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RESUMO

Jesus, J.I.S.S. Nanocristais de besifloxacino para o tratamento de conjuntivite bacteriana:
preparagao, caracterizagao fisico-quimica e toxicidade. 2022. Dissertagao (Mestrado) —

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2022.

A conjuntivite bacteriana tem significante impacto na Saude Publica. Essa infecgéo
representa mais de um terco das doencas oculares relatadas em ambito global. E uma
doenca altamente contagiosa causada por variedade de bactérias aerobias e anaerdbias.
Diferentes antibidticos empregados no tratamento dessa doenga tém apresentado
elevada incidéncia de resisténcia bacteriana. Dentre os antibioticos de ultima geragéo,
destaca-se o besifloxacino, antibiotico de quarta geragao da classe das fluoroquinolonas,
indicado exclusivamente para uso oftalmico tépico. Entretanto, esse farmaco possui baixa
solubilidade em agua, diminuindo sua biodisponibilidade. Tendo em vista superar esse
desafio, foi proposta abordagem nanotecnoldgica para o desenvolvimento de nanocristais
desse farmaco. A preparacao de nanocristais de besifloxacino empregando moagem via
Umida em escala reduzida foi promissora empregando tensoativo Povacoat®. O Diametro
hidrodindmico médio (DHM) da particula foi de aproximadamente 550 nm, com indice de
polidispersédo (IP) menor que 0,2. Esse resultado permitiu aumentar a solubilidade de
saturacdo em aproximadamente duas vezes em relacdo a matéria-prima, possibilitando
aumentar a velocidade de dissolugédo desse farmaco e melhorar sua biodisponibilidade e
seguranga. Além disso, foi validado o método para quantificagdo do besifloxacino por
CLAE, apresentando especificidade, linearidade no intervalo de 20 a 80ug/mL (r=
0,9996), precisao por repetibilidade (DPR= 1,20%, 0,84% e 0,39%), precisao
intermediaria (DPR= 0,94%) e exatiddo 99,03%. Estudo de estabilidade acelerado (90
dias) na condicdo 40°C+2°C/75%UR+5%UR e estudo de estabilidade de
acompanhamento (150 dias) na condi¢ao: 25°C £ 2°C / 60% UR + 5% UR evidenciaram
a estabilidade do teor no periodo avaliado. Ainda, a nanossuspensao de besifloxacino
0,6% m/m (nanocristais) na dose maxima (500 mg/kg) e o estabilizante Povacoat® (750
mg/kg) ndo apresentaram toxicidade em larvas de G. mellonella. A concentragao inibitoria
minima (CIM) para a formulagao inovadora foi de 0,0960 pg/mL e 1,60 ug/mL frente a
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente, confirmando

eficacia in vitro.

Palavras-Chave: nanocristais; conjuntivite; besifloxacino; Povacoat®; fluoroquinolonas.



ABSTRACT

Jesus, J.I.S.S. Besifloxacin nanocrystals for treating bacterial conjunctivitis:
preparation, physicochemical characterization, and toxicity. 2022. MS. Thesis —

School of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Bacterial conjunctivitis greatly impacts the population's health, presenting more than
a third of eye diseases reported worldwide. It is an infection caused by various aerobic
and anaerobic bacteria and is highly contagious. Therefore, it presents a high
incidence of bacterial resistance to the antibiotics commonly used for treatment.
Among the most recent antibiotics, besifloxacin is a fourth-generation fluoroquinolone
antibiotic indicated exclusively for topical ophthalmic use. Due to its importance in
treating bacterial conjunctivitis and its low solubility in the water, a nanotechnological
approach was proposed to develop besifloxacin nanocrystals. The preparation of
besifloxacin nanocrystals using small-scale wet milling was promising using
Povacoat® surfactant. The particle's average hydrodynamic diameter (DHM) was
approximately 550 nm, with a polydispersity index (IP) of less than 0.2. This result
increased the saturation solubility approximately two times concerning the raw
material, making it possible to increase the dissolution rate of this drug and improve
its bioavailability and safety. In addition, the method for quantification of besifloxacin
by HPLC was validated, presenting specificity, linearity in the range of 20 to 80pg/mL
(r=0.9996), precision by repeatability (DPR= 1.20%, 0.84% and 0.39%), intermediate
precision (DPR= 0.94%) and accuracy 99.03%. Accelerated stability study (90 days)
at40°C+2°C/75%RH15%RH condition and follow-up stability study (150 days) at 25°C
+ 2°C / 60% RH % condition 5% RH showed the stability of content in the evaluated
period. Furthermore, the 0.6% besifloxacin nanosuspension (nanocrystals) at the
maximum dose (500 mg/kg) and the Povacoat® stabilizer (750 mg/kg) did not show
toxicity in G. mellonella larvae. The minimum inhibitory concentration (MIC) to
innovative formulation was 0.0960 pug/mL and e 1.60 ug/mL against Staphylococcus

aureus and Pseudomonas aeruginosa, respectively, confirming in vitro efficacy.

Keywords: nanocrystals; conjunctivitis; besifloxacin; Povacoat®; fluoroquinolones.
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1.  INTRODUGAO

1.1. Conjuntivite

Conjuntivite refere-se a processo inflamat6rio da conjuntiva. A conjuntiva € uma
camada fina e transparente de tecido que reveste a superficie interna da palpebra e
a parte branca do olho (AOA, 2022). Os pacientes acometidos por conjuntivite podem
apresentar os seguintes sintomas: olhos vermelhos e lacrimejantes, palpebras
inchadas, sensagao de areia ou de ciscos nos olhos, secre¢ao purulenta no caso da
conjuntivite bacteriana ou secregcdo esbranquicada no caso de conjuntivite viral,
coceira, dor ao olhar para a luz (fotofobia), visdo borrada e palpebras grudadas ao
acordar (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

A conjuntivite acomete todas as faixas etarias e pode ser infeciosa e néao
infecciosa. A conjuntivite ndo infeciosa esta relacionada a reagbes alérgicas na
superficie ocular e sado provocadas por poluicdo do ar proveniente de agentes
quimicos, pdlen, poeira, pelos de animal, produtos cosméticos ou que entram em
contato com os olhos, como lentes de contato, entre outros (AOA, 2022; HONG et al.,
2016; PATELLA et al., 2018). No caso da conjuntivite infeciosa, essa é causada por

virus, fungos, parasitas e, principalmente, por bactérias.

Os virus representam 20% dos casos de conjuntivite em ambito global, enquanto
os fungos e os parasitas representam indice significativamente menor nas infec¢des
oculares. As conjuntivites causadas por bactérias sdo diagnosticadas em 60% dos
casos relatados. A conjuntivite bacteriana é responsavel por mais de um tergo das
complicagbes oculares, causando prejuizos sociais aos pacientes e aumento nos
custos dos servicos de saude (KARPECKI et al., 2010; KHIMDAS et al., 2011; MEJIA-
LOPEZ et al., 2011; SAHER et al., 2016; TOTOLI et al., 2018).

