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Descriere:
(Descrierea se publicii in redactia solicitantului)

Domeniul inventiei

Prezenta inventie se referd la o compozifie farmaceutici care contine o combinatie de
benzidamind si un ingredient activ antimicotic, combinatia mentionatd avind un efect sinergic in
tratamentul micozei.

Premisele de creare a inventiei

Fungii care apartin genului Candida sunt una dintre cele mai frecvente cauze ale infectiilor
fungice la nivel mondial.

Multe specii de Candida sunt comensale inofensive sau endosimbionte ale gazdelor lor,
cum ar fi de exemplu fiintele umane.

Fungii care apartin speciilor Candida albicans si Candida tropicalis sunt prezente in mod
normal pe mucoasa cavititii bucale, tractului gastrointestinal si vaginului. Cu toate acestea, atunci
cand flora mucoaselor este modificatd, de exemplu, datoritd tratamentului indelungat cu antibiotice
sau modificdri hormonale, Fungii se pot multiplica anormal si pot provoca infectii superficiale, de
exemplu la gurd sau la vagin, cunoscute sub denumirea de candidozd. La persoancle
imunosupresate, Fungii pot provoca chiar infectii sistemice severe, cunoscute sub denumirea de
candidemie, care sunt uneori mortale.

Vulvovaginita cauzata de fungi reprezinta astizi aproximativ 30-35% din infectiile vaginale
sl este cauzatd in cea mai mare parte de fungi Candida albicans.

Vulvovaginita este insofitd de modificdri ale pH-ului vaginal, iar principalele simptome
sunt mancirimi vaginale si/sau vulvare intense, scurgeri, inflamatie si durere.

In mod obisnuit, tratamentul este prin administrarea de medicamente antimicotice topice
sub formd de creme, ovule vaginale si solutii pentru uz extern. In cazul infectiilor severe si/sau
recidivante, medicamentele antimicotice sunt administrate pe cale orali.

Pevaryl™ este o cremd disponibild comercial pentru tratamentul micozei vulvovaginale,
care contine 1% m/m de nitrat de econazol.

Econazolul este un derivat al imidazolului, Inzestrat cu o activitate antimicoticd cu spectru
larg si utilizat in mod obisnuit pentru tratamentul micozei Candida albicans.

Mai multe cereri de brevet dezvaluie combinatii de ingrediente active utile in tratamentul
micozei orale si vulvovaginale.

WO 96/26724 dezviluie o compozitie farmaceutici care contine o cantitate
antiinflamatoare de benzidamind sau o sare a acesteia, o cantitate eficientd antimicrobiand a unui
agent antimicrobian si un purtitor sau excipient acceptabil farmaceutic.

US 2009/0208558 se referd la utilizarea unui agent antimicotic si a a unui inhibitor de
adeziune a epiteliale sau a celulelor endoteliale pentru producerea unui medicament combinat
pentru tratamentul topic al micozei Candida mycosis.

Majoritatea combinatiilor de medicamente prezintd un efect aditiv. Cu toate acestea, in
unele cazuri, combinatiile prezintd mai pufin sau mai mult decat un efect aditiv. Aceste combinatii
sunt numite, respectiv, antagonice sau sinergice. Efectele antagonice sau sinergice sunt
imprevizibile si sunt descoperiri experimentale neasteptate. Gisirea combinatiilor extrem de
eficiente, adicd amestecuri sinergice de agenti activi este totusi dificild. Serendipitatea nu este o
cale valida, deoarece numdirul de combinatii potentiale de agenti este uluitor de mare. Cealaltd
strategic de descoperire normald de deducere a combinatiilor potentiale din cunoasterea
mecanismului este de asemenea limitata in potentialul sdu, deoarece multe puncte finale biologice
ale organismelor vii sunt afectate de cii multiple. Aceste cii nu sunt adesea cunoscute, si chiar si
atunci cand sunt, modurile in care interactioneaza cdile pentru a produce efectul biologic final sunt
deseori necunoscute.

Esenta inventiei

Solicitantul s-a confruntat cu problema de a furniza o compozitie farmaceuticd pentru
domeniu.

Solicitantul a descoperit ci benzidamina poate fi utilizatd in asociere cu ingrediente active
antimicotice derivate din imidazol.

In particular, solicitantul a constatat in mod surprinzitor ci combinatia de benzidamini cu
un ingredient activ antimicotic derivat din imidazol are un efect sinergic in inhibarea cresterii
fungilor apartinind genului Candida.
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Astfel, intr-un prim aspect, prezenta inventie se referd la o compozitie farmaceutici care
contine o combinatie de benzidamind si un imidazol-antimicotic sau o sare a acestuia si cel putin
un excipient acceptabil farmaceutic, pentru utilizare in tratamentul micozei Candida mycosis.

In mod avantajos, benzidamina din compozitia conform prezentei inventii atenueazi
mancdrimea vulvovaginala si durerea.

De preferintd, imidazolul-antimicotic mentionat este selectat in grupul care contine
bifonazol, butoconazol, clormidazol, clotrimazol, croconazol, econazol, fenticonazol, ketoconazol,
izoconazol, miconazol, neticonazol, omoconazol, oxiconazol, sertaconazol, sulconazol, tioconazol
sau sdruri ale acestora.

Mai preferabil, imidazolul-antimicotic mentionat este selectat in grupul care contine
bifonazol, butoconazol, clotrimazol, econazol, fenticonazol, ketoconazol, izoconazol, miconazol,
omoconazol, sertaconazol, sulconazol, tioconazol sau saruri ale acestora.

Chiar mai preferabil, imidazolul-antimicotic mentionat este selectat in grupul care contine
butoconazol, econazol, fenticonazol, izoconazol, miconazol, sulconazol sau saruri ale acestora.

In mod avantajos, imidazolul-antimicotic mentionat este econazol, miconazol sau o sare a
acestuia.

De preferintd, Candida mycosis mentionatd este cauzatd de Candida Albicans, Candida
lusitaniae, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida. rugosa, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis sau Candida dubliniensis. Mai preferabil, Candida mycosis mentionatd este
cauzatd de Candida Albicans, Candida lusitaniae sau Candida tropicalis.

