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INTRODUCAO



Hipertensao arterial

Responsavel por crise global de saude publica OMS (2013)
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Furosemida: acao diurética
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Lista de medicamentos essenciais para criangas (OMS, 2013)
Sol. Oral 20mg/5mL

Sol. Injetavel 10mg/mL (pH=9,5)

Comprimidos 10, 20 e 40 mg



Furosemida: acao pulmonar

fluxo de fluidos

Espaco alveolar

Tratamento Via de Administracao

v Edema pulmonar cardiogénico ]_ Oral / injetavel
v Bronconstricdo -
v' Dispineia
v Esporte
v’ Paciente terminais
v’ Paciente prematuros

- Pulmonar




Furosemida: limitacoes

Classe IV
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Eficacia e seguranca terapéutica
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Estratégias nanotecnologicas

Nanoparticulas poliméricas
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Nanocristal: definicao

Nanoparticulas compostas somente pelo farmaco,
estabilizados por agentes tensoativos e poliméricos, isentas
de outros componentes que formem matrizes e que
apresentem tamanho menor que 1 um.

(FU et al., 2013; JACOBS; KAYSER; MULLER, 2000; JUNGHANS; MULLER, 2008,
KECK; MULLER, 2006; MULLER; GOHLA; KECK, 2011; RABINOW, 2004).
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1 macroparticula 1000 microparticulas v 125.000.000 nanoparticulas
d=100um d=10um d=200 m
A= 60.000 um? Diminuicdo em d = /10 Diminuicdo em d = /500
Aumentoem A= X 10 Aumento em A = X 5000

Reducdo no tamanho das particulas ==2 Aumento area superficial == AlteragGes fisico-quimicas =2 Melhor desempenho



Nanocristal: vantagens
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(MULLER, 2010)



Equacao de Prandtl

h, = k@V’/Z) (a2

Onde:

- h, camada hidrodinamica;

- k constante

- L é comprimento da superficie

-V velocidade do meio de dissolucgao.




Equacao de Noyes-Whitney-Nerst-Brunner

dx (D (A)Y & C,¢

E'W” iz

Particula

Camada de difusdo

Onde:

- dx/dt é a velocidade de dissolucdo;

- D coeficiente de dissolucao;

- A area superficial da particula,

- h é distancia de difusao,

- C, é solubilidade de saturagao,

- C, é a concentragdo do farmaco no liquido intersticial
-V o volume do meio de dissolucao.



Equacao de Kelvin e Freundlich—Ostwald

hmfl:_zg%n S=

- =S¥ ex = Eq.5
Py @T P RT g

p, € a pressao de vapor saturada, -
Y € a tensdo superficial,

p
-
7N\
V., é o volume molar, u
R é a constante universal dos gases,

r o raio das goticulas,
M peso molecular

p densidade

T a temperatura.

Onde:
p é a pressao de vapor atual, P
-

v Devido ao aumento da solubilidade de saturac3o, o gradiente de concentracdo
entre o lumen do intestino e o sangue aumenta, consequentemente melhorando a
absorcdo por difusdo passiva (JUNGHANNS & MULLER, 2008)



Nanocristal: tecnologia de obtencao

Top-down - moagem a alta energia

Rotation Revolution

* Movimentos simultaneos de rotacao e revolugao.
* Poderosa forca centrifuga de 400 G
e Alta energia de colisao

* Thinky Nanopulverizer NP -100®




Nanocristal: aprovado pela FDA
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Nanocristal: Administracao Pulmonar

Abordagem tecnolégica Vantagens via de administragao
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Nanocristal Pulmonar X Convencional

Farmaco Tecnologia T?:;Z?:o Comparacao Farmacocinética Avaliacao
Budesonida NR 75 a 300 nm Aumepto de 1.8 vezes 0 Cax Humanos
reducao de 1.7 vezes NO Tay.
Budesonida NR Menor que 1 um Aumepto de 1,0 vezes 0 Cma, Humanos
reducao de 3,0 vezes NO Tax.
Cmax das nanoparticulas amorfas
Itraconazol ME 190 a 150 nm  foram 3,0 vezes maiores do que Ratos
as nanoparticulas cristalinas.
Significativo aumento na
Itraconazol PRE Menor que 1 ym concentragao  pulmonar  do Ratos
farmaco.
Sulfato de Tmax atingido com 15 minutos,
Atropina PRE 300 nm sem comparacgao de dados. Humanos

NR: nado relatado, ME: moagem a alta energia;, PRE: precipitacao; Cmax
concentragao maxima plasmatica; Tyax: tempo onde C,ax foi atingida.
Fonte: Adaptado de Gao et al., 2012.



