 minute (A.2.3). Studiul de biocompatibilitate a formularilor de KTZ pe culturi de fibroblasti dermici
umani indica lipsa toxicitatii pe culturile respective, compusii fiind bine tolerati de celule cutanate umane,
facand posibild utilizarea lor in conditii de siguranta, in tratamentul topic al micozelor cutanate si mucoase
(A.2.4). Activitatea antifungica in vitro a formelor solide KTZ-AA, KTZ-SA si a complexului supramolecular
KTZ-PAMAM-G5-NH; pe cinci tulpini de microorganisme s-a manifestat doar asupra tulpinilor de tip
Candida (A.2.5). Studiul de toxicitate acuta in vivo a KTZ-SA pe model animal a aratat lipsa toxicitatii
hepatice si generale atat biochimice, cat si histologice, comparativ cu KTZ, indicind astfel o
biocompatibilitate imbunatatitd. In cazul administrarii KTZ-AA, testul a evidentiat o minima toxicitate
biochimica hepatica (A.2.6). Pentru formele solide de co-cristal au fost realizate studii de compatibilitate cu
excipienti farmaceutici uzuali (A.2.7) si a fost evaluata zona de cristalizare metastabila deosebit de importanta
pentru scalarea procesului de cristalizare (A.2.8). In cazul co-cristalul KTZ-AA s-a efectuat un prim set de
experimente de scalare a procesului de cocristalizare, de ordinul sutelor de grame (A.2.9). Tn Etapa a 2-a a
proiectului au fost realizate toate activitatile prevazute in propunere, gradul de indeplinire fiind de 100%.

Activitate 2.1

Reproducerea si identificarea a KTZ-AA si KTZ-SA (partea 2)

Rezultat: R.2.1. Raport stiintific privind protocolul experimental de reproducere a co-cristalelor KTZ-AA
si KTZ-SA (partea 2)

Analiza termica Calorimetrie cu Scanare Diferentiald (DSC). Formele cristaline de co-cristal KTZ-AA si
KTZ-SA obtinute prin metoda solvent drop grinding si confirmate prin analiza de difractie de raze X pe
pulberi (DRXP) (Etapa 1, Activitate 1.5) au fost Tn continuare analizate din punct de vedere al
comportamentului termic prin tehnica DSC. Rezultatele aratd cd aceste forme sunt anhidre cu un
comportament termic diferit fata de compusul comercial KTZ, confirmand reproducerea co-cristalelor.

Activitate 2.2
Studii de stabilitate a complexului KTZ-PAMAM (partea 2)
Rezultat: R.2.2. Raport stiintific de evaluare a stabilitatii complexului KTZ-PAMAM (partea 2)

B. Stabilitate in stare lichidd in conditii ambient prin UV-VIS

Probele de complex supramolecular au fost preparate in amestecul de solventi metanol:apa si evaluate
UV-Vis inainte si dupa o luna de stocare in conditii ambiente. De asemenea, a fost testata si o solutie de KTZ
in aceleasi conditii, drept control. in plus, stabilitatea solutiilor a fost urmarita si vizual, pentru posibila
aparitie a precipitatului, turbiditatii, cristalizarii si schimbarea culorii. Rezultatul analizei UV-Vis a confirmat
stabilitatea solutiilor de complex supramolecular in conditiile de stocare aplicate.

C. Stabilitate acceleratd in stare solida prin expunere in incinta camerei climatice in conditii
controlate de temperaturd si umiditate elevate (40 °C/IRH=75%)

Masuratoarea DRXP a indicat transformarea complexului KTZ-PAMAM-G5-NH; n forma de start
KTZ dupa o saptamana de stocare in conditii accelerate de temperatura si umiditate ridicate, 40 °C/RH=75%.
Astfel, formularea KTZ cu dendrimerul PAMAM-G5-NH; este instabila in conditiile de stocare aplicate.

Activitatea 2.3
Studii de eliberare in vitro a KTZ incorporat in KTZ-PAMAM
Rezultat: R.3. Raport stiintific privind eliberarea in vitro a KTZ incorporat in KTZ-PAMAM




Experimentul de dializad a KTZ pur a aratat ca s-a eliberat in 150 minute in faza apoasa externa, ~70%
(Figura 1). Dupa acest interval, la 180 minute, s-a obtinut o valoare mai mica, de 67%. Astfel se constata
inceputul procesului de precipitare a KTZ pur si saturarea in solutia apoasa externa.