Mai preferabil, Candida mycosis mentionata este candidozd mucoasd, candidoza cutanati,
onicomicozd, candidozi sistemicd, candidozd iatrogenicd, candidozd de scutec, candidozi
intestinald sau candida balanitis.

Chiar mai preferabil, candidoza mucoasi mentionati este orala sau vulvovaginala.

Descrierea succintd a desenelor

Figura 1 prezintd vizual rezultatele activititii cremelor A pand la C din exemplul 7 testate
pe plnsete care contin tulpind de Candida albicans ATCC 10231 cu metoda de diluare a agarului
utilizand de 1a 1% 1a 0,03% m/v de crema.

Figura 2 prezintd grafic rezultatele analizei densitometrice efectuate pe plansetele din
Figura 1.

Descrierea detaliati a inventiei

In prezenta descriere, expresia ,.efect sinergic” inseamnd ci combinatia de benzidamina si
imidazol-antimicotic inhibd cresterea unei tulpini de fungi apartindnd genului Candida la o
concentrafie mai micd decat suma concentratiilor de benzidamina si imidazol-antimicotic utilizate
singure pentru aceeasi tulpind pentru a obtine aceeasi inhibitie. Cu alte cuvinte, un efect sinergic
inseamnd cd combinatia de benzidamind si imidazol-antimicotic este eficientd in producerea mai
mult decat efectul aditiv al fiecarei componente din aceeasi tulpind.

Sinergia este definita in prezentul document in termenii indicelui de concentratie inhibitorie
fractionald (CIF), care este suma CIF pentru medicamentele individuale utilizate in fiecare
combinatie, astfel cum este descris de Meletiadis J. et al. in Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, Feb. 2010, p. 602-609. In conformitate cu o sinergie stiinfificd si preferatd,
definitia este definitd de un indice CIF mai mic de 0,5, adica atunci cAnd 50% inhibare rezultd
dintr-o combinatie de o patrime sau mai putin din concentratia fiecirui medicament necesard
pentru a produce acelasi efect daca este utilizat individual (adicd concentratia inhibitorie minima
(CIM) a fiecarui medicament). Un indice CIF de 0,5 sub aceastd definitie strictd defineste un
raspuns aditiv. Sub o definific mai largd utilizatd in scopurile din acest document, cantititile
eficiente sinergic sunt definite de un indice CIF mai mic de 1,0, adicd atunci cAnd 50% inhibare
rezultd dintr-o combinatie de o jumdtate sau mai putin din CIM pentru fiecare medicament. Un
indice CIF de 1,0 sub aceasti definitic mai largi defineste un rispuns aditiv. In cadrul acestui test,
izobologramele pot fi preparate din curbele de rispuns la dozd pentru diferite combinatii de
benzidamind si imidazol-antimicotic in fiecare tulpind, cu sinergie indicatd de puncte sub linia care
conecteaza indicele CIF de 1 pentru benzidamina cu indicele CIF de 1 pentru imidazol-antimicotic
. Acest standard permite determinarea CIM -ului pentru combinatiile testate, astfel incit s
furnizeze CIM-ul fiecdrei componente necesare pentru obtinerea unui amestec sinergic. Cantitatile
exacte vor depinde, de exemplu, de tulpina particulara.

In prezenta descriere si in revendicirile urmdtoare, expresia ,,imidazol-antimicotic” indici
ingrediente active antimicotice care contin un inel imidazolic in structura lor chimica.

De preferintd, compozifia farmaceuticd destinatd utilizdrii conform prezentei inventii
confine benzidamind intr-o cantitate de la 0,001% de masd pani la 1% de masd, mai preferabil de
la 0,05% de masi pani la 0,5% de masa si chiar mai preferabil de 1a 0,08% de masi pana la 0,2%
de masa.
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De preferintd, compozifia farmaceuticd destinatd utilizdrii conform prezentei inventii
confine imidazol-antimicotic, sau o sare a acestuia, intr-o cantitate de la 0,01% de masa pana la 4%
de masd, mai preferabil de la 0,1% de masa pand la 2% de masa si chiar mai preferabil de la 0,5%
de masi pana la 1,5% de masa.

De preferintd, compozitia farmaceutica destinatd utilizdrii conform prezentei inventii este
pentru utilizare topica.

De preferintd, compozitia farmaceutica destinatd utilizdrii conform prezentei inventii este
preparatd in forme medicamentoase adecvate, cum ar fi creme, unguente, lofiuni, gel, spume,
ovule, ovule cu eliberare prelungiti, dusuri vaginale sau solutii pentru utilizare externa.

Mai preferabil, forma medicamentoasd mentionata este cremd, unguent, lotiune, dus vaginal
sau solutie pentru uz extern.

Chiar mai preferabil, forma medicamentoasd mentionati este cremi sau dus vaginal.

Excipientul acceptabil farmaceutic poate fi selectat din grupul care contine: emolienti,
agenti de ingrosare, conservant, stabilizatori, surfactanti, tampoane, saruri pentru reglarea presiunii
osmotice, emulsifianti si altele asemenea.

De preferintd, compozifia farmaceuticd destinatd utilizdrii conform prezentei inventii
contine unul sau mai multi emulsifianti avind un BHL cuprins intre 6 si 9 si unul sau mai multi
emulsifianti vind un BHL cuprins intre 9 si 12.

Emulsifiantii care au un BHL cuprins intre 6 si 9 utili in prezenta inventie sunt, de exemplu,
alcool cetearilic, cetearetth-20, poligliceril-3-diizostearat, un amestec de stearat de sorbitan si
cocoat de zaharoza, dilaurat PEG-4, sesquistearat de metil glucozd, laureth-2 , laureth-3, dioleat
PEG-8, poligliceril-5-dioleat, lactilat stearoil de sodiu, sorbitan laurat, lauroil macrogol-6
gliceride, peroleat de sorbitan PEG-40, stearat de poligliceril-3, poligliceril-2 laurat.