Furosemida: artigos 2012-2014

European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 80 (2012) 621-629
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Applications of supercritical fluids to enhance the dissolution behaviors
of Furosemide by generation of microparticles and solid dispersions

se of SBA-15 for furosemide oral delivery enhancement
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*Dept. Chemical and Pharmaceutical Sciences, UniveTsny
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® Dept. Industrial Engineering and Information Technology, University of Trieste, Trieste, Italy
" Diparl i Ingegneria Civile ed Ambientale, Universita di Perugia, Via G. Duranti 93, 06121 Perugia, Italy

Simulations Plus, Inc, Lancaster, CA, USA




Ensaios in silico
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Modelo ACAT
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Modelo ICRP 66
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OBIJETIVOS



Geral

v'O presente trabalho teve, como obijetivos
gerais, a obtencdao, a caracterizacao fisico-
guimica e a avaliacao in silico da absorcao oral
e pulmonar dos nanocristais de furosemida.



<

Especifico

Obten¢ao dos nanocristais de furosemida utilizando o método de moagem a alta energia por
revolucdo/rotacao.

Caracterizagao da distribuicdao de tamanho, superficie e forma das particulas dos nanocristais
empregando técnicas de: difracao de raio laser e microscopia eletronica de varredura.

Caracterizagao de possiveis interagoes e alteragdes no estado cristalino dos nanocristais
empregando técnicas de: calorimetria exploratéria diferencial, termogravimetria/termogravimetria
diferencial, difracdo de raio X e espectroscopia Raman de baixo deslocamento.

Determinacao da solubilidade de saturagao dos nanocristais empregando técnica Shake Flask.
Determinacao da dissolugao intrinseca dos nanocristais utilizando instrumento Woods modificado.

Avaliagao estatistica dos resultados da dissolugao intrinseca empregando software Minitab® versao
16.

Avaliagao in silico das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco furosemida empregando a
plataformas de quimioinformatica ChemAxon’s® Marvin e JChem®.

Avaliacgao in silico da absorg¢ao oral dos nanocristais empregando software SimulationPlus oral
model®.

Avaliacgao in silico da deposi¢ao dos nanocristais nos diferentes compartimentos do sistema
respiratério, assim como sua absor¢ao pulmonar empregando software SimulationPlus pulmonar
model®.



MATERIAL E METODO



Material e Método

Obtencao

Nanocristais
Revolucao/Rotaca
Q

Solidificacao

Liofilizacao

Quantificacao

Distribuicdo e
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DSC/DT — DRX - Raman

Superficie e
Forma
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Analise
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Constantes
FQ

Marvin Calc.®
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Preparacao nanocristais

v’ Takatsuka e colaboradores (2009)
v" Nano Pulverizer NP-100
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Liofilizacao

v"Nanossuspensdes (10 g) e glicose (1 g)
v'Congeladas com o auxilio de acetona e
nitrogénio liquido a -70 °C
v’ Liofilizadas (Christ Alpha 1-5®)
v'48 horas
v'0,120 mbar



Quantificacao Furosemida

v'Nielsen e colaboradores (2013).
— CLAE/detector UV/VIS - 274 nm (Shimadzu Co.)
— A coluna cromatografica C18 (5 um, 200 mm x 4.6 mm)

— Fase movel
* agua, tetraidrofurano e acido acético (70:30:1, v/v/v)

* Fluxo 1,5 mL min-1



Difracao de raio laser

v' Mastersizer 2000® Malvern Instruments
— Diluicao 20 vezes em agua purificada
— Sonicadas 10 min

— O tensoativo polisorbato 80 (0,01% p/v)
* Diametro médio ponderado pelo volume (D[4,3])
* Diametro médio ponderado pela superficie (D[3,2])
- dO,1, dO,5, d0,9
* indice de polidispersividade



Microscopia eletronica de varredura

v SU-3400°® Hitachi High Technologies
— Tensao de aceleracao de 15,0 kV
— Aumento de 5.000 a 50.000 vezes



Calorimetria exploratoria diferencial

v’ Exstar DSC 7020°®
— Recipientes de aluminio
— Sob atmosfera dindmica de N:(50 mL min)

— 2mg das amostras
e furosemida po
e mistura fisica (farmaco + excipientes, 1:1)
* nanocristais
— Aguecimento
* razao de 5 °C min!
e 2523400 °C.



