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ABSTRACT

This study ilustrates a computational prediction concerning the biological and /
or adverse effects of palmitoyl trimethyl chitosan, an excipient used for drugs
iused for the treatment of liver cancer. The results obtained in the present
study show that palmitoyl-trimethyl chitosan has a favorable pharmacokinetic
profile: it does not affect the central nervous system, it does not produce
hepatotoxicity, it does not have cancer and mutagenic potential, it does not
inhibit the cytochromes involved in the metabolism of xenobiotics nor the
transporters of organic cations. For this compound, a reduced potential for
cardiotoxicity and endocrine disruption was identified, respectively the
possibility of inhibiting the organic anion transporters OATP1B1 and OATP1B3
thus affecting their functioning.

KEYWORDS: chitosan, palmytoil-trimethyl chitosan, pharmacokinetic phrofile, biological
effects.

INTRODUCERE

Generalitati privind proprietatile chitosanului

Polizaharidele din carbohidratii naturali sunt utilizate in domeniul
cercetarii atat ca sisteme de eliberare medicamentelor, matrici pentru
implanturi, cat si pentru potentialul lor de adjuvant in vaccinuri. Biomaterialele,
datorita proprietatilor lor favorabile precum o buna biodisponibilitate, non-
toxicitate, biodegradabilitate, stabilitate, productia ieftina si capacitatea de
imunostimulare, sunt considerate candidati dezirabili pentru dezvoltarea de
adjuvanti. Chitosanul este un astfel de polimer natural, apreciat pentru
proprietatile sale antibacteriene, antioxidante, antiacide, antiulcer si de
vindecare a ranilor, avand astfel utilizare in produse farmaceutice (Gordon et
all, 2014). Chitosanul este cel mai important derivat al chitinei, produs din
aceasta prin deacetilare chimica sau enzimatica, dupa cum se poate vedea in
figura 1. Este un polizaharid natural, cationic, gasit in compozitia
exoscheletului crustaceelor precum si in peretii celulari ai ciupercilor (Munawar
et all, 2017).
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FIG. 1 Deacetilarea chitinei in chitosan (Interpretare dupa Munawar et all, 2017)

Biocompatibilitatea, biodegradabilitatea, non-toxicitatea, densitatea
mare de sarcina electrica, costurile reduse, mucoadezivitatea si capacitatea
imunomodulatoare sunt proprietatile excelente ale chitosanului care fac ca
spectrul aplicabilitatii sale sa fie extrem de larg (Xia et all, 2015);(Sinha et all,
2004).

Generalitati privind utilizarea chitosanului ca excipient pentru
medicamente
A) Utilizarea chitosanului ca excipient pentru vaccinuri

Utilizarea vaccinurilor a transformat sanatatea publica prin prevenirea
multor boli infectioase. S-a estimat ca peste 2,5 milioane de decese au fost
evitate anual in boli precum difterie, rujeola si tetanos, respectiv pana la 5
milioane de decese anuale ar putea fi prevenite daca s-ar utiliza vaccinuri pe
scara mai alrga in intreaga lume (WHO, 2012).