Alfonso e colaboradores (2015), em revisdo bibliografica, exemplificaram o
impacto financeiro nos servicos de saude dos Estados Unidos. Os custos com o
tratamento da conjuntivite variaram de 377 a 875 milhdes de ddlares anualmente
(ALFONSO et al., 2015). No Brasil, segundo publicacdo da Sociedade Brasileira de
Oftalmologia (SOB, 2020), o Centro Nacional de Epidemiologia (Cenepi) da Fundacéo
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Nacional de Saude, notificou de fevereiro a abril de 2018, numero maior que 184 mil
casos de conjuntivite, somente nos estados Santa Catarina, Rio Grande do Sul,
Parana, Sao Paulo e Mato Grosso do Sul (SOB, 2020).

Em geral, a conjuntivite € uma doencga autolimitada que provoca acentuado
desconforto e prejuizos aos pacientes, como tempo de auséncia no trabalho ou na
escola e recorréncia da infecgdo, com complicagbes (KHIMDAS et al., 2011; SAHER
et al., 2016). A conjuntivite bacteriana & causada por diferentes bactérias aerdbias e
anaerdbicas como: Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Moraxella species. Ainda,
inclui outras espécies comuns como a Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitides,
Pseudomonas species, Proteus species e Corynebacterium species (AZARI;
BARNEY, 2013).

A Staphylococcus aureus € a bactéria com maior predominancia em adultos e a
Haemophilus influenzae, em criangas. Nesse caso, as complicacbes podem ocorrer
devido a baixa imunidade, especialmente em bebés. No caso de conjuntivite neonatal
causada principalmente por infeccdo durante o parto normal, por Neisseria
gonorrhoeae, pode ocorrer a perda permanente da acuidade visual (KHIMDAS et al.,
2011; SAHER et al., 2016).

A conjuntivite bacteriana é altamente contagiosa e pode progredir rapidamente.
Essas infecgdes bacterianas se nao forem tratadas adequadamente podem resultar
em consequéncias potencialmente graves, incluindo complicagbes irreversiveis na

visdo, como perda permanente (ASBELL et al., 2018).

Ainda, Comstock e colaboradores (2013) revelaram que em alguns casos, como
apos cirurgia de glaucoma, o contagio de conjuntivite bacteriana, aumenta o risco do
paciente em desenvolver endoftalmite (COMSTOCK et al., 2013). Essa doenca
consiste de inflamacgéo intraocular aguda que se desenvolve em resposta a infecgéao
geralmente por bactérias ou fungos, principalmente apés cirurgias oculares. E uma
complicacdo devastadora, podendo causar perda permanente da visao,
(KIRSTAHLER et al., 2018; LIPSKY; BARRETT, 2018).
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1.2. Terapias convencionais para tratamento de conjuntivites bacteriana

Em geral, os pacientes n&o recorrem aos cuidados médicos no inicio dos sintomas
e esses podem desaparecer espontaneamente logo nos primeiros dias (MAH;
SANFILIPPO, 2016). No entanto, quando o quadro clinico ndo apresenta melhora, é
indicada a terapia medicamentosa. No caso de complicagcbes mais acentuadas, como
o desenvolvimento de mucopuruléncia, o tratamento com antibidticos deve ser
imediato (KHIMDAS; VISSCHER; HUTNIK, 2011).

Quando a indicag&o clinica é o tratamento com antibidticos para a conjuntivite
bacteriana, é padronizado a utilizacédo de colirio oftalmico tépico de amplo espectro,
incluindo varias classes de antibiéticos, como aminoglicosideos, combinagbes de
polimixina B, macrolideos, sulfonamidas e as fluoroquinolonas (KHIMDAS;
VISSCHER; HUTNIK, 2011; SAHER; GHORAB; MURSI, 2016).

A indicacdo da classe das fluoroquinolonas como oftalmico tépico foi somente a
partir de 1990 e trouxe grandes vantagens terapéuticas, por apresentar amplo
espectro e baixa toxicidade. Nessa classe esta inclusa a ciprofloxacina, ofloxacina e
norfloxacina como segunda geragdo, a levofloxacina de terceira geracdo, a
gatifloxacina, moxifloxacina e mais recente o besifloxacino, ambas de quarta geracéo
(KHIMDAS; VISSCHER; HUTNIK, 2011; SAHER; GHORAB; MURSI, 2016).
Entretanto, muitas dessas classes terapéuticas nao sdo mais eficazes ou apresentam
resisténcia bacteriana (SEIPLE, et al, 2016).

1.3. Besifloxacino: histérico, aspectos clinicos e farmacéuticos

A resisténcia aos antibiéticos € um dos principais problemas para o tratamento de
patégenos oculares (JENKINS; SCHUETZ, 2012; ASBELL; SANFILIPPO, 2017). O
aumento da resisténcia bacteriana deve-se principalmente ao uso simultaneo dos
antimicrobianos para o tratamento de varias infecgdes sistémicas e para a profilaxia
em procedimentos cirirgicos (KHIMDAS; VISSCHER; HUTNIK, 2011; VENTOLA,
2015).

Nesse contexto, o besifloxacino, recente membro da quarta geracdo de
fluoroquinolonas, apresenta significativas vantagens. Esse antimicrobiano foi

desenvolvido exclusivamente para uso oftalmico topico. Diferente das demais



22

fluoroquinolonas, o besifloxacino n&do é utilizado para o tratamento de outras
infecgdes, sendo esse farmaco o unico na sua classe a apresentar menor risco de
desenvolver resisténcia (KHIMDAS; VISSCHER; HUTNIK, 2011; TOTOLI;
SALGADO, 2018).

A sintese do besifloxacino foi iniciada por uma empresa japonesa e em 2000 foi
licenciada para uso oftalmico nos Estados Unidos e Europa (LIU et al., 2011). Em
2009 o besifloxacino foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o
tratamento de conjuntivite bacteriana nos Estados Unidos e, somente em 2011, foi
aprovado no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) (COSTA et
al., 2014; HUGHES, 2010).

O besifloxacino € comercializado na forma de cloridrato de besifloxacino pela
Bausch & Lomb Incorporated com o nome comercial Besivance®, suspenso
oftalmica a 0,6%. A suspensao oftalmica 8-cloro-fluoroquinolona contém 6,63 mg de
cloridrato de besifloxacina equivalente a 6 mg de besifloxacino base (componente
ativo) e cloreto de benzalcénio a 0,01%, como conservante. Os outros componentes
da férmula sdo: manitol, policarbofila, poloxamer 407, cloreto de sodio, edetato
dissddico dihidratado, hidréxido de sédio e agua purificada. E uma suspensédo
isotdbnica com osmolalidade de aproximadamente 290 mOsm/kg (BAUSCH & LOMB
INCORPORATED, 2020; TOTOLI; SALGADO, 2018).