Eliberarea  substantei active KTZ din  complexul

Figura 1 supramolecular a fost un proces lent si continuu vs. KTZ pur.

Dupa un interval de 90 minute s-a determinat o eliberare de

doar ~20%, iar dupa 5 ore de ~36%. Ca urmare, se constata ca

procesul de precipitare al KTZ eliberat din complexul KTZ-

PAMAM-G5-NH; in solutia externa nu s-a manifestat in acest

interval de timp. Profilul de eliberare al KTZ Tncapsulat

demonstreaza o eliberare controlata si stabilitatea complexului
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Activitate 2.4

Studii de citotoxicitate in vitro a KTZ-PAMAM, KTZ-AA, KTZ-SA pe culturi de celule de

fibroblast dermic uman

Rezultat: R.2.4. Raport stiintific privind citotoxicitatea in vitro a KTZ-PAMAM, KTZ-4A4 si KTZ-SA pe
culturi de celule de fibroblast dermic uman

Formele solide KTZ-AA si KTZ-SA au fost testate pe culturi de fibroblasti dermici umani (BJ, ATCC
CRL-2522™, Gaitnesburg, USA) iar complexul supramolecular KTZ-PAMAM-G5-NH, pe culturi de
fibroblasti dermici, respectiv celule hepatice umane (HepG2-HB-8065, ATCC). Comparativ s-au testat
compusii puri: substanta activa KTZ, coformerii AA si SA si dendrimerul. Mediul de cultura a fost DMEM,
high glucose, suplimentat cu 5% ser fetal bovin, gentamicind, amfotericind (Biochrom AG, Germania),
cultivarea celulelor s-a facut in conditii standard, iar mediul a fost schimbat de 2 x/saptamana. Metoda folosita
pentru determinarea citotoxicitatii a fost colorimetrica, prin masurarea compusului colorat formazan, generat
de celulele viabile utilizand CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega
Corporation, Madison, USA). Celulele cultivate la o densitate de 10*/godeu pe plici microtitratoare ELISA
de 96 godeuri (TPP, Switzerland) au fost acomodate pentru 24h, apoi expuse la diferite concentratii (0-251M)
din fiecare substanta testata pentru 24h. Viabilitatea a fost masurata colorimetric cu un cititor de placi ELISA
la 540nm (Tecan, Mannendorf, Austria). Toate experimentele au fost facute n triplicat. Culturi de celule
netratate au fost utilizate ca si martor. Rezultatele sunt exprimate ca si OD 540nm.

Compusii testati au realizat o scadere a viabilitatii celulare dependenta de concentratie dar la
concentratia prezenta in plasma in conditii clinice de tratament antimicotic cu KTZ, de 6.5uM, viabilitatea
celulard a fost peste 70%, consideratd limita de toxicitate, fara sa existe diferente intre substantele testate,
KTZ-AA, KTZ-SA si KTZ in ceea ce priveste scaderea viabilitatii celulare. Co-formerii AA si SA nu au
determinat scaderi importante ale viabilitatii celulare la niciuna dintre concentratiile utilizate.

Complexul supramolecular KTZ-PAMAM-G5-NH; a aratat o scadere marcata a viabilitatii celulare
la concentratii de 100pg/ml in culturile de fibroblasti umani si la concentratii peste 100ug/ml in culturile de
celule hepatice, fara diferente semnificative vs. KTZ.

Lipsa toxicitatii pe culturile de fibroblasti dermici umani, pentru compusii testati KTZ-AA, KTZ-SA
si KTZ-PAMAM-G5-NH, aratd cé aceste substante sunt bine tolerate de celule cutanate umane, ceea ce face
posibila utilizarea lor 1n conditii de siguranta, pentru tratamentul topic al micozelor cutanate si mucoase.

Activitate 2.5

Studiul activitatii antifungice in vitro pentru KTZ-AA, KTZ-SA, KTZ-PAMAM

Rezultat: R.1.5. Raport stiintific privind activitatea antifungicd in vitro pentru KTZ-AA, KTZ-SA si KTZ-
PAMAM




Formele solide KTZ-AA, KTZ-SA si complexul supramolecular KTZ-PAMAM-G5-NH; au fost
testate pe tulpinile de microorganisme: Candida parapsilosis ATCC 22019, Aspergillus niger ATCC 6275,
Actinomucor elegans ATCC 22963, Rhizopus oligosporus ATCC 22959, Candida albicans DSMZ 1386.