Vaccinurile pot fi administrate pe mai multe cai: calea orala, calea
nazala si calea intravenoasa. Calea nazala este atractiva pentru administrarea
de vaccinuri, nu numai ca ofera o alternativa usoara, neinvaziva, fara ac, dar
creeaza, de asemenea, o oportunitate de a provoca raspunsuri imune care pot
creste capacitatea de a controla agenti patogeni la locul de
intrare. Raspunsurile imune la antigenii ,goi” sunt adesea modeste si este
acceptat pe scara larga faptul ca incorporarea unui adjuvant este o conditie
necesara pentru realizarea vaccinurilor nazale eficiente clinic. Chitosanul, in
deosebi sarurile de chitosan au fost utilizate in diverse studii preclinice si
clinice, prezentdand o buna tolerabilitate, stimulare imunitara excelenta si
rezultate clinice pozitive pentru o serie de infectii. Dovezi deosebit de
importante care sustin utilizarea chitosanului ca adjuvant pentru vaccinuri
aplicate pe cale nazala provin din investigatiile clinice asupra unui vaccin cu
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norovirus, acest lucru a demonstrand capacitatea chitosanului de a evoca
raspunsuri imunologice si de a conferi imunitate protectoare in urma provocarii
norovirusului (Alan et all, 2014). Deoarece chitosanul detine proprietati
mucoadezive, a fost frecvent explorat ca adjuvant pentru administrare pe caile
mucoaselor. (Chang et all, 2010). Trimetil chitosanul (TMC) este unul dintre
derivatii extrem de dezirabili ai chitosanului si este preferat fatd de chitosan
datorita proprietatilor sale precum solubilitatea ridicata si stabilitatea pe o
gama larga de conditii ionice. TMC are o sarcina pozitiva la pH fiziologic, iar
epiteliul nazal este incarcat negativ, ceea ce favorizeaza interactiunea
electrostatica a TMC cu epiteliul nazal (Mohanan et all, 2010). TMC le-a oferit
cercetatorilor o directie de a explora calea nazala de vaccinare cu ajutorul
formularilor de vaccin bazate pe TMC, datorita capacitatii sale de a traversa
epiteliul nazal (Baunder et all, 2004). In prezent, existd vaccinuri in curs de
dezvoltare, create pentru tratarea bolilor la om, acestea folosind chitosanul ca
adjuvant. CRM 197 reprezinta un antigen toxoid difteric, realizat ca un sistem
de chitosan glutamat administrat intranazal, fiind testat pe oameni ca un
imunostimulator. Trei grupuri de oameni au primit intranazale acest vaccin
contra difteriei, rezultatele sugeradnd o buna tolerare a chitosanului de catre
organismul uman, avand efecte adverse minore precum secretia nazala, o
usoara senzatie de nas infundat si implicit discomfort (Mills et all, 2003).
Mecanismele de imbunatatire a vaccinurilor prin adaugare de chitosan si
administrate prin mucoase sunt datorate atat retinerii vaccinului in pasajele
nazale prin mucoadezivitate cat si deschiderii jonctiunilor celulelor endoteliale
pentru transportul paracelular al vaccinului [lllum et al, 2001].

Administrarea orald de medicamente este cu siguranta cea mai
convenabila datoritd usurintei administrarii. Existd ihsa mai multe provocari in
realizarea administrarii orale, cum ar fi variatia pH-ului (mediul stomacului este
extrem de acid), prezenta enzimelor, efectul de prim-pas in ficat si bariera
intestinald de absorbtie a medicamentelor. Provocarile de mai sus limiteaza
intrarea  medicamentului in  circulatia sistemica reducand astfel
biodisponibilitatea orala (Bowman et all, 2006). Tehnologia nanoparticulelor
este o tehnica de formulare din ce in ce mai exploatata pentru obtinerea
medicamentelor utilizata pentru a depasi limitele administrarii orale (Shukla et
all, 2013); (Wang et all, 2011). Nanoparticulele au mai multe avantaje, cum ar
fi dimensiunea mica (care creste rata de dizolvare a medicamentelor), aria
mare a suprafatei, marirea stabilitdti medicamentelor in tractului gastro-
intestinal. S-a demonstrat ca chitosanul poate fi formulat sub forma de
nanoparticule polimerice pentru diferite aplicatii Tn administrarea orala a
medicamentului (Munawar et all, 2017). Livrarea orala a vaccinurilor este
esentiala, deoarece antigenii se degradeaza in tractul gastrointestinal. Mai
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mult decat atat, vaccinurile care contin nanoparticule de chitosan pot fi
preparate numai prin metode care evita solventii organici, deoarece acestia
pot modifica imunogenitatea antigenilor daca structura secundara peptidica
este perturbata (Van der Lubben et all, 2001). Nanoparticulele de chitosan si
CMT NP s-au dovedit a fi adjuvanti excelenti pentru administrarea orala a
vaccinului impotriva bacteriilor patogene V.anguillarum. Vaccinul preparat
astfel a fost stabil in pH-ul gastric, a avut eliberare sustinuta si a protejat
proteina antigenica de a intra in splina si rinichi, ceea ce este esential pentru
raspunsul imunitar (Munawar et all, 2017).

Din ceea ce cunosc, nu s-a utilizat chitosan ca adjuvant pentru
vaccinuri administrate intravenos.