A forma farmacéutica do besifloxacino foi desenvolvida a partir da tecnologia de
administragdo de medicamentos denominada DuraSite™ (InSite Vision, Inc.,
Alameda, EUA). Essa tecnologia é composta por cloreto de benzalcénio 0,01%,
policarbofilo, manitol, poloxamer 407, cloreto de sddio e edetato dissddico dihidratado,
oferece alta viscosidade ao produto e permite aumentar o tempo do farmaco na
superficie do olho (BAUSCH & LOMB INCORPORATED, 2020; COSTA et al., 2014;
TOTOLI; SALGADO, 2018). A posologia para a suspenséo oftalmica de besifloxacino
(0,6%) tanto para adultos, quanto para criangas, se da por meio da aplicagao de uma

gota do medicamento 3 vezes ao dia durante 7 dias (MAHVAN et al., 2014).

O besifloxacino possui acao bactericida, assim como outras fluoroquinolonas, ela
se liga as enzimas bacterianas DNA-girase e topoisomerase |V. A inibicdo dessas
enzimas, essenciais para a replicacdo do DNA em bactérias, interfere com a

transcricao, replicacdo e separacao de células cromossémicas do DNA, durante a
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divisdo celular (SCHECHTER; PAREKH; TRATTLER, 2015; MAH; SANFILIPPO,
2016).

O cloridrato de besifloxacino € um p6é branco a branco-amarelado-palido,
conhecido quimicamente como {7-[(3R)-3-aminohexahidro-1H-azepina-1-il]-8 cloro-1-
ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-3- acido quinolinocarboxilico}. Tem a férmula
molecular C19H22CIFN303, massa molecular de 430,30 g/mol, pKa: 5,45 (acido forte)
e 9,84 (base forte), LogP 0,7, toxicidade de LD50, rat: >2000 mg/k e baixa solubilidade
em agua, com minima solubilidade de 0,143 mg/mL (DrugBank, 2022; Chemicalize,
2020; TOTOLI; SALGADO, 2018).

As ilustracbes em 2D e 3D da molécula de cloridrato de besifloxacino estédo
apresentadas na Figura 1. O amplo espectro de atividade dessa fluoroquinolona se
da pelo grupo ciclopropil 1-N o qual atua contra bactérias aerdbicas. O atomo de fluor
na posicdo 6 age como farmacoéforo fundamental para aumentar a afinidade a
topoisomerase V. A substituicdo de cloreto na posigao C-8 aprimora a eficacia contra
bactérias Gram-positivas, tornando esse farmaco potente contra bactérias
anaerdbicas. Essa substancia tem um centro quiral na posicdo C-3, sendo o
enantidmero-R puro (TGA, 2014; SINGH, et al., 2014).

Figura 1 - llustracdo em 2D e 3D da molécula besifloxacino, respectivamente.
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C19H22CI2FN3O3 Fontes: Chemicalize, 2020; DrugBank, 2022.
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1.4. Limitagoes na terapéutica: aspectos fisiolégicos do 6rgao da visao

As preparacgdes oftalmicas convencionais (gotas) sao rapidamente removidas da
superficie ocular como consequéncia dos mecanismos de protecdo do olho, por
exemplo, reflexo de piscar, ato de lacrimejar e renovagao de fluido lacrimal. Portanto,
o tempo de reteng¢ao dos farmacos no olho € muito limitado com consequente baixa
biodisponibilidade, normalmente, menor que 5%. Apds a instilacdo, o excesso de
volume do liquido aplicado é drenado pelo canal nasolacrimal (ACHOURI et al., 2013;
GAO et al., 2012).

A conjuntiva e a cornea sdo protegidas pela pelicula lacrimal, uma estrutura
multicamada, constituida por solugdo tamponada (pH 7,4) contendo eletrélitos, 1543
proteinas relatadas até o momento e mais de 600 espécies lipidicas de 17 classes
lipidicas principais (LAM et al., 2014; SHARMA et al., 2016). A terceira camada dessa
pelicula, mais proxima da cornea, é uma camada de gel de mucina aquosa, contendo
agua, sais, proteinas e carboidratos, além de mucinas, que sao glicoproteinas de alto
peso molecular, altamente glicosiladas (50-80%) (LWDWIG, 2005).

A mucina € uma molécula carregada negativamente devido ao acido sialico
associado e residuos de superficie. Adicionalmente, a mucina modifica a superficie
da cornea hidrofobica a uma superficie hidrofilica aderindo ao glicocalice nos
microvilos da cornea permitindo a hidratacdo dos tecidos. A mucina pode
desempenhar papel importante na biodisponibilidade ocular dependendo da extenséo

do seu comportamento como barreira ou local de retencdo (SHIMAZAKI et al., 2017).

Liu et al. (2016) relataram que o baixo tempo de retencéo e a baixa capacidade
de penetragdo nos tecidos intraoculares dos farmacos sdo os principais obstaculos
para a sua adequada biodisponibilidade, especialmente para farmacos com baixa
solubilidade em agua e permeabilidade. Assim, os sistemas de administragdo ocular
de farmacos baseados em nanocristal tém o potencial para melhorar essa
biodisponibilidade (doses mais baixas e instilagdo menos frequente), permitindo
superar os desafios das preparagdes oftalmicas convencionais.
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1.5. Nanocristais de farmacos: alternativa inteligente no desenvolvimento de
colirios

A tecnologia de obtenc&do de nanocristais abriu caminhos, jamais alcangados,
para facilitar a administracdo de farmacos. Essa abordagem permite, de forma
eficiente, aumentar a area superficial do farmaco aumentando a interacdo com os
meios bioldgicos, além de aumentar a solubilidade de saturagdo. Essa caracteristica
promove o aumento na velocidade de dissolugcao e na distribuicdo dos farmacos no
organismo, com consequente aumento da biodisponibilidade. Além disso, apresenta
maior bioadesividade as membranas bioldgicas, quando comparado ao farmaco na
escala micrométrica. Tais vantagens melhoram potencialmente a seguranca e
eficacia dos medicamentos, permitindo a redugcéo da dose (BARBOSA et al., 2016;
CHEN et al., 2017; DAVIS et al., 2018; TYNER et al., 2017).

Diante desses beneficios, levantamento da Research and Markets mostrou
que o mercado global de nanotecnologia para drug delivery apresententou
faturamento de US$ 47,5 bilhdes em 2020. Somente os nanocristais deve alcancar
US$ 83,1 bilhdes até 2027, com crescimento de 21,9% para os préximos 7 anos. Do
ponto de vista regulatorio, considera-se produto com base nanotecnoldgica se o
material ou o produto final é projetado para ter pelo menos uma dimensao externa ou
uma estrutura interna ou de superficie, na faixa de nanoescala (aproximadamente 1
a 100 nm), ou se o material ou o produto final é projetado para exibir propriedades ou
fendmenos incluindo propriedades fisicas, quimicas ou efeitos bioldgicos que sao
atribuiveis as suas dimensdes, mesmo se essas apresentarem tamanho inferior a
1um (1000 nm) (FDA, 2014).