Emulsifiantii care au un HLB cuprins intre 9 si 12 utili in prezenta inventie sunt, de
exemplu laureth-4, cocoat de gliceril PEG-7, gliceride de migdale PEG-20, palmiat de poligliceril-
3, ulei de ricin hidrogenat PEG-25, stearamidi, un amestec de stearat de gliceril, stearat PEG-100,
polisorbat 85, olivat PEG-7, glucozidd de cetearil, olivat de cetearil, monostearat de gliceril,
diizostearat de poligliceril-10, polisorbat 85, oleat de poligliceril-5, oleat de PEG-8, citrat de
stearat de gliceril, cocoat de gliceril PEG-7, distearat de poligliceril-metilglucoza.

Emulsifiantii preferati in special cu un BHL variind de 1a 9 pand la 12 sunt Tefose 63, un
amestec de palmitostearat PEG6 si PEG-32 si stearat de glicol si Gelot 64, un amestec de
monostearat de glicerol si stearat de PEG-75, ambele fabricate de Gattefosse SAS, Franta.

Emulsifiantii preferati in special, cu un BHL cuprins intre 6 si 9 sunt Labrafil M2130CS, un
amestec de lauroil macrogol-6 gliceride si Labrafil M1944CS, un amestec de oleoil polioxil-6
gliceride, ambele fabricate de Gattefosse SAS, Franta.

Exemplele care urmeaza sunt destinate ilustrarii ulterioare a prezentei inventii, fard a o
limita.

Exemple

Scopul testelor dezviluite in exemplele 1 pand la 5 a fost de a evalua activitatea fungicida
in vitro a combinafiei de benzidamina si un imidazol-antimicotic impotriva tulpinilor de fungi
apartinind genului Candida.

Exemplul 1

1.1 Prepararea tulpinilor fungice

Tulpinile de Candida stocate la -80°C au fost decongelate si insdminfate cu ansa pe
planseta SDA si apoi s-a efectuat o a doua subculturd. Apoi, suspensiile de tulpini Candida au fost
preparate dupad cum urmeaza.

10 ml de solutie salind s-au introdus intr-un tub Falcon de 50 ml cu 5 g de bile de sticla.
Loop-ul celular din coloniile din a doua subculturd a fost transferat in solutie salind si suspendate
prin triturarea loop-ului de peretele umed al tubului pentru a deplasa celulele. Apoi, tubul a fost
agitat timp de 3 minute utilizand un agitator mecanic.

Numirul de celule din suspensie a fost ajustat de 1a 1,5x10° la 5,0x10° unititi de formare a
coloniilor (UFC)/ml utilizand solutie salind conform standardului Mc Farland 0,5 si citind
densitatea opticd la 550 nm.

Pentru calculare, s-au preparat dilutii seriale de 1:10 folosind solutie salind, pentru a obtine
dilutii 10* si 10 ale suspensiei. O proba de 100 ul din fiecare dilutie a fost distribuiti pe plangetd
st incubati la 37°C timp de 48 ore. Numdrul de colonii a fost calculat prin inspectie vizuala si s-a
constatat cd densitatea celulelor se situeazi in intervalul dorit.

1.2 Metoda de diluare a agarului

Metodologia a fost similard cu cea dezviluitd de R. Moody et al., ,In Vitro Activities of
Miconazole, Miconazole Nitrate, and Ketoconazole Alone and Combined with Rifampin against
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Candida spp. and Torulopsis glabrata Recovered from Cancer Patients.”, Antimicrobial Agents
and Chemotherapy: 1980, 17, 871-875.

1.2.1 Prepararea solutiilor de ingrediente active

S-au utilizat plici Petri standard (diametru 92 mm x 16 mm indltime). Dupd turnarea
agarului, plansetele au fost 1dsate si se rdceasca si apoi imediat utilizate.

(A) Solutiile utilizate pentru a calcula MIC-ul ingredientelor active au fost preparate
astfel cum este descris mai jos. Nitratul de econazol si nitratul de miconazol au fost dizolvati
fiecare in 100% dimetil sulfoxid (DMSO) pand la concentratii de 5,0 mg de medicament activ pe
ml. Apoi, s-au preparat dilutii seriale 1:2 in DMSO, pand la concentratii de la 5,0 mg/ml la 0,078
mg/ml. S-au adiugat 0,250 ml din fiecare solutie de econazol sau nitrat de miconazol la 24,75 ml
(dilutie 1:100) de agar Sabouraud topit (Difco Laboratoires, Detroit, Mich), amestecat si turnat in
placi Petri standard, pand la concentratia finald de la 50 pg/ml pand la 0,78 pg/ml.

Benzdamina a fost dizolvatd in apd la o concentratie de 12,5 mg/ml. Apoi, s-au preparat
dilutii seriale 1:2 in apd, pand la concentrafii de la 12,5 mg/ml la 1,56 mg/ml. S-a addugat 1 ml din
fiecare solutie de benzidamind la 24 ml (dilutie 1:25) de agar Sabouraud topit, amestecat si turnat
in placi Petri standard, pand la concentratia finald de la 0,5 pg/ml la 0,0625 pg/ml.

In calitate de control pozitiv, Amfotericini B dintr-o solutic stoc de 1600 pg/ml a fost
diluatd in DMSO 1la solutii cu concentratii de la 50 pg/ml la 6,25 pg/ml. Aceste solutii au fost
diluate 1:100 in agar Sabouraud, amestecate si turnate in placi Petri standard, pand la concentratia
finala de la 0,5 pg/ml la 0,0625 pg/ml. Controale negative de apd, DMSO si apd + DMSO au fost
incluse in experiment.

(B) Pentru studiile de sinergie, alte solutii de nitrat de econazol si miconazol cu concentratii
de la 2,5 mg/ml la 0,098 mg/ml au fost preparate in DMSO, cu dilutii seriale 1:2, astfel cum sunt
prezentate in paragraful 1.2.1(A).

