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KTZ-PAMAM-G5-NH;
complex supramolecular
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Scopul proiectului consta in consolidarea unei tinere echipe de cercetare, multidisciplinare,
capabilda sa promoveze noi forme solide/formulari ale compusului farmaceutic antifungic
Ketoconazol (KTZ), cu solubilitate si biodisponibilitatea imbunatatite. Echipa de cercetare a
proiectului este formata din cinci tineri cercetatori (lider proiect - inginer chimist, 2 chimisti, 1
biotehnologist, 2 dermatologi) si 1 post-doctorand (fizician). Obtinerea de noi forme
solide/formulari ale KTZ poate constitui baza unui produs mai bun, cu scopul de a maximiza
eficienta terapeutica a medicamentului.

Infectiile micotice reprezinta o problema medicald mondiala datoritd: (i) frecventei in
crestere, (i) dezvoltarii rezistentei diferitelor tulpini patogene la produsele antifungice comerciale,
(iii) necesitatii unui tratament de lunga durata in cazul infectiilor profunde sau infectarii fanerelor
(par si unghii), care cauzeaza (iv) acumulare si ca urmare, toxicitate la nivel hepatic.

KTZ este primul antifungic cu spectru larg aprobat de FDA utilizat Tn tratamentul
micozelor superficiale si sistemice, apartinind clasei II (BCS), cu solubilitate apoasa redusa si
permeabilitate ridicata, hidrofobicitate pronuntata si bazicitate slaba. Biodisponibilitatea scazuta
la pH>3 reprezinta dezavantajul major al eficacitatii sale in cazul administrarii orale, fiind eliminat
din tractul gastrointestinal inainte de a fi complet dizolvat, reducand-i absorbtia in circulatia
substantd activd pentru obtinerea efectului terapeutic dorit, reducand in acelasi timp si
hepatotoxicitatea manifestata in urma tratamentului de lunga durata.

Echipa de cercetare va evalua potentialul de piata pentru formele solide de tip co-cristal,
deja obtinute, KTZ cu Acid Adipic (KTZ-AA) si cu Acid Sorbic (KTZ-SA), cu solubilitatea
imbunatatita de 100, respectiv de 40 de ori vs. KTZ comercial si de-asemenea, pentru complexul
supramolecular dintre KTZ si dendrimerul PAMAM, drept compusi farmaceutic activi in produse
optimizate destinate administrarii orale/topice. Pentru formele de tip co-cristal informatiile
preliminare de preformulare se vor completa cu studii/evaluari specifice: compatibilitate cu
excipienti farmaceutici, teste in vitro si in vivo de biocompatibilitate, respectiv protocol pentru
procesul de co-cristalizare la scalda de laborator de ordinul gramelor, esential pentru transferul
tehnologic privind dezvoltarea unui proces industrial de co-cristalizare de succes.

Obiectivele Specifice:

()] Obtinerea si caracterizarea complexului supramolecular de tip sistem transportor KTZ-
PAMAM pentru uz topic.

(I1)  Optimizarea formelor solide de co-cristal de KTZ cu Acidul Adipic si Acidul Sorbic prin
studii de preformulare, activitate antifungica si studii de biocompatibilitate, Tn vederea

administrarii orale.
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Toate Activitatile de Cercetare propuse in cadrul proiectului, asociate acestor Obiective
Specifice au fost finalizate cu succes, gradul de indeplinire al acestora fiind de 100%.

In vederea imbunitatirii solubilitatii, implicit a biodisponibilitatii substantei active
antifungce Ketoconazol (KTZ) am dezvoltat un produs de tip medicament-transportor, pe baza de
dendrimer PAMAM de generatie G5, cu grupdri periferice de tip amino, KTZ-PAMAM-G5-NHa.
Tncapsularea KTZ in dendrimerul PAMAM se bazeazi pe interactiuni de tip non-covalent,
electrostatice si legaturi de hidrogen. Sistemul drug-delivery obtinut este de tip complex
supramolecular, cu structura amorfa, iar dendrimerul PAMAM-NH: de generatie superioard G5
permite Incapsularea in cavitétile sale, respectiv transportul, unei cantititi mai mari de substanta
farmaceutic activa KTZ.
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Ketoconazol (KTZ) 7

\/\NHZ
Grupe
C26 H28C | 2 N404 o NH O Periferice
Masa Moleculara: 531.43 g/mol S

PAMAM-G5-NH:2

128 grupe periferice NH>
Ci264H2532N506

Masa moleculara: 28824.81 g/mol

Formularea KTZ-PAMAM-G5-NH2 a fost complet caracterizata fizico-chimic prin
analize specifice formelor solide: difractie de raze X pe pulberi, comportament termic prin DSC,
metode spectroscopice FTIR si RMN pe lichide, respectiv puritatea prin HPLC. Solubilitatea in
solutie apoasa a fost studiatd optic prin nefelometrie, determinand astfel concentratia de KTZ din
complex vs. concentratia de KTZ comercial corespunzatoare procesului de precipitare in apa.
Stabilitatea in timp in stare solida a complexului a fost evaluata prin expunerea la conditii ambiente
si temperatura scazuta (4°C), testul indicand stabilitatea formei. Eliberarea in vitro investigata prin
metoda dializei a KTZ incapsulat in dendrimerul PAMAM-G5-NHz, in apa bidistilata, a indicat
un proces lent, controlat si stabilitatea complexului in solutie. Lipsa toxicitdtii pe culturi de
fibroblasti umani arata ca formularea este bine tolerata de celulele cutanate umane, facand posibila
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utilizarea acesteia in conditii de siguranta. Testul epicutanat de sensibilizare auriculara pe model
alergic. Produsul obtinut KTZ-PAMAM-G5-NH: este indicat astfel pentru administrare topica
putand fi utilizat pentru terapia locald a micozei cutanate.

Formele cristaline de tip co-cristal Ketoconazol-Acid Sorbic (KTZ-SA), respectiv
Ketoconazol-Acid Adipic (KTZ-AA), identificate anterior proiectului cu proprietati fizico-
chimice imbunatatite vs. substanta activa KTZ pura, au fost evaluate pentru potentialul lor drept
produse antifungice pentru administrare pe cale orala.
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Acid Adipic (AA) Acid Sorbic (SA)

In etapa de preformulare, s-a evaluat: i) compatibilitatea cu excipienti farmaceutici, ii) zona
de cristalizare metastabild, deosebit de importanta pentru iii) scalarea procesului de cocristalizare
la scala mare de laborator de ordinul gramelor. Aceasta etapa furnizeaza indicatii referitoare la cat
de robust este procesul de cocristalizare si care sunt sansele transferului la scald industriala (ordinul
kilogramelor). Biocompatibilitatea formularilor de co-cristal a fost investigata in vitro pe culturi
de fibroblasti dermici umani, dovedind toleranta acestora pe celulele cutanate umane. Etapa de
testare a biocompatibilitatii in vivo pe model animal este de-asemenea esentiald in vederea
aprecierii toxicitatii generale acute Tn cazul administrarii orale. Testele de toxicitate acutd,
efectuate pe sobolani Wistar, au aratat lipsa toxicitatii hepatice si generale atat biochimice, cat si
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histologice, comparativ cu KTZ pur, indicand astfel o biocompatibilitate imbunatatita Tn cazul

.....

concentratii mai mici de substanta activa pentru obtinerea efectului terapeutic dorit, reducand in
acelasi timp si hepatotoxicitatea manifestata cauzata in special de tratamentul de lungd durata in
cazul infectiilor profunde.

Director Proiect,
Dr. Ing. Martin Flavia-Adina
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