Conforme esclarecido por Noyes e Whitney (1897), a area superficial das
particulas € aumentada em consequéncia da redug¢ao do tamanho delas, permitindo
o aumento da velocidade de dissolugéo. Ainda, a velocidade de dissolugéo (dC/dt) é
diretamente proporcional a diferenga entre a concentragao instantédnea (C) no tempo

(t) e a solubilidade de saturagéo (Cs), conforme equacao abaixo:
Equacéo 1:

dcC

i k (C — Cs),sendo k uma constante
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Assim, pode-se concluir que a taxa na qual uma substancia sélida se dissolve
em sua propria solugdo € proporcional a diferenca entre a concentracdo dessa

solugdo e a concentragao da solugao saturada (Noyes; Whitney, 1897).

A solubilidade de saturagao (Cs) depende de cada componente da formulagéo
ou farmaco, da temperatura e do meio de dissolucdo. Além disso, particulas com
tamanho entre 1-2 ym tem sua solubilidade de saturacdo alterada em fungdo do
tamanho. De acordo com a equacao de Ostwald-Freundlich, a pressao de vapor das
goticulas de liquido aumenta devido a crescente curvatura da interface da goticula
com o decréscimo do raio da gota. Quando particulas micrométricas séo alteradas
para escala nanométrica, ha diminuigao do raio, resultando em aumento da curvatura
da superficie dessas, proporcionando aumento da pressao de dissolugdo (WILLIAMS,
et al., 2013).

Figura 2 — Aumento da solubilidade de saturagdo (Cs) e aumento da pressdo de
dissolucdo de uma superficie plana, uma microparticula € uma nanoparticula. Sendo

Px: pressao de dissolugao.
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Fonte: MORALES, 2016.

A redugao do tamanho de particula leva ao aumento da area superficial e
permite diminuir a camada de difusdo, aumentando a velocidade de dissolucéo
(dc/dt). Adicionalmente, a distancia de difusao (h) ao redor das particulas diminui com
a reducédo do tamanho, promovendo elevado gradiente de concentragao ao redor das
particulas menores (Cs-Cx)/h (Figura 3). Esses fen6menos justificam o aumento da
velocidade de dissolugdo dos nanocristais. Além disso, € possivel observar que a
velocidade de dissolugéo (dc/dt) é proporcional ao gradiente de concentragéo (Cs-
Cx)/h, sendo que Cs é a solubilidade de saturacédo, Cx a concentragdo do farmaco
nos liquidos intersticiais e h a disténcia de difusdo (MORALES, 2016).
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Figura 3 — Diminuicdo da camada de difusdo (h), aumento do gradiente de
concentracao Cs — Cx/h.

Csm—Cx «« Csn—Cxy

Equacéao de Noyes - Whitney
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—=A.D\. 5= Lx
d [ = } W

A = Area superficial
D = Coeficiente de difusao

Cs = Solubilidade de saturagao

Cx = Concentragdo em massa

H = Distancia de difusao

s G dc/dt= Velocidade de dissolugéo

CS Cx

Fonte: MORALES, 2016.

De maneira geral, existem duas abordagens para a produgédo de nanocristais
de farmacos, a abordagem top-down (de cima para baixo) e abordagem bottom-up
(de baixo para cima). A abordagem top-down, os critais, comumente em escala
micrométrica, sdo reduzidos a escala nanométrica por moagem a alta energia e/ou
por homogeneizacgdo a alta pressdo (CHEN et al., 2017; OLIVEIRA, 2014; SATTAR
et al., 2017).

A abordagem bottom-up, ao contrario da top-down, se inicia com moléculas em
solugdo as quais sé@o agregadas por processos de precipitagdo (SINHA; MULLER;
MOSCHWITZER, 2013). A abordagem bottom-up exige um controle rigoroso do
processo de fabricagcdo a fim de evitar a recristalizacdo na faixa de micrémetros,
comumente surgida na técnica de fus&do a quente. Ainda, alguns dos métodos bottom-
up envolvem a utilizagdo de solventes organicos possibilitando a introdugdo ou
aumento de impurezas provenientes de residuos de solvente no farmaco e/ou produto

(CHEN et al., 2017). As tecnologias top-down evoluiram desde a década de 1990, e
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atualmente €& mais frequentemente utilizada na industria farmacéutica, quando

comparada as tecnologias bottom-up (CHEN et al., 2017).

Em geral, os nanocristais s&o preparados em meios de dispersdo com a adigao
de estabilizantes (por exemplo, tensoativos e/ou polimeros), resultando em um estado
coloidal sendo denominados como "nanossuspensdes”. Acredita-se que a maioria
dos estabilizantes exerce as suas fungdes por adsor¢cédo na superficie de nanocristais,
permitindo reduzir o risco de aglomeracgéo de nanoparticulas (BARBOSA et al., 2016;
CHEN et al, 2017).

A farmacocinética e a biodistribuicdo de nanocristais sdo determinadas,
principalmente, por suas propriedades fisico-quimicas, tais como tamanho, forma,
potencial zeta e caracteristicas quimicas de superficie (PELTONEN; STRACHAN,
2015; TYNER et al., 2017). A formulacdo de nanocristais consiste de abordagem
robusta que requer o uso de estabilizadores apropriados. A secagem da formula
empregando liofilizagdo ou por atomizagao pode garantir a estabilidade a longo prazo

e a viabilidade comercial aos nanocristais (PAWAR et al., 2014).

Pawar e colaboradores (2014) relataram que os nanocristais podem direcionar
os farmacos em regibes especificas, permitindo a administragdo por via oral,
parenteral, pulmonar, dérmica e ocular, demonstrando sua alta aplicabilidade
terapéutica. Romero e colaboradores (2016) relataram que a nanonizagéo do p6 de
farmaco puro, resultando em nanocristais de farmaco (preferencialmente cerca de
100-500 nm para maxima adesividade), podem romper as dificuldades impostas pelas

barreiras naturais do 6rgao da viséo.