Prepararea tulpinilor bacteriene. Cateva colonii din fiecare microorganism cultivat pe mediile
mentionate mai sus au fost transferate in 9 ml solutie salind sterila (8.5 g/L NaCl) si ajustate pentru a
corespunde turbiditatii standardului McFarland 0.5 (108 UFC/mL). Apoi, s-a preparat o suspensie bacteriana
de 10° UFC/spori/mL, addugata in fiecare godeu de pe placa.

Concentratia minima inhibitorie a fost determinata cu ajutorul testului antibacterian pe baza de placi
CU godeuri 1n prezenta unei solutii de resazurina.

Activitatea antifungica in vitro a formelor solide KTZ-AA, KTZ-SA si a complexului supramolecular
KTZ-PAMAM-G5-NH; s-a manifestat doar asupra tulpinilor de tip Candida

Activitate 2.6

Toxicitatea acuta in vivo pentru KTZ-AA, KTZ-SA, KTZ-PAMAM

Rezultat: R.1.5. Raport stiintific privind toxicitatea acuta in vivo pentru KTZ-AA, KTZ-SA, KTZ-
PAMAM

Pentru studiul experimental in vivo a fost obtinuta autorizatia de la Comisia de Etica a UMF, Cluj-
Napoca si de proiect 329/17 08 2022 (ANSVSA).

Datorita instabilitatii complexului supramolecular KTZ-PAMAM-G5-NH: dupa testul de stocare in
camera climatica la temperatura de 40 °C si umiditate RH=75%, considerdam ca aceasta formulare a KTZ cu
dendrimerul este potrivita doar pentru uz antimicotic local, cutanat sau pe mucoase.

Tn prezentul studiu s-au folosit 57 animale Wistar, femele, cu greutate medie de 200 g, care au fost
impartite in 3 loturi: control - 3 animale -s-au administrat 100 pL apa distilata cu 0.5% PVP K30; KTZ-SA -
27 animale; KTZ-AA - 27 animale. Animalele au fost tratate cu 3 doze diferite din fiecare substanta: 0.8mg/kg
corp, 1.5 mg/kg corp respectiv 3 mg/kg corp, cu administrare orala prin gavaj in apa distilata cu 0.5% PVP
K30, 100 pL/animal, Tn doza unica. Pentru fiecare doza/interval de timp s-au utilizat 3 animale. La intervale
de 1h, 24h si 7 zile dupa administrarea tratamentului, 3 animale din fiecare lot si de la fiecare concentratie au
fost eutanasiate, cantarite si S-au recoltat probe de sange pentru determinari biochimice (probe hepatice-
ASAT/ALAT) si hemoleucograma. Determinarile s-au facut utilizand kiturile de biochimie de la
Diagnosticum Rt (Ungaria) cu ajutorul analizatorului Sysmex XE 2100. La 7 zile dupa administrarea celor
doi compusi, KTZ-AA si KTZ-SA, s-au recoltat in plus fragmente de ficat pentru urmarirea modificarilor
histopatologice si pentru cuantificarea scorului Knodell de necroza hepatica.

Interpretare statistica. Datele au fost interpretate statistic utilizand programul Graph Prism Sotware,
versiunea 5.00.288 (GraphPad Software Inc. USA San Diego, California, USA, www.graphpad.com).
Semnificatia statistica a diferentei intre grupul tratat si grupul martor a fost evaluata prin testele: student
TTEST, testul nonparametric Kruskall Wallis urmat de Dunn post test respectiv Wilcoxon Signed rank test.
Valoarea p <0.05 a fost considerata semnificativa.

Starea generala si supravietuire. Toate animalele au manifestat o stare generala buna, imediat dupa
administrarea substantelor, cu un comportament normal, tegumente si mucoase normal colorate, ritm cardiac
si respirator normal. Supravietuirea a fost de 100% pentru ambele substante administrate, la toate dozele.

Datele obtinute in urma testarii KTZ-SA pe model animal arata lipsa toxicitatii hepatice si generale
atat biochimice, cat si histologice. Comparativ cu KTZ, datele arata o biocompatibilitate imbunatatita. Aceste
rezultate sunt promitatoare pentru o posibila utilizare a compusului in ameliorarea tratamentului antimicotic
pe cale orala, la pacienti.