De asemenea, solutii suplimentare de benzidamind cu concentratii de la 6,25 mg/ml la 1,56
mg/ml au fost preparate in apa, cu dilutii seriale 1:2, astfel cum sunt prezentate in paragrafull.2.1
(A). Mai mult decat atat, solufia de benzidamind cu o concentratic de 6,25 mg/ml a fost diluatd
1:1,43 1n apd pentru a da o solutie de benzidamind cu o concentratie de 4,37 mg/ml.

Apoi, 0,250 ml din fiecare solufie de nitrat de econazol sau miconazol si 1 ml din fiecare
solutie de benzidamind s-au adiugat 1a 23,750 ml de agar Sabouraud topit (Difco Laboratoires,
Detroit, Mich), amestecat si turnat in placi Petri standard, rezultand astfel concentratii finale de
econazol sau miconazol de la 25 pg/ml la 0,098 ng/ml si de benzidamind de 1a 0,25 mg/ml la
0,0625 mg/ml si 0,175 mg/ml.

(A) Pentru calculul MIC-ului, suprafata fiecarei plici Petri standard pregitite astfel cum
este descris in paragraful 1.2.1 (A) a fost inoculati cu patru pete (20 pl volum de inoculat) din
suspensiile de tulpini Candida preparate astfel cum este descris in paragraful 1.1.

Suspensii de test inoculate pe plici Petri standard cu amfotericind B s-au utilizat in calitate
de control pozitiv.

Suspensia de test inoculatd pe plici Petri standard firad medicamente, dar care contine ap4,
DMSO si apd + DMSO au fost utilizate in calitate de controale negative.

Toate plicile Petri au fost incubate la 35°C timp de 48 de ore.

(B) Pentru studiile de sinergie, suprafata fiecarei plici Petri pregétite astfel cum este descris
in paragraful 1.2.1 (B) a fost inoculatd cu patru pete (volum de 20 pl de inoculat) din suspensiile
de tulpini Candida preparate astfel cum este descris in paragrafull.l si incubate la 35°C timp de
48 ore.

1.3 Metoda de diluare a bulionului

Metodologia utilizatd pentru metoda de diluare a bulionului a fost similard celei descrise in
documentul ,,EUCAST Definitive Document EDef 7.1: method for the determination of broth
dilution MICs of antifungal agents for fermentative yeasts” (Clin Microbiol Infect 2008; 14: 398-
408).

1.3.1 Prepararea solutiilor de ingrediente active

(A) Solutiile utilizate pentru a calcula MIC-ul ingredientelor active au fost preparate
astfel cum este descris mai jos. Nitratul de econazol si nitratul de miconazol au fost dizolvati
fiecare in 100% dimetilsulfoxid (DMSO) pand la concentratii de 10,0 mg de medicament activ pe
ml. Apoi, s-au preparat dilutii seriale 1:2 in DMSO, pand la concentratii de la 10,0 mg/ml 1a 0,078
mg/ml. Aceste solutii au fost ulterior diluate 1:100 in RPMI-1640 (GiBCO® de Life
Technologies) continind 2% glucoz4, acid 3-(N-morfolin)propansulfonic (MOPS, de SIGMA) fara
NaHCO3, pana la concentratia finala de la 100 pg/ml pana la 0,78 pg/ml.
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Nitratul de clotrimazol a fost dizolvat in 100% dimetilsulfoxid (DMSO) la concentratii de
1,250 mg de medicament activ pe ml. Apoi, s-au preparat dilutii seriale 1:2 iIn DMSO, pana la
concentrafii de 1a 1.250 mg/ml la 0.0196 mg/ml. Aceste solutii au fost diluate in continuare 1:100
in RPMI-1640 (GiBCO® de Life Technologies) contindnd 2% glucozd, acid 3-(N-
morfolin)propansulfonic (MOPS, de SIGMA) fiard NaHCOs, pana la concentratia finald de la
12,50 pg/ml pani la 0,196 pg/ml.

Nitratul de fluconazol a fost dizolvat in 100% sulfat de dimetil (DMSO) la concentratii de
5,0 mg de medicament activ pe ml. Apoi, s-au preparat dilutii seriale 1:2 iIn DMSO, pana la
concentrafii de la 5,0 mg/ml la 0,3125 mg/ml. Aceste solutii au fost diluate in continuare 1:100 in
RPMI-1640 (GiBCO® de Life Technologies) contindnd 2% glucozd, acid 3-
(Nmorpholino)propansulfonic (MOPS, de SIGMA) fard NaHCOs3, panad la concentratia finala de la
50 pg/ml la 3,125 pg/ml.

Benzidamina a fost dizolvatd in apa la o concentratic de 25 mg/ml. Apoi, s-au preparat
dilutii seriale 1:2 in apd, pana la concentratii de la 25 mg/ml la 3,125 mg/ml. S-a adiugat 1 ml din
fiecare solufie 1a 24 ml (dilutie 1:25) de RPMI-1640 (GiBCO® de Life Technologies) continind
2% glucoza, acid 3-(N-morfolin)propansulfonic (MOPS, de SIGMA) fira NaHCOs, pani la
concentratia finald de la 1 mg/ml la 0,125 mg/ml.

In calitate de_control pozitiv Amfotericina B dintr-o solutie stoc de 1600 mg/ml a fost
diluatd in DMSO la solutii cu concentratii de la 200 pg/ml la 50 pg/ml. Aceste solutii au fost
diluate 1:100 in RPMI-1640 (GiBCO®, de Life Technology) continand 2% glucoza, acid 3-(N-
morfolin)propansulfonic (MOPS, de SIGMA) fard NaHCOs, pand la concentratii de la 2 pg/ml la

0,5 pg/ml.
Controale negative de apd, DMSO si apd + DMSO au fost incluse in experiment.
(B) Pentru studiile de sinergie, alte solutii de nitrat de econazol, miconazol,

clotrimazol si fluconazol cu concentratii de la 100 pg/ml la 0,049 pg/ml au fost preparate in
RPMI-1640, astfel cum este prezentat in paragraful 1.3.1(A).