Considerando que nanocristais sdo constituidos de 100% do farmaco, esses
apresentam vantagem do ponto de vista regulatério, em contraste com outros
sistemas nanoparticulados. Nanocristais ndo contém material de matriz, tal como
polimero ou matriz lipidica. Isso €& especialmente importante para a liberagao do
farmaco no 6rgéo da viséo, considerando a limitagdo de excipientes autorizados para
uso oftalmico. Outra vantagem das nanossuspensdes refere-se a viscosidade dessa
forma de dosagem, que pode ser facilmente ajustada com base na concentragéo do
farmaco e na composicao do veiculo (ROMERO et al., 2016; SATTAR et al., 2017).
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Nesse sentido, Romero e colaboradores (2016) desenvolveram formulagao
contendo nanocristais catidbnicos de acetato de dexametasona (0,05% m/m) e
polimixina B (0,10% m/m). Nesse estudo, os autores descreveram vantagens como:
maior solubilidade de saturacédo do farmaco e aumento do tempo de permanéncia no
olho, resultando em potencial aumento da biodisponibilidade e potencial de aumento
da mucoadesdo dos nanocristais catidbnicos, comparados as formulagdes padrao de

gotas oculares.

As propriedades adesivas das nanosuspensdes podem prolongar o tempo de
liberacdo do farmaco. Chen e colaboradores (2017) em revisdo da literatura,
exemplificaram a aprovagao do llevro® (nepafenaco, suspenséo oftalmica, 0,3%),
administrada uma vez por dia, relatado ser tdo eficaz quanto a suspensao
convencional do mesmo farmaco a 0,1%, administrada trés vezes ao dia (CHEN et
al., 2017).

Tuomela e colaboradores (2014) desenvolveram formulagdes de nanocristais
de brinzolamida para o tratamento de glaucoma. Os autores observaram a redugéao
da presséo intraocular, sem aumento da toxicidade celular (TUOMELA et al., 2014).
Ainda, nanosuspensdes de forscolina e nanocristais de dissulfiram melhoraram a
biodisponibilidade, por meio do aumento do tempo de residéncia do farmaco na
cornea e reduziram a pressao intraocular em comparacdo as suspensdes
convencionais indicadas para o tratamento de glaucoma (GUPTA; SAMANTA,;
RAICHUR, 2010; NAGAI, et al. 2015).

Ali e colaboradores (2011) desenvolveram formulagdo contendo nanocristais
de hidrocortisona. Eles relataram melhoria na permeabilidade corneana com
consequente melhoria da biodisponibilidade em relacao a solugdo do mesmo farmaco
indicada para o tratamento de disturbios inflamatérios do olho. Nagai e colaboradores
(2014) desenvolveram nanocristais de tranilast e puderam observar maior viabilidade
celular e melhoria na penetragao transcorneal da nanossupensdo em comparacao
com a solugdo do mesmo farmaco comercializada como Rizaben®, colirio oftalmico,

para terapia da inflamagao ocular (NAGAI, et al., 2014).

Ainda, Schopf e colaboradores (2014), de maneira similar, desenvolveram
formulagcdo contendo nanocristais para o tratamento de inflamagao ocular. Os

nanocristais de etabonato de loteprednol melhoraram significativamente a
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biodisponibilidade do farmaco. Os autores constataram melhora de até oito vezes no
nivel dos farmacos na cérnea e duas vezes mais elevado o nivel do farmaco apés 2h
da administragdo, em comparagdo ao medicamento comercializado como Lotemax®,

gel oftalmico a 0,5%.

Baba e colaboradores (2015), também com o objetivo de aumentar a
biodisponibilidade de farmacos para o tratamento de inflamagdo ocular,
desenvolveram nanocristais de fluorometolona. Os pesquisadores relataram melhor
efeito anti-inflamatério da nanossuspensdo comparado ao colirio comercialmente
disponivel, em que as concentragdes do farmaco na coérnea foi de 235ng/mL e
30ng/mL, respectivamente. Ainda, esses mesmos pesquisadores desenvolveram
nanocristais de calpeptina com tamanhos médios de 104nm, buscando aumento da
permeabilidade do farmaco para tratamento da degeneragdo da retina. Os
nanocristais aumentaram significativamente a inibicdo da apoptose em comparagao
com a suspensao convencional do farmaco (BABA; NISHIDA; HASHIDA, 2015).

Ainda relacionado aos nanocristais para aplicagao oftalmica, pesquisadores
comprovaram O sucesso dessa formulacdo também para o tratamento da
ceratoconjuntivite seca, também conhecida como sindrome do olho seco. Foi possivel
constatar a reducdo de irritacdo nos olhos em comparacdo com o produto

comercializado como Restasis®, emulsio oftalmica (KIM et al., 2011).

Considerando as vantagens acima mencionadas, o presente estudo tem por
objetivo o desenvolvimento de nanossuspensao de besifloxacino para o tratamento

da conjuntivite bacteriana.
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2. MATERIAL E METODO

2.1 Material

Para esse estudo foi obtido cloridato de besifloxacino (BSF) CAS: 405165-61-
9, lote: 20190401 (pureza 99,93%) da Jinan Shengqgi Pharmaceutical Co., Ltd., China.
Os materiais utilizados para o desenvolvimento dos nanocristais foram: esferas de
zirconio de 0,17mm (Retsch, Alemanha), recipiente de vidro com capacidade de 10mL,
agitador magnético RCT Basic Ika (IKA®-WERKE, Alemanha), barras magnéticas em
formato de cruz de 3 x 5 mm (Lisa Teflon). Como diluente das formulagdes foi utilizada
solugéo tampao fosfato pH 7,0 (20°C) Certipur® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha)
composta por: hidrogenofosfato dissédico e hidrogenofosfato dipotassico, densidade
1,010 g/cm?® (20°C). Foram testados diferentes estabilizantes, conforme descritos na
Tabela 1.

Tabela 1 - Descricdo dos estabilizantes testados para desenvolvimento de

nanocristais de besifloxacino.

Massa .
Estabilizante Nome . Abreviagdo Fabricante Composigao molecular For'mgla Categoria
comercial (g/mol) Quimica
Poloxamer Kolliphor® BASF, Polietileno-propileno 5 ia
188 P188 P188 Alemanha glicol copolimeros 8400,0 CeH1e03 Nao ionico
Poloxamer Kolliphor® BASF, Polietileno-propileno Csr2H1146 o a
407 P407 P407 Alemanha glicol copolimeros 12600,0 Oas9 Nao ionico
. Macrogol 15
Poloxamer  Kolliphor®HS 0 15 BASF, | droxiestearato, polioxi 963,2 CarHeaO1s  NEo ibnico
HS 15 15 Alemanha ; ;
15 hidroxiestearato
. Sigma-
Polissorbato 1 cene 8o : Aldrich®, . Monooleato de 1310,0 Nao i6nico
80 USA polietilenoglicol sorbitano Ce4H124026
BASF d-alpha-Tocopheryl
TPGS Vitamina E TPGS ' polyethylene glycol 1000 574,8 C3sHssOe  Nao idnico
Alemanha .
succinate
BASF Copolimero de alcool
Kollicoat® IR Kollicoat® IR KLT ' polivinilico =~ 45000,0 - Nao ibnico
Alemanha " X
polietilenoglicol
Copolimero de alcool
® H . . e ’ .
Povacoat Povacoa® POVA Da|d~o, polivinilico/acido 40000.0 CarHreN12 (2 ianico
Type F Japéo acrilico/metacrilato de (OIPN]

metila
Continua
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Continuacgao