Termogravimetria

v" Termobalanca STA-409 PC Luxx®
— Em recipientes de platina
— Sob atmosfera dindmica de N.(50 mL min1)
— 5 mg de amostras
— Aquecimento

* razaode 5 °C min!
e 252600 °C



Difracao de raio X

v’ Difracdo de raio X (Rigaku Miniflex 11®)
— radiacao Cu Ka (40 kV, 25 mA)
— analisadas a 26 de tamanho de passo
— entre 0,06 e 40°
— tempo de passo de 0,5° min



Espectroscopia Raman de baixo
deslocamento

v Vehring e colaboradores (2012)
— Laser idnico de argbnio
— A=514,5 nm (100 e 500 mW).

— espectrofotdmetro de Unico estagio acoplado a
filtros adicionais e sensor fotoelétrico (CCD)
resfriado com nitrogénio liquido a -65 °C.



Solubilidade de saturacao

v’ Léebenberg e Amidon (2000)
— Shake Flask
— agua e solucoes valores de pH 1,2, 2,0, 6,0, 6,8 e 7,2
— Furosemida, nanocristais e mistura fisica

* furosemida, glicose, metilcelulose, polissorbato e
metilparabeno (49:49:1,5:0,5 partes)

— Sonicados por 2 min

— Shaker
 agitacao de 150 rpm, a 37 °C por 48 horas.

— Amostras filtradas - filtro PVDF 0,45 um
— CLAE



Dissolucao intrinseca

v" Yu e colaboradores (2004)
v' Dissolutor e instrumento Woods
v" Superficie de 0,5 cm?
v' Furosemida e seus nanocristais
v' Compactados em discos
v' Forca de compressdo de 1 tonelada por 30 segundos
v' 200 mL de diferentes meios de dissolucdo a 37 °C
— pH 1,2 (SGF)
— tampao acetato pH 4,5
— pH 6,8 (SIF)
— 274 nm (em meios pH 4,5 e 6,8)
— 278 nm (no meio de pH 1,2)

v’ Avaliacéo estatistica Minitab®



Avaliacao da absorcao in silico

v" Avaliacdo da absorcado in silico oral (GastroPlus®)
— voluntarios sadios
— sexo masculino
— 18 anos de idade
— 82Kg

— Modelo de absor¢ao de primeira ordem de trés
compartimentos

— Peff da furosemida de 0,3 x 10*cm/s
— Fisiologia estomacal no estado alimentado e jejum
— Biodisponibilidade absoluta de 60%
— Volume de distribuicaode 2,7 L
— 99% da furosemida ligada a albumina plasmatica
— tempo de meia vida de 2 horas
— depuragdo renal de 7 L/hora
— 24h para simulagao oral
v" Avaliacdo da absorc¢do in silico pulmonar

[— I C R P 6 6 Fonte: http://www.femipa.org.br/blog/wp-content/uploads/estudohuano.jpg

— 18 horas de avaliacao




RESULTADO E DISCUSSAO



Distribuicao e tamanho médio de
particula
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Figura 1 - Distribuicdo de tamanho de particula, por DL, antes e apds nanopulverizagao.

Tabela 1 - Caracteriza¢cdo do tamanho de particula antes e depois da nanopulverizacdo por DL

Parametros de caracterizagao Antes Depois
Método DL (um) DL (um)
Didmetro Médio-D[4,3] 7,100 0,231
Digmetro Médio-D[3,2] 3,232 0,111\ 30 X
d0,1 1,896 0,069 o
do,5 3,643 0,122
do,9 7,095 0,222
Polidispersividade 0,427 0,232




Microscopia eletronica de varredura

Reticulo cristalino
*% _ ndo definido

Possivel reVestimento

' ! 1 1 './‘” 1 ! ) ] I
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Figura 2 - (a) Furosemida antes da nanopulverizagao e (b) nanocristais de Furosemida, por MEV.



Calorimetria exploratéria diferencial
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Calorimetria exploratoria diferencial
derivada
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Figura 4 - b) curvas DSC/ e curva da primeira derivada (DDSC)dos nanocristais de furosemida
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Figura 5 - Difratograma da Furosemida matéria-prima, mistura fisica (Furosemida e Metilcelulose) e Furosemida nanocristal



Espectroscopia Raman de baixo
deslocamento
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Figura 6 - Espectro de deslocamento Raman da furosemida e seus nanocristais.
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Figura 7 - Solubilidade de equilibrio da furosemida matéria-prima e dos nanocristais e mistura fisica em agua e
solucdes tampodes de valores de pH 1,2; 2,0; e 4,5.
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Figura 9 - Fragdo absorvida (%) de furosemida nos diferentes compartimentos com relagao as diferentes formas
farmacéuticas e vias de administracao.



CONCLUSAO



Os nanocristais de furosemida apresentam
potencial aplicacdo no aprimoramento das
formas farmacéuticas existentes e no
desenvolvimento de formas farmacéuticas
inovadoras, para administracao pulmonar.
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