De asemenea, alte solutii de benzidamina cu concentratii de 1a 1 mg/ml pand la 0,25 mg/ml
au fost preparate in RPMI-1640, astfel cum este descris in paragraful 1.3.1 (A). Mai mult decat
atat, solutia de benzidamind cu o concentrafic de 1 mg/ml a fost diluatd in continuare 1:1,43 cu
RPMI-1640 pana la o concentratie de 0,7 mg/ml.

S-au folosit plici de microdilutie care confin godeuri cu o capacitate nominald de
aproximativ 300 ml/godeu.

Suspensiile de tulpini Candida preparate astfel cum s-a descris in paragrafull.l au fost
cultivate pe mediu pe bazi de agar de dextrozd Sabouraud SDA (Oxoid). Coloniile au fost diluate
in solutie salini tamponati cu fosfat (PBS) si suspensiile au fost ajustate la aproximativ 1-5 x10°
UFC/ml utilizand standardul Mc Farland 0,5 si citind densitatea opticd la 550 nm.

Un inoculat standard a fost preparat prin suspendarea unei singure colonii dintr-o a doua
subculturd de tulpini Candida, pentru a obtine o densitate opticd similard cu standardul McFarland
0,5 (aproximativ 1-5 x10° UFC/ml).

(A) Pentru calculul MIC-ului, au fost pregitite plici de microdilutie care contin in
fiecare godeu 100 ml din fiecare solufie de ingrediente active obtinute astfel cum este descris in
paragrafull.3.1 (A). Godeurile au fost apoi inoculate cu 100 ml suspensii de tulpini Candida
obtinute astfel cum s-a dezviluit mai sus continnd 1-5 x10° UFC/ml.

In fiecare godeu, densitatea finali de inoculat si concentratia finali a ingredientelor active a
fost jumitate din cea utilizati (adica densitatea finald a inoculatului a fost de 0,5-2,5 x10° UFC/ml,
concentrafia de econazol si miconazol a fost de la 50 pg/ml la 0,39 pg/ml, concentratia de
clotrimazol a fost de la 6,25 pg/ml pand la 0,098 pg/ml, concentratia de fluconazol a fost de la 50
pg/ml pand la 3,125 pg/ml, iar concentratia de benzidamind a fost de la 0,5 mg/ml la 0,0625
mg/ml).

In calitate de control pozitiv s-au utilizat godeuri care contin 100 ul de amfotericind B
inoculati cu 100 ml din aceleasi suspensii de Candida.

In calitate de control negativ s-au utilizat godeuri care contin 100 pl de apd, DMSO si apa
+ DMSO si mediu steril fard medicamente inoculate cu 100 pl din aceleasi suspensii de Candida.

Plicile de microdilutie au fost incubate timp de 48 de ore la 35°C.

B) Pentru studiile de sinergie, au fost pregitite plici de microdilutie care contin in
fiecare godeu 50 ul din fiecare solufie de econazol si miconazol si 50 ul din fiecare solufie de
benzidamind, obfinute astfel cum este descris in paragrafull.3.1(B). Apoi, sondele au fost
inoculate cu 100 pl de suspensii de Candida 1-5 x10° UFC/ml. In fiecare godeu, densitatea finali a
inoculatului a fost jumétate din cea utilizatd (adica 0,5-2,5 x10° UFC/ml), iar concentratia finald a
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ingredientelor active a fost un sfert din cea utilizata (adic, concentratia de econazol si miconazol a
fost de 1a 25 pg/ml pand la 0,098 pg/ml, concentratia de clotrimazol a fost de 1a 0,78 pg/ml pana la
0,049 pg/ml, concentratia de fluconazol a fost de la 25 pg/ml pand la 3,125 pg/ml, iar concentratia
de benzidamind a fost de 1a 0,25 mg/ml pana la 0,0625 mg/ml si 0,175 mg/ml).

Plicile de microdilutie au fost incubate timp de 48 de ore la 35°C.

1.4 Calculul CIM-ului

Cea mai mica concentratie de medicament care a produs o inhibare completd a cresterii
pentru o anumitd tulpind de Candida a fost consideratd concentrafia inhibitorie minima (CIM)
pentru tulpina mentionata.

Valoarea CIM-ului pentru C. lusitaniae ATCC® 34449 a fost obtinuti cu metoda de diluare
a agarului descrisd in paragraful 1.2.

Valorile CIM-ului pentru C. albicans ATCC® MYA-427, C. tropicalis ATCC® 750, C.
albicans ATCC® 10231 si C. albicans ATCC® MY A-574 rezistente la fluconazol au fost ob{inute
cu metoda de diluare a bulionului prezentati in paragraful 1.3.

Valorile CIM ale nitratului de econazol, nitratului de miconazol, nitratului de clotrimazol,
nitratului de fluconazol si benzidaminei pentru tulpinile de Candida testate sunt prezentate in
Tabelul 1 care urmeaza mai jos.