Massa .
Estabilizante Nomg Abreviagdo Fabricante Composicao molecular For,m'ula Categoria
comercial Quimica
(g/mol)
Sigma-
Cloreto de Sigma- Cloreto de .
benzalconio - BAC Aldrich®,  alquildimetilbenzilaménio 340,0 CarHaeNCI Cationico
USA
Sigma- e
Clolre.tc.J ] _de ) CPC Aldrich®, Cloreto de petllp|r|d|n|o 358.0 C21H3sCIN Catidnico
cetilpiridinio USA monohidratado -H20
s
. - 16-BAC Aldrich®,  benzilhexadecildimetilam 396,1 Catidnico
hexadecilam . 3)2CH2CsH
Pl USA 6nio
onio 5
Sigma-  Quitina desacetilada (75- CasH1osN
Quitosana Quitosana QUITO  Aldrich®, 85%), Poli (D- 1526,5 P 0w Cationico
USA glucosamina) 3
Conclusao
2.2 Método

2.2.1 Determinagao do tamanho de particula do cloridrato de besifloxacino
(matéria-prima) e do Besivance® por difragio a laser

Nessa etapa foi utilizado o analisador de tamanho de particula por difragao a
laser Beckman Coulter™ LS 13 320 (Beckman Coulter Inc. Califérnia, EUA), equipado
com o0 médulo ULM (Universal Liquid Module) (Beckman Coulter Inc. Califérnia, EUA)
programado para o método de via umida com faixa de medida de 0,375um a 2000um,
empregando tampdo pH 7,0 como dispersante. Foi preparada solugdo saturada
contendo o farmaco (cloridrato de besifloxacino) e solugdo saturada contendo o
produto comercial (Besivance®). Para a preparagdo das respectivas solugdes
saturadas, foi adicionado excesso do farmaco ou do produto a um béquer contendo
tampéao pH 7,0. O sistema foi agitado manualmente e as amostras foram transferidas
para o modulo ULM até atingir o obscurecimento adequado para as leituras. Os

resultados representam a média de 3 leituras.
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2.2.2 Microscopia optica do cloridrato de besifloxacino (matéria-prima)

Para verificar a forma cristalina do farmaco foi realizada analise de microscopia
optica utilizando microscépio ECLIPSE E100 (Nikon Corporation, Téquio, Japao). Foi
preparada lamina contendo o farmaco disperso em 6leo vegetal. A microfotografia foi
obtida com objetiva: 10x/0,25.

2.2.3 Concentragao inibitéria minima (CIM ou MIC) do cloridrato de
besifloxacino (matéria-prima) e do Besivance®

A concentragdo inibitéria minima (CIM ou MIC) foi determinada para o
cloridrato de besifloxacino (matéria-prima) e para o produto comercial Besivance®
suspensao oftalmica estéril 0,6% (6mg/mL). O método utilizado foi o de diluicdo
seriada. Apo6s as diluicdes os tubos foram incubados em estufa a 37°C por 24h. A
determinacdo da inibicdo e/ou crescimento dos microrganismos foi realizada por
espectrofotometro (BRASIL, 2020; HAAS et al., 2010).

2.2.3.1 Microrganismos e meios de cultura

Microrganismos: Staphylococcus aureus ATCC® 23235™ e Pseudomonas
aeruginosa ATCC®9027 ™,

Meios de cultura: Trypticase Soy Agar (TSA) (Becton Dickinson, Brasil) e
Tryptic Soy Broth (TSB) (Becton Dickinson, Brasil).

2.2.3.2 Preparagao da suspensao contendo cloridrato de besifloxacino
(matéria-prima) e do Besivance® (produto)

Foi preparada 10,0g de suspensdo de cloridrato de besifloxacino na
concentragcao de 6,0mg/mL. Para isso, foi adicionado 100,0mg de poloxamer 407 em
9,85g tampédo pH 7,0, sob agitagcdo constante, até obtengcdo de uma solugéo
homogénea. Paralelamente, pesou-se 60,63mg de cloridrato de besifloxacino e foi
adicionado a solugdo inicial, mantendo a agitacdo até a formacé&o da suspenséo
visualmente homogénea. Dessa suspensao foi transferida aliquota de 1mL para baléao

de 10mL, obtendo a concentragdo de 600ug/mL de cloridrato de besifloxacino.
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Para avaliagdo do produto Besivance® foi transferido 1mL da suspensdo
oftalmica estéril 0,6% (6mg/mL) para baldo de 10mL, obtendo a concentragdo de

600ug/mL de cloridrato de besifloxacino.

2.2.3.3 Preparacao das suspensoes microbiana

As suspensbes foram preparadas utilizando cepas padrdo das bactérias
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 9027™ (Gram-negativo) e Staphylococcus aureus
ATCC® 6538™ (Gram-positivo). Os meios de cultura empregados foram Trypticase
Soy Agar (TSA) e Tryptic Soy Broth (TSB), preparados e esterilizados de acordo com
as instrucdes do fabricante.

As suspensdes de cada microrganismo foram preparadas pela adigao de 4mL
de solugao fisiologica estéril em tubos contendo crescimento microbiano em meio de
cultura TSA, durante 24 horas a 37°C (suspensdes mae). Aliquotas de 1mL dessas
suspensdes foram transferidas para tubos contendo 9mL de soro fisiologico, essas
foram homogeneizadas e realizadas diluigbes seriadas até obter a concentragao de
108 UFC/mL.

Aliquota de 1mL das amostras (produto e matéria-prima) com concentragéo de
600ug/mL de cloridrato de besifloxacino foi transferida para tubo de 10mL. Desse tubo
aliquota de 5mL foi transferida para tubo contendo 5mL de TSB, a partir dessa diluicao
foram efetuadas diluicdes seriadas para obter as concentragdes de 60, 30, 15, 7,5,
3,75, 2,1, 0,5, 0,250 e 0,125 yg/mL, para avaliagdo da CIM frente a Pseudomonas
aeruginosa. Para avaliagao da CIM frente Staphylococcus aureus foram realizadas
diluicbes seriadas para obter as concentracdes de 0,6, 0,3, 0,15, 0,075, 0,04, 0,02,
0,01, 0,005, 0,0025 e 0,00125 pg/mL. Para cada tubo foi adicionado carga microbiana
de 10% UFC/mL.