B) Utilizarea chitosanului ca excipient pentru medicamente

Printre numeroase aplicatii farmaceutice, chitosanul a fost utilizat pe
scara larga in prepararea comprimatelor directe ca un bun dezintegrant, agent
de granulare si o0 buna matrice pentru eliberarea sustinutd a medicamentelor
(Kumar et all, 2004). In preparate farmaceutice solide care necesita dizolvare,
chitosanul a fost utilizat pentru Timbunatatirea vitezei de dizolvare si a
biodisponibilitatii medicamentelor insolubile Tn apa.(Sinha et all, 2004). Datorita
proprietatii sale bune de absorbtie a apei, chitosanul a fost recunoscut pe
scara larga ca fiind un bun dezintegrant pentru tablete. O astfel de
functionalitate a fost observata in cazul tabletelor care detin chitosan in
concentratii de sub 70% (Kumar et all, 2002). Una dintre proprietatile esentiale
ale chitosanului in cazul medicamentelor cu administrare orala este
reprezentata de eliberarea controlatd a medicamentelor (Fernandes & Bentley,
2009). Pe langa acest aspect, chitosanul ajuta la furnizarea medicamentului in
mod special pe locul de actiune. Acest lucru duce la dezvoltarea unor sisteme
avansate de eliberare controlata de medicamente, agentul activ este
incapsulat intr-un astfel de sistem special proiectat, care il transporta in mod
specific catre celula sau organul tinta (Fernandes & Bentley, 2009) .

O alta utilizare a chitosanului este in tratarea infectiilor de natura
oftalmologica. Au fost realizate microsfere de chitosan cu medicament antiviral
aciclovir. Aciclovirul este un medicament antivirus utilizat topic in infectia
ochilor, chitosanul sporind activitatea antivirala a acestuia (Majekodunmi,
2016).

Scopul acestui studiu este de a obtine predictii cu privire la efectele
biologice si/sau adverse ale palmitoil-trimetil chitosanului, un excipient utilizat
pentru medicamentele destinate tratarii cancerului hepatic si care este un
produs de degradare al acestor medicamente.
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MATERIALE SI METODE

Compusul analizat in acest studiu poarta denumirea de ’palmitoil-
trimetil-chitosan”, un derivat al chitosanului care are proprietati benefice si este
folosit in industria farmaceutica cu precadere ca excipient pentru medicamente
folosite pentru tratarea cancerului hepatic (Bei et al, 2014). Formula
moleculara a compusului este Cs7H71N3O44 , iar structura 2D a acestuia,
extrasa din baza de date PubChem (Kim et al, 2019) este reprezentata in
figura 2.

FIG. 2. Structura 2D a compusului palmitoil-trimetil-chitosan
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/129864018)

Baza de date PubChem (a <carei pagina de acces,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/, este in figura 3) ne-a permis si obtinerea
proprietatilor fizico-chimice ale palmitoil-trimetil-chitosanului.
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FIG. 3. Pagina de acces a bazei de
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Palmitoil-trimetil-chitosanul are o masa moleculara de 781.494 g/mol,
aria topologicad polard de 303 A2, numarul atomilor donori de legaturi de
hidrogen este 11, cel al atomilor acceptori de legaturi de hidrogen este 17,
numarul de legaturi rotabile este 22, iar numarul atomilor grei este 54.

Pentru realizarea acestui studiu am utilizat baza de date AdmetSAR.
Acest program permite predictia proprietatilor de absorbtie, distributie,
metabolizare, excretie si toxicitate (ADMET sau ADME-Tox) ale compusilor
utilizati in industria farmaceutica care joaca un rol esential in descoperirea de
medicamente si evaluarea pericolului pentru mediu. Platforma de cercetare
intitulata admetSAR reprezintd un instrument amplu pentru a prezice
proprietatile ADMET ale compusilor analizati. Platforma se bazeaza pe circa
200.000 de proprietati cunoscute pentru aproximativ 96000 de compusi unici
care au fost obtinute manual din numeroase studii stiintifice. Platforma de
cercetare admetSAR ofera o interfata prietenoasa pentru a cauta cu usurinta
profiluri chimice, denumiri si similaritati (Yang et all, 2018). Interfata bazei de
date AdmetSAR este prezentata in figura 4.