Tabelul 1
Tulpini de Candida
C. lusitaniae | C. albicans | C. tropicalis | C. albicans | C. albicans ATCC®
Ingredient activ ATCC® 34449 ATCC® ATCC® 750 ATCC® 10231 MYAS574 rezistentd la
MYA427 fluconazol
Nitrat de econazol (pg/ml) | 1,56 25 12.5 25 25
Nitrat de miconazol | - 25 6,25 6,25 50
(png/ml)
Nitrat de  clotrimazol | - - 6,25 0,025 -
(png/ml)
Nitrat de fluconazol | - - 50 3,125 -
(png/ml)
Benzidamina (pg/ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Amfotericind B (pg/ml) - - - 0,5 -
Api n/a n/a n/a n/a n/a
DMSO n/a n/a n/a n/a n/a
Api+DMSO n/a n/a n/a n/a n/a
Api, DMSO si apd + DMSO utilizate in calitate de controale negative nu au aritat niciun efect inhibitor (n/a).
20 1.5 Efectul sinergic
Activitatea fungicidd a combinatiei de benzidamind si nitrat de econazol a fost evaluata fati
de C. lusitaniae ATCC® 34449 in agar Sabouraud, cu metoda de dilutic a agarului descrisd in
paragraful 1.2.
Efectul sinergic al combinatiilor care contin benzidamina si nitrat de econazol a fost evaluat
25  prin calcularea concentrafiei inhibitorii fractionale (CIF), in conformitate cu Meletiadis J. et al. in
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Feb. 2010, p. 602-609.
Valorile CIF au comparat activitatea antimicotici a combinatiei care contine benzidamin3 si
nitrat de econazol cu activitatea antimicoticd a fiecirui ingredient activ testat singur.
Valorile CIF pentru combinatiile care con{in benzidamind si nitrat de econazol (CIF jcombinatia
30 p+e]) au fost calculate pentru fiecare tulpind Candida utilizind urmdtoarea ecuatie:
CIF[combinalia b+e] = CIF[b] + CIF[E]
in care:
CIFy este concentratia inhibitorie fractionald a benzidaminei fata de o tulpind specifica de
Candida, calculatd ca raportul dintre CIM-ul benzidaminei in prezenta unei cantitdti sub-CIM de
35 econazol (CIMp+ey) 51 CIM-ul numai a benzidaminei (CIM,)), dupd cum urmeaza:
I 3
ClFy = CBECY
CIF; este concentratia inhibitorie fractionald a econazolului fatid de o tulpind specificd
Candida, calculatd ca raportul dintre CIM-ul econazolului in prezenta unei cantitdfi sub-CIM de
benzidamind (CIMep)) si CIM-ul econazolului singur (CIMg)), dupd cum urmeaza:
40 CIFj = St

D ey
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Sinergia a fost definitd ca CIF-ul mai mic de 0,5 conform Meletiadis J. et al., Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, Feb. 2010, p. 602-609.

Tabelul 2
concentratia benzidaminei (mg/ml )
0,25 0,175 0,125 0,0625
0.78 nicio crestere nicio crestere nicio crestere C
concentratia nitratului de econazol (pg/ml) 0.39 nicio crestere nicio crestere nicio crestere -
0,195 nicio crestere nicio crestere nicio crestere -
0,098 nicio crestere C C -
5 in tabelul de mai sus, litera ,C” indici faptul ca a fost observati cresterea C. lusitaniae
ATCC® 34449.
CIF-ul pentru combinatia de benzidamind si nitrat de econazol (CIFjcombinatia b+e)) @ fost
calculat cu ecuatia dezvaluitd mai sus:
CIFp = 0,125/0,5 = 0,25
10 CIF = 0,098/1,56 = 0, 0628
ClIF combinatiabe] = 0,0028 + 0,25 = 0, 3128
Rezultatele de mai sus au demonstrat ca atunci cind ingredientele active benzidamina si
nitratul de econazol au fost asociate la concentratii sub-CIM, a fost observatd o activitate sinergica
fungicida impotriva C. lusitaniae ATCC® 34449.
15 Urmadtoarele exemple 2 pind la 5 rezumd rezultatele obtinute pentru alte tulpini de
Candida.
Exemplul 2
Activitatea fungicidd a benzidaminei si a nitratului de econazol sau miconazol a fost
evaluatd fatd de C. albicans ATCC® MYA-427 in RPMI-1640 cu metoda de diluare a bulionului
20 descrisd in paragraful 1.3.
Rezultatele sunt rezumate in Tabelul 3.
Tabelul 3
concentrafia benzidaminei (mg/ml )
0,125
3,125 nicio crestere
concentratia nitratului de econazol (pg / ml) 1,56 nicio crestere
0,78 C
3,125 nicio crestere
concentrafia nitratului de miconazol (ng / ml) | 1,56 nicio crestere
0,78 nicio crestere
0,39 C
C = cresterea a fost observatd
Datele de mai sus demonstreazd clar cd combinatia cu benzidamind a permis reducerea
25 CIM-ului nitratului de econazol de la 25 pg/ml, astfel cum este prezentat in Tabelul 1, pand la 1,56
pg/ml si a CIM-ului nitratului de miconazol de la 25 pg/ml, astfel cum este prezentat in Tabelul 1,
pand la 0,78 pg/ml.
Exemplul 3
Activitatea fungicidd a benzidaminei si a nitratului de econacol sau miconazol a fost
30  evaluatd fatd de C. Tropicalis ATCC® 750 in RPMI-1640, cu metoda de diluare a bulionului

descrisa in paragraful 1.3.
Rezultatele sunt rezumate in Tabelul 4.

Tabelul 4
concentratia benzidaminei (mg/ml )
0,175
1,56 nicio crestere
concentratia nitratului de econazol (pg / ml) 0,78 C
0,39 C
0,78 nicio crestere
concentratia nitratului de miconazol (pg / ml) | 0,39 C
0,195 C

C = cresterea a fost observata




10

15

20

25

30

35

MD/EP 3244889 T2 2020.06.30
10

Datele de mai sus demonstreazd clar cd combinatia cu benzidamind a permis reducerea
CIM-ului nitratului de econazol de la 12,5 ng/ml, astfel cum este prezentat in Tabelul 1, pana la
1,56 pg/ml si a CIM-ului nitratului de miconazol de la 6,25 pg/ml, astfel cum este prezentat in
Tabelul 1, pind la 0,78 pg/ml.

Exemplul 3a

Activitatea fungicidd a benzidaminei si a nitratului de clotrimazol sau fluconazol a fost
evaluatd fatd de C. Tropicalis ATCC® 750 in RPMI-1640, cu metoda de diluare a bulionului
descrisa in paragraful 1.3.

Rezultatele sunt rezumate in Tabelul 4a.

Tabelul 4a
concentrafia benzidaminei (mg/ml )
0,125
0,390 nicio crestere
concentratia nitratului de clotrimazol (pg/ml) 0,195 nicio crestere
0,098 nicio crestere
0,049 C
25 nicio crestere
concentrafia nitratului de fluconazol (pg/ml) 12,5 nicio crestere
6,25 nicio crestere
3,13 C

C = cresterea a fost observata

Datele de mai sus demonstreazd clar cd combinafia cu benzidamind a permis reducerea
CIM-ului nitratului de clotrimazol de la 6,25 pg/ml, astfel cum este prezentat in Tabelul 1, pani la
0,098 pg/ml si a CIM-ului nitratului de fluconazol de la 50 pg/ml, astfel cum este prezentat in
Tabelul 1, pini la 6,25 pg/ml.