Os tubos foram incubados por 24h a 37°C. Apds esse periodo foram realizadas
as leituras empregando espectrofotdmetro com comprimento de onda de 660nn. Para
a leitura do branco foi utilizado meio de cultura sem adicdo de microrganismo
(branco/controle negativo). Adicionalmente, foi realizada leitura da suspenséo de
microrganismo na concentragdo de 10® UFC/mL sem adicdo do farmaco

(padrao/controle positivo).
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2.2.4 Desenvolvimento do método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para determinagao do teor de besifloxacino

2241 Reagentes utilizados

A substancia quimica de referéncia (SQR) utilizada nesse trabalho foi o
cloridato de besifloxacino, adquirido da Jinan Shengqi Pharmaceutical Co., Ltd., China
com teor especificado de 99,93%. Todos os reagentes de grau analitico e solventes
grau CLAE: trietilamina (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), acido fosférico 85%
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), acetonitrila (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha) e agua ultrapura Milli-Q® Integral 10 (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha).
O produto Besivance® (suspensao oftalmica 0,6%) (Bausch & Lomb Incorporated) foi
obtido no mercado local.

O método referéncia foi aquele desenvolvido por COSTA, et al. 2019
empregando o produto comercial Besivance® (suspenséao oftalmica 0,6%).

2.24.2 Sistema CLAE

Foi utilizado o cromatégrafo liquido UHPLC* Dionex™ UltiMate™ 3000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) composto por: bomba
quaternaria DGP-3600, amostrador automatico ACC-3000 (com termostato de
amostra), compartimento de coluna ACC-3000, detector DAD-3000(RS) equipado
com software Chromeleon™ verso 6.80.

Foi utilizada a coluna C18 Eclipse Plus 150 mm x 4,6 mm x 3,5um (Agilent
Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA). A fase movel foi constituida da mistura
de solugéo de trietilamina a 0,5% (v/v) (pH ajustado para 3,0 com acido fosforico
diluido (10% v/v) e acetonitrila (74:26 v/v) a uma taxa de fluxo de 1,0mL/min. O volume
de injecao das solugdes foi de 20uL, com temperatura de coluna de 25°C, detecgéao
UV em 295nm, utilizando matriz de diodo (DAD).

2.2.4.3 Preparacgao da solucao de cloridrato de besifloxacino SQR

Foram preparadas solugdes estoque com concentragdo de 500ug/mL. Para
isso, aliquota equivalente a 25mg de besifloxacino foi transferido para baldo
volumétrico de 50mL com adigdo de aproximadamente 40mL de agua ultrapura. Essa
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mistura foi sonificada por 25 minutos em banho de gelo, agitando vigorosamente a
cada 5 minutos. Decorrido esse tempo, o baldo foi retirado e o volume completado
até 50mL com o mesmo solvente (concentragdo 500ug/mL). A partir dessas solugdes
foram diluidas aliquotas, utilizando a fase moével como diluente, para a obtencao das
concentracdes adequadas para determinagao das caracteristicas de desempenho do
meétodo.

2.24.4 Preparagao da solugdo amostra (produto comercial, suspensao
oftalmica 0,6%)

Foram preparadas solugbes estoque com concentracdo de 500ug/mL de
cloridrato de besifloxacino. Para isso, foram pesadas, analiticamente, aliquotas de
754mg da suspensao oftdlmica 0,6%, equivalente a 5mg de cloridrato de
besifloxacino. Para pesagem dessa quantidade, foi considerado o teor declarado de
6,63mg/mL de cloridrato de besifloxacino na suspensao oftalmica e a densidade de
1,0007g/mL (TOTOLI, 2018). Essa quantidade foi transferida diretamente para baldo
volumétrico de 10mL, com a adigéo de aproximadamente 7mL de agua ultrapura. A
mistura foi submetida a ultrassom por 25 minutos em banho de gelo, agitando
vigorosamente a cada 5 minutos. Decorrido o tempo, o baldo foi retirado e o volume
completado até 10mL com o mesmo solvente (concentracdo 500ug/mL). A partir
dessas solugdes foram diluidas aliquotas, utilizando a fase mével como diluente, para
a obtencao das concentracbes adequadas para a determinacédo das caracteristicas

de desempenho do método.

2.24.5 Placebo

Os excipientes (placebo) do produto Besivance® foram considerados durante
estudo de validagao (seletividade) realizado por COSTA e colaboradores (2014).
Complementarmente, nessa validagao parcial, foi avaliado possiveis interferéncias do
Povacoat®, do glicerol e do cloreto de benzalconio nas respostas analiticas. Para isso,
foi pesado 90mg de Povacoat®, 100mg de glicerol e 1mg de cloreto de benzalcénio e
transferido para baldo volumétrico de 10mL, foi adicionado aproximadamente 7mL de
agua ultrapura e levado ao ultrassom até completa solubilizagdo. Depois disso, o
baldo foi avolumado obtendo-se uma solugdo de Povacoat® 0,9% m/m, glicerol 1,0%
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m/m e cloreto de benzalcénio 0,01% m/m, mesmas concentracbes da formulagio

otimizada e apds isotonizar.

2.2.4.6 Teste de filtro

Para essa validacdo foram utilizados filtros Millex®-HV-PVDF 13mm de
didmetro, tamanho de poro 0,45um (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). Para
avaliar possiveis interferéncias desses filtros nas respostas analiticas, foram injetadas
solugcdes padrdao e amostra considerando: solugdo padrao sem filtrar, solucdes
padrdes e amostras com descarte de filtro de OmL, 1mL, 2mL e 5mL. As respostas

analiticas foram avaliadas quanto a possiveis interferéncias dos filtros

2.2.4.7 Seletividade

Foram preparadas solu¢gdes na concentragdo de 50ug/mL de cloridrato de
besifloxacino SQR e amostra do produto Besivance® (suspensao oftalmica 0,6%), a
partir das solugdes descritas nos itens 2.2.9.3 e 2.2.9.4, respectivamente. Para isso
foi pipetado 1mL de cada solugéo e transferida para baldo volumétrico de 10mL, os
baldes foram avolumados com fase movel. Adicionalmente, aliquota de 1mL da
solugdo placebo (2.2.9.5) também foi transferida para baldo de 10mL, o volume foi
completado com o mesmo solvente. Todas as solugdes foram transferidas para vials
de 2mL utilizando filtros Millex®-HV-PVDF 13mm de didmetro, tamanho de poro
0,45um (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e analisadas conforme método
proposto por Costa et al., 2019.

Foram injetadas no equipamento: solugdes padrao, solu¢gdo amostra, diluente
(fase moével) e placebo. Os respectivos cromatogramas foram comparados, a fim de
avaliar possiveis interferéncias quanto aos excipientes presentes na formulacdo do
produto comercial e quanto ao Povacoat®, presente na férmula otimizada. Além disso,

foi avaliada a pureza do pico resultante da solugdo amostra.
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2.2.4.8 Linearidade

Trés solugdes estoque de cloridrato de besifloxacino SQR (500ug/mL) foram
preparadas: S1, S2 e S3. A partir dessas foram preparadas trés curvas de calibragdes
nas concentragdes: 20,0, 30,0, 40,0, 50,0, 60,0, 70,0 e 80,0ug/mL, equivalentes aos
niveis: 40, 60, 80, 100, 120, 140 e 160%, respectivamente. Todas as concentra¢des
foram preparadas, filtradas em Millex®-HV-PVDF 13mm de didmetro, tamanho de
poro 0,45um e injetadas em triplicata. As areas dos picos dos cromatogramas foram
plotadas em relagdo as respectivas concentragdes do farmaco e as curvas foram
avaliadas por analise de variancia, empregando os softwares Chromeleon™ e
Minitab® 17.