Tn cazul tratamentului cu KTZ-AA s-a observat o usoara crestere a ASAT la 24h (doza de 1.5 si 3
mg/kg corp) si 72h (toate 3 dozele). In cazul ALAT nu s-au inregistrat modificari, comparativ cu lotul martor.
Raportul ASAT/ALAT aratd modificari similare ASAT. Datele confirma o crestere usoard a transaminazelor
incepand cu 24h pentru doza de 3 mg/kg corp, dar persistenta la 7 zile de la administrarea unei doze unice de
KTZ-AA. Chiar dacd ALAT nu a fost modificata, cresterea ASAT confirma o toxicitate biochimica ugoara
hepatica, dar nu si pe alte organe, care pot constitui o sursa de ALAT seric.



http://www.graphpad.com/

Activitate 2.7
Studii de compatibilitate cu excipienti pentru KTZ-AA, KTZ-SA
Rezultat: R.2.7. Raport stiintific privind compatibilitatea cu excipienti pentru KTZ-AA, KTZ-SA

Studiul efectuat pe co-cristalul KTZ-AA a demonstrat compatibilitatea in amestecurile fizice binare
cu excipientii celuloza, polivinil-pirolidona K90, lactoza, stearatul de magneziu, dioxidul de siliciu, amidonul
de porumb si talc prin analizele DRXP, DSC si FT-IR. De asemenea, amestecurile fizice binare sunt stabile
dupa 3 luni de stocare la temperaturd si umiditate ridicate (40°C/75%RH) in camera climaticd, dovedind
astfel potentialul sau pentru dezvoltarea ca alternativa la medicamentul comercial.

Tn cazul co-cristalului KTZ-SA, testul de compatibilitate a fost investigat cu seria de excipienti
hidroxipropil metilceluloza, eudragit-L100, polietilen glicol 6000 si polivinil-pirolidona K30, dovedindu-se
compatibilitatea prin DRXP si DSC. Insa testul de stabilitate accelerata a indicat transformarea probelor n
substanta activa KTZ dupa expunerea amestecurile fizice binare in camera climatica 30 zile.

Activitate 2.8

Solubilitatea, determinarea curbei de super-solubilitate si identificarea largimii zonei meta-stabile
pentru KTZ-AA, KTZ-SA

Rezultat: R.2.8. Raport stiintific privind determinarea curbei de super-solubilitate si identificarea largimii
zonei metastabile pentru KTZ-AA, KTZ-SA

Pentru fiecare forma solida KTZ-SA si KTZ-AA au fost realizate 9 experimente de cristalizare la
scald mica. In cazul fiecarui set de experimente a fost verificata obtinerea formei prin DRXP, iar pentru
experimentele Tn care a fost confirmata proba s-a construit graficul largimii zonei metastabile.

Tn urma analizei rezultatelor experimentale, in cazul co-cristalului KTZ-SA s-a putut determina o
singurd zona metastabila in etanol:apa (8:2). Tn cazul formei solide KTZ-AA s-a obtinut zona metastabila cea
mai ingusta in experimentul cu etanol:apa (4:6). Randamentul de obtinere a formei solide urmarite este mai
mare de 80%. Aceste date sunt esentiale la dezvoltarea procesului de reproducere la scalda mare.

Activitate 2.9

Scale-up-ul procesului de cocristalizare pentru KTZ-AA, KTZ-SA (partea 1)

Rezultat: R.1.5. Raport stiintific privind scale-up-ul procesului de cocristalizare pentru KTZ-AA, KTZ-SA
(partea 1)

Experimente de scalare pentru co-cristalul KTZ-AA. S-a efectuat primul set de experimente de scalare,
constdnd in reproducerea experimentelor In urma carora s-a obtinut zona metastabild cea mai ingusta.
Experimentul de scalare de ordinul sutelor de grame s-a realizat Tn echipamentul de cristalizare la scala mare
(marca Eyela), rezultatele obtinute sunt sintetizate in Tabelul de mai jos.

Experiment KTZ | AA | Solvent Conc. | Tdizolvare | Tcristalizare Obs n
(mg) |(mg)| /(ml) | (mg/ml) (°C) (°C) | ()

KTZ-AA-1 200 55 | etanol:apa 40 58 15 pp.alb | 89

KTZ-AA-2 300 |825| (4:6)/5 60 63 12 pp. brun | -

Experimentele de scalare la cantitate de 1 gram pentru co-cristalul KTZ-AA, respectiv experimentele
de scalare corespunzatoare formei solide de co-cristal KTZ-SA vor fi efectuate conform planului Proiectului,
Etapa 3, activitatea A.3.1, 2024.

Activitate 2.10

Diseminarea rezultatelor cercetirii (partea 2)

R.2.10. Raport de activitate privind diseminarea rezultatelor stiintifice (partea 2)
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