CIF-ul pentru combinatia de benzidamini si nitrat de clotrimazol (CIFcombinatia b+c]), calculat
cu ecuatia descrisd mai sus, a constituit 0,37.

CIF-ul pentru combinatia de benzidamind si nitrat de fluconazol (CIF jcombinatia b+1), calculat
cu ecuatia dezvaluitd mai sus, a constituit 0,48.

Exemplul 4

Activitatea fungicidd a benzidaminei si a nitratului de econazol sau miconazol a fost
evaluatd fatd de C. Albicans ATCC® 10231 in RPMI-1640, cu metoda de diluare a bulionului
descrisa in paragraful 1.3.

Rezultatele sunt rezumate in Tabelul 5.

Tabelul §
concentratia benzidaminei (mg/ml )
0,125
6,25 nicio crestere
concentratia nitratului de econazol (pg / ml) 3,125 nicio crestere
1,56 C
3,125 nicio crestere
concentrafia nitratului de miconazol (ng / ml) | 1,56 nicio crestere
0,78 C

C = cresterea a fost observata

Datele de mai sus demonstreazd clar cd combinatia cu benzidamind a permis reducerea
CIM-ului nitratului de econazol de la 25 pg/ml, astfel cum este prezentat in Tabelul 1, pani la
3,125 ng/ml si a CIM-ului nitratului de miconazol de la 6,25 pg/ml, astfel cum este prezentat in
Tabelul 1, pind la 1,56 pg/ml.

Exemplul 5

Activitatea fungicidd a benzidaminei si a nitratului de econazolsau miconazol a fost
evaluata fati de C. Albicans ATCC® MY A-574 rezistentd la fluconazol in RPMI-1640, cu metoda
de diluare a bulionului descrisa in paragraful 1.3.

Rezultatele sunt rezumate in Tabelul 6.
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Tabelul 6
concentratiile benzidaminei (mg/ml )
0,25 0,125 0,625
concentrafia nitratului de econazol | 12,5 nicio crestere nicio crestere | -
(pg/ml)
concentrafia nitratului de miconazol | 25 nicio crestere nicio crestere | nicio crestere
(pg/ml) 12,5 nicio crestere nicio crestere | -

C = cresterea a fost observata

Datele de mai sus aratd demonstreazi cd combinatia cu benzidamini a permis reducerea
CIM-ului nitratului de econazol de la 25 pg/ml, astfel cum este prezentat in Tabelul 1, pind la 12,5
pg/ml si a CIM-ului nitratului de miconazol de la 50 pg/ml, astfel cum este prezentat in Tabelul 1,
pand la 12,5 pg/ml.

De asemenea, CIM-ul benzidaminei a fost redus de la 0,5 mg/ml, astfel cum este prezentat
in Tabelul 1, pana la 0,125 mg/ml atunci cind este In combinatie cu econazol si pand la 0,0625
mg/ml atunci cand este in combinatie cu miconazol.

Exemplul 6

Urmatorul Tabel 7 prezintd formularea a trei compozitii farmaceutice pentru utilizare
conform prezentei invenfii sub formd de cremd pentru aplicare topicd. Toate valorile sunt
exprimate in procente de masa in raport cu continutul total al formuldrii.

Tabelul 7
Cantitate (% m/m)

Ingrediente F1 2 I3
Galat de propil 0,1 - 0,1
EDTA 0,1 - 0,1
Migliol 812 3 3 -
Ulei de parafini - - 3
Compritol 888 ATO - 2 -
Gelot 64 - 12 -
Tefose 63 18 - 18
Labrafil M1944CS - - 3
Labrafil M2130CS 3 3 -
Clorhidrat de | 0,12 0,12 0,11
benzidamind
Nitrat de econazol 1 1 1
Apa g.s. 100 100 100
Migliol 812: Triglicerida caprilicd/caprica (Sasol Olefin & Surfactants GmbH, Germania
Compritol 888ATO: Behenat de gliceril (Gattefosse SAS, Franta)
Gelot 64: Amestec de monostearat de glicerol si stearat PEG-75 - BHL 10 (Gattefosse SAS,
Franta)
Tefose 63: Stearat de glicol/palmitostearat PEG-6 si PEG-32 - BHL 10 (Gattefosse SAS, Franta)
Labrafil M1944CS: Oleoil polioxil-6 gliceride - BHL 9 (Gattefosse SAS, Franta)
Labrafil M2130CS: Lauroil macrogol-6 gliceride - BHL 9 (Gattefosse SAS, Franta)

Formularea de cremi F1 a fost testatd pentru evaluarea eliberdrii ingredientelor active dupa
opt ore de la aplicare.

Experimentele cu celule de difuzie Franz au fost utilizate pentru a analiza ratele de flux
transdermic in vitro ale clorhidratului de benzidamind pe o0 membrand a substratului. Celulele de
difuzie Franz sunt o metodd comund si bine cunoscutd pentru mdsurarea ratelor de flux
transdermic. Procedura generald a celulelor Franz este descrisd in Franz, T. J., Percutaneous
absorption: on the relevance of in vitro data. J Invest Derm, 64:190-195 (1975). Urmétoarea a fost
metodologia utilizata in prezentul exemplu.

S-a utilizat o membrand de celulozi regeneratd cu o porozitate de 0,45 pm. Membrana a
fost condifionatd cu o solutie de NaCl 0,9% m/v inainte de utilizare, cu scopul de a elimina aerul
din pori.

Zona de contact a membranei cu produsul a fost de 0,6 cm?. Compartimentul receptor a fost
termostatat la 37°C. Un singur gram de formulare de cremd 1 a fost aplicat pe¢ membrana din
compartimentul donator. La fiecare ord pe o perioadd de opt ore, 0,3 ml dintr-o solutie de NaCl
0,9% m/v au fost prelevate si inlocuite cu solutie proaspata.