admetSAR  versinea vecne este inca aisponiviia Prezice | Optimizali | Descarca |
Despre

A
e "*
Bine ati venit la admetSAR
@ e O sursa cuprinzatoare si instrument gratuit pentru evaluarea proprietatilor ADMET chimice

Prezice Cautare Prognoza avansatd

Desenati molecula Prezice

# Preziceti proprietatile ADMET ) Folositi versiunea veche (admetSAR1)

FIG. 4 Pagina de acces a PROGRAMULUI admetSAR (Yang et all, 2018,
http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/)

Noua versiune a programului admetSAR (versiunea 2.0) se concentreaza
in principal pe predicti ADMET bazate pe proprietatilor fizico-chimice. Peste
40 de modele predictive au fost implementate in noua versiune a programului
AdmetSAR. Tn admetSAR2.0, sunt utilizate sase proprietéti fizico-chimice sau
topologice pentru a defini domeniul de aplicabilitate, acestea sunt reprezentate
de catre masa moleculara, coeficientul de partitie (logP), numarul de atomi,
numarul de inele, numarul de atomi acceptori si respectiv donori de legaturi de
hidrogen (Yang et all, 2018).

170



BIOSTUDENT, 2020, vol. 3 (2), pp. 165-174

Predictiile efectuate cu ajutorul programului admetSAR2.0 pot fi
grupate Tn urmatoarele categorii: absorbtie (absorbtia intestinala la om,
biodisponibilitatea orala), distributie (legarea la proteinele plasmatice,
penetrarea barierei hematoencefalice, interactiunea cu glicoproteina P),
metabolism (interacsiunea cu citocromii umani implicati in metabolizarea
xenobioticelor, interactiunea cu transportorii de anioni si cationi organici),
excretie (timpul d einjumatatire, degajarea renald), toxicitate asupra organelor
umane (ochi, ficat, inima), toxicitate genomica (mutagenitate, carcinogenitate),
eco-toxicitate (toxicitate asupra Tetrahymena pyriformis, asupra organismelor
prezente in fitoplancton, asupra albinelor si gradul de biodegradabilitate)
(Yang et all, 2018).

REZULTATE $I DISCUTII

Predictile cu privire la proprietatie ADMET obtinute cu ajutorul
programului AdmetSAR pentru compusul palmitoil-trimetil chitosan sunt
prezentate in cele ce urmeaza. Tabelul 1 prezinta proprietatile de absorbtie
ale palmitoil-trimetil chitosanului, Tabelul 2 ilustreaza posibilele efecte toxice
pe care le manifesta acest compus asupra organelor umane, iar tabelul 3
releva predictii cu privire la toxicitatea acestuia asupra mediului.

Datele prezentate in tabelul 1 releva lipsa biodosponibilitatii orale a
palmitoil-trimitil chitosanului, valorile probabilitatilor pentru absorbtia intestinala
si biodisponibilitate orala fiind negative. Compusul investigat nu este
considerat ca fiind capabil sa penetreze bariera hematoencefalicad si in
consecintd nu afecteaza sistemul nervos central. De asemenea, compusul
investigat nu este considerat substrat al glicoproteinei P, dar poate fi un
inhibitor al acesteia ceea ce poate afecta expunerea sistemica a altor compusi
prezenti in organismul uman.

Rezultatele prezentate in tabelul 2 arata ca palitoil-trimetil chitosanul nu
are efect carcinogen, mutagen, nu afecteazd ochii si nu produce
hepatotoxicitate. Acest compus poate manifesta efecte endocrine deoarece
este posibil inhibitor pentru mai multi receptori nucleari. De asemenea
palmitoil-trimetil chitosanul ar putea avea potential redus de cardiotoxicitate.

TABELUL 1. Predictii cu privire la absorbtia si distributia palmitoil-trimetil
chitosanului in organismul uman

Efect biologic prezis Probabilitatea predictiei
Absorbtia intestinala 0.9357-
Bariera hematoencefalica 0.7772-
Biodisponibilitate orala 0.7714-
Inhibitor al glicoproteinei P 0.7108
Substrat al glicoproteinei P 0.5302-
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TABELUL 2. Predictii cu privire toxicitatea palmitoil-trimetil chitosanului
asupra organismul uman

Efecte toxice prezise Probabilitatea predictiei

Efect carcinogen 0.9714-

Coroziunea ochilor 0.9880-

Iritarea ochilor 0.9116-

Efecte mutagen (testul Ames) 0.8300-
Cardiotoxicitate 0.4593-

Hepatotoxicitate 0.6750-

Inhibarea receptorului estrogen 0.7639+
Inhibarea redeptorului androgen 0.7272+
Inhibarea receptorului tiroidian 0.5658-
Inhibarea receptorului glucocorticoid 0.6125+
Inhibarea receptorului PPAR gamma 0.7031+

TABELUL 3. Predictii cu privire toxicitatea palmitoil-trimetil chitosanului
asupra mediului inconjurator

Efect asupra mediului Probabilitatea predictiei

Toxicitatea pentru albine 0.5183-
Biodegradabilitatea 0.5750-

Toxicitatea acvatica pentru crustacee 0.7480+
Toxicitatea acvatica pentru pesti 0.6737+

CYP3A4 SCYP2C9 SCYP2D6 S CYP3A41 CYP2C91 CYP2C191CYP2D6 1 CYP1A2 |

0.6 -
0.4 -
0.2 -

_0.2 -
-0.4 -
-0.6 -
-0.8 -

Probabilitatea predictiei

A

OATP2B1 | OATP1B1 | OATP1B3 | ocT21

0.8
0.6 -
0.4 -
0.2 -

0.2
-0.4 -
0.6 -
-0.8 -

Probabilitatea predictiei
(=]
Il

172



BIOSTUDENT, 2020, vol. 3 (2), pp. 165-174

FIG. 5. (A) Probabilitatile ca palmitoil-trimetil chitosanul sa fie substrat (S) sau inhibitor (I) al
citocromilor (CYP) implicati in metabolizarea xenibioticelor; (B) probabilitatile ca palmitoil-trimetil
chitosanul sa influenteze activitatea transportorilor de anioni (OATP) si cationi (OCT) organici.

Figurile 5A si 5B ilustreaza probabilitatile ca palmitoil-trimetil chitosanul
sa fie substrat sau inhibitor al citocromilor implicati in metabolizarea
xenibioticelor, respectiv probabilitatile ca acest compus sa influenteze
activitatea tarnsportorilor de anioni si cationi organici. Din figura 5 A rezulta ca
palmitoil-trimetil chitosanul este posibil substrat pentru citocromul CYP 3A4 si
nu este substrat si nu inhiba alti citocromi, deci nu influenteaza metabolizarea
altor xenobiotice care ar putea fi prezente in organismul uman. Figura 5 B
ilustreaza ca palmitoil-trimetil chitosanul poate sa inhibe transportorii de anioni
organici OATP1B1 si OATP1B3. Acesti transportatori se gasesc in ficat si au
ca substrati numerosi agenti terapeutici (Shitara, 2011). Acest lucru ne arata
ca palmitoil-trimetil chitosanul ar putea influenta interactiunea dintre agentii
terapeutici si transportorii de anioni organici cu efecte negative asupra
eficientei medicamentelor sau prin inducerea interactiunilor dintre
medicamentele care sunt administrate simultan.

Tabelul 3 ilustreaza faptul ca palmitoil-trimetil chitosanul are o
biodegradabilitate scazuta si ar putea sa manifeste efecte toxice asupra
mediului apos.

CONCLUZII

Nu existd date de literatura cu privire la efectele biologice si/sau
adverse ale palmitoil-trimetil chitosanului, un excipient utilizat pentru
medicamentele destinate tratarii cancerului hepatic. Rezultatele obtinute in
cadrul prezentului studiu releva ca palmitoil-trimetil chitosanul are un profil
farmacocinetic favorabil: nu afecteaza sistemul nervos central, nu produce
hepatotoxicitate, nu are potential cancerigen si mutagen, nu inhiba citocromii
inplicati Tn metabolizarea xenobioticelor si nici transportatorii de cationi
organici. Pentru acest compus s-a identificat un potential redus de
cardiotoxicitate si disruptie endocrina, respectiv posibilitatea de a inhiba
transportatorii de anioni organici OATP1B1 si OATP1B3 afectédnd astfel
functionarea acestora.
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