10

15

20

MD/EP 3244889 T2 2020.06.30
12
Probele colectate au fost analizate cu utilizarea metodei HPLC.

Rezultatele au fost raportate ca o cantitate cumulativd de ingredient activ eliberat pe unitate
de suprafatd in functie de timp. Rezultatele testului sunt rezumate in urmétorul Tabel 8.

Tabelul 8
Tempoul (h) Eliberarea ingredientului activ (ug/cm?)
0 0
1 5,40
2 8,00
3 10,13
4 12,04
5 13,41
6 14,90
7 16,50
8 17,40
Exemplul 7

Activitatea anti-Candida a unei formuldri de cremd pentru utilizare conform prezentei
inventii care confine aceleasi ingrediente ale cremei F1 din Tabelul 7 (cremd A) a fost testatd in
comparatie cu activitatea cremei Pevaryl®, o cremd comercializati care contine 1 % de nitrat de
econazol (cremi B) si placebo (cremd C).

Tulpina de Candida albicans ATCC 10231 a fost utilizatd pentru a investiga proprietitile
antifungice ale cremelor A pand la C si, in special, pentru a confirma in continuare cd prezenta
benzidaminei a avut efecte asupra activitatii fungicide a econazolului.

In acest scop, a fost stabilitd o analizi de diluare a agarului conform Asterholm et al. (Acta
Derm Venereol 2010; 90: 239-245), astfel incat formularea de cremi si poatd fi testati. Din cauza
necesitatilor tehnice, cremele au trebuit si fie diluate in agar, astfel incat concentratiile finale ale
cremei si se situeze in intervalul de 1a 0,03% pand la 1% (m/v).

Astfel cum s-a raportat in Figurile 1 si 2, inspectia vizualad si analiza densitometricd a
plansetelor au confirmat cd prezenta benzidaminei a crescut activitatea fungicidd a econazolului.
De fapt, datele analizei densitometrice au demonstrat cd o concentrafie mai mica de 4 ori a cremei
A afost suficientd pentru a obtine o reducere de crestere similard cu cea observatd cu crema B.
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(57) Revendicari;

1. Compozitie farmaceuticd care contine o combinatie sinergicd de benzidamind si un
imidazol-antimicotic sau o sare a acestuia si cel pufin un excipient acceptabil farmaceutic pentru
utilizare in tratamentul micozei Candida.

2. Compozitie farmaceutici, conform revendicirii 1, in care imidazolul-antimicotic
mentionat este selectat din grupul care contine bifonazol, butoconazol, clormidazol, clotrimazol,
croconazol, econazol, fenticonazol, ketoconazol, izoconazol, miconazol, neticonazol, omoconazol,
oxiconazol, sertaconazol, sulconazol, tioconazol sau siruri ale acestora.

3. Compozitie farmaceutici, conform revendicdrii 2, in care imidazolul-antimicotic
mentionat este selectat din grupul care contine bifonazol, butoconazol, clotrimazol, econazol,
fenticonazol, ketoconazol, izoconazol, miconazol, omoconazol, sertaconazol, sulconazol,
tioconazol sau saruri ale acestora.

4. Compozitie farmaceuticd, conform revendicirii 3, in care imidazolul-antimicotic
mentionat este selectat din grupul care contine butoconazol, econazol, fenticonazol, izoconazol,
miconazol, sulconazol sau sdruri ale acestora.

5. Compozitie farmaceutici, conform revendicirii 4, in care imidazolul-antimicotic
mentionat este econazol, miconazol sau o sare a acestuia.

6. Compozitie farmaceuticd, conform revendicdrii 1, in care micoza Candida mentionati
este cauzatd de o specie Candida selectati din grupul care constd din Candida Albicans, Candida
lusitaniae, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida rugosa, Candida parapsilosis si
Candida dubliniensis.

7. Compozitie farmaceuticd, conform revendicdrii 6, in care micoza Candida mentionati
este candidozd mucoasd, candidozd cutanatd, onicomicozd, candidozd sistemicd, candidozi
iatrogenica, candidoza de scutec, candidozd intestinald sau candida balanitis.

8. Compozitie farmaceuticd, conform revendicdrii 7, in care candidoza mucoasi mentionata
este orala sau vulvovaginald.

9. Comporzitie farmaceutica, conform oricirei din revendicdrile 1-8, in care compozitia
mentionatd este pentru utilizare topica.

10. Compozitie farmaceuticd, conform oricirei din revendicdrile 1-9, in care compozitia
mentionatd este sub formd de cremd, unguent, lotiune, gel, spumd, ovule, ovule cu eliberare
prelungita, dus vaginal sau solutie pentru uz extern.

11. Compozitie farmaceuticd, conform revendicdrii 10, in care compozitia mentionat este
sub formd de cremd, unguent, lotiune, dus vaginal sau solutie pentru uz extern.

12. Compozitie farmaceuticd, conform revendicdrii 11, in care compozitia mentionat este
cremi sau dus vaginal.

13. Compozitie farmaceuticd, conform oricirei din revendicdrile 1-12, in care benzidamina
este prezentd intr-o cantitate de 1a 0,001% de masa pani la 1% de masa, mai preferabil de 1a 0,05%
de masa pana la 0,5% de masa si chiar mai preferabil de la 0,08% de masa pani la 0,2% de masa.

14. Compozitie farmaceuticd, conform oricarei din revendicarile 1-12, in care imidazolul-
antimicotic, sau o sare a acestuia, este prezent intr-o cantitate de la 0,01% de masad pand la 4% de
masd, mai preferabil de 1a 0,1 de masa pand la 2% de masa si chiar mai preferabil de 1a 0,5% de
masa pand la 1,5% de masa.

15. Compozitie farmaceutici, conform oricirei din revendicirile precedente, in care
compozitia farmaceuticd mentionatd este sub formd de cremd care contine unul sau mai multi
emulsifianti cu un BHL cuprins intre 6 si 9 si unul sau mai multi emulsifianti cu un BHL care
variaz de 1a 9 pani la 12.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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