2.2.49 Precisao

Foi preparada uma solugdo na concentragdao de 50ug/mL de cloridrato de
besifloxacino SQR e injetada seis vezes para a obtenc&o da curva de calibragdo. Em
seguida, foram preparadas seis solu¢gdes na concentragao de 50ug/mL de cloridrato
de besifloxacino amostra da suspensao oftalmica. As solugdes foram filtradas
(Millex®-HV-PVDF 13mm de diametro, tamanho de poro 0,45um) para vials de 2mL e
injetadas em triplicata. Os resultados foram determinados por meio da avaliagdo do
desvio padrao relativo (DPR) entre as areas dos picos obtidos (software

Chromeleon™).

2.2.410 Exatidao

Quantidades conhecidas de cloridrato de besifloxacino SQR foram adicionadas
a amostras na concentracdo de 40ug/mL, para a obtengdo da recuperagao e
determinagao da exatiddo (ICH 2005; USP 43, 2021; Brasil, 2017). A recuperacgao foi
realizada em trés niveis, R1 (100%), R2 (120%) e R3 (140%), as solugdes foram

preparadas conforme Tabela 2, em triplicata.
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Tabela 2 - Preparo das solugdes para o teste de recuperacdo e determinagao da

exatiddo. Baldo volumétrico de 10mL, cada nivel de concentragdo em triplicata.

SQR SQR Concentragao
Amostra (500 554" o/mi) adicionado tedrica final Niveis de

0

Amostra 0,8 - 0 40 -

R1 0,8 0,2 10 50 100

R2 0,8 0,4 20 60 120

R3 0,8 0,6 30 70 140

Padrao - 0,8 - 40 -

R1: recuperagao 1 (100%), R2: recuperagéo 2 (120%), R3: recuperacgéo 3 (140%); (-): ndo adicionado

2.2.5 Estudo exploratério para o desenvolvimento de nanocristais de
besifloxacino empregando moagem via umida em escala reduzida

Para essa etapa foram preparadas formulacbes de besifloxacino e
estabilizante na concentragdo 1:1 e 1:1,6 a 0,6% (m/m) em solugdo tampéao fosfato
(hidrogenofosfato dipotassicohidrogenofosfato dissédico) pH 7,0 Certipur® (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha) (gsp 10g). Foram realizados trés estudos: Estudo
exploratdrio |, estudo exploratério |l e estudo exploratério Ill, e a composi¢gao geral

para as formulas estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Composigao geral das formulagbes para obtengdo dos nanocristais de
besifloxacino.

Estudo Besifloxacino (mg) Estabilizante (mg) Tampéao (mg) Proporgao
Exploratério | e Il 60 60 9880 1:1
Exploratdrio llI 60 60 e 100 9840 1:11e1:1,6

Para o preparo das formulagdes foram transferidos o cloridrato de
besifloxacino, o estabilizante, 3 g (30% m/m, em relag&o ao total da formulagéo) de
esferas de zirconio de diametro 0,imm e 3 barras magnéticas em formato de cruz
para recipiente de vidro (vial) com capacidade para 10mL. Em seguida foi adicionado
o tampéo e o sistema foi submetido a agitagdo magnética a 1200 rpm por 4 dias. As
medidas de diametro hidrodinamico médio (DHM) da particula e indice de

polidispersao (IP) foram determinadas em intervalo de 24h do processo de moagem.
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2.2.6 Diametro hidrodindmico médio (DHM) da particula e indice de
polidispersao (IP) por espalhamento de luz dinamica (DLS)

O DHM e o IP das particulas dos nanocristais foram determinados por
espalhamento de luz dinamica (DLS). Para as leituras, as amostras foram diluidas na
razao de 1:24 (para o total de 1mL) em solugao saturada de besifloxacino em tampao
fosfato pH 7,0. Para a preparagdo da solucdo saturada de besifloxacino, foi
adicionado excesso do farmaco a um béquer contendo o tampao. O sistema ficou sob
agitacdo magnética por um periodo de 24h. O volume de 1mL foi transferido para
cubeta e as medi¢des foram realizadas em triplicata, utilizando angulo de 90° no

equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido).

2.2.7 Distribuicdo e tamanho das particulas da nanossuspensao de
besifloxacino 0,6% m/m por difragao a laser (DL)

A distribuicdo e o tamanho das particulas da nanossuspenséao de besifloxacino
0,6% m/m foi realizada por espalhamento a laser de baixo angulo utilizando o
equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido),
equipado com médulo Hydro 2000MU (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido).
O equipamento foi programado para o método de via umida com faixa de medida de
50 nm a 1 mm, empregando tampao fosfato pH 7,0 para dispers&o. indice de refragéo
do granulo: 1,67. Os resultados foram apresentados com base na distribuicdo de
volume (D10, D50 e D90), os quais indicam a porcentagem de particulas existentes

abaixo do tamanho dado (nm).

2.2.8 Potencial zeta (P2)

O potencial zeta foi determinado empregando equipamento Zetasizer Nano ZS
90 (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). Nesse equipamento, o resultado é
obtido a partir das medidas de mobilidade eletroforética (Ug), relagdo entre a
velocidade da particula e o campo elétrico aplicado, que € convertido em potencial
zeta (C), conforme equacéao de Henry (Equacéao 2) (Bhattachrjee, 2016).
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Equacéo 2:

_2¢¢

T i
E o 3y

f(ka)

Onde: n é a viscosidade e ¢ é a constante dielétrica do solvente a 25°C. Uge(
sdao mobilidade eletroforética e potencial zeta, respectivamente. A forca do campo
aplicada foi de 20 V/cm. Para evitar flutuacdes inerentes de diferengas do pH e da
condutividade na analise do potencial zeta, as amostras foram diluidas em solugao
tampéao pH 7,0 (condutividade = 2238 uS/cm) na razao de 1:24, para o total de 1mL,

o volume foi transferido para célula capilar e as leituras realizadas em triplicata.

2.2.9 Densidade

A densidade da formulagao otimizada (nanossuspensao de besifloxacino 0,6%
m/m) foi determinada utilizando densimetro DMA 4500 M (Anton Paar GmbH, Graz,
Austria). Para a medicdo a amostra foi colocada diretamente no equipamento, em
quantidade suficiente para enchimento da mangueira/canaleta. A densidade foi

determinada em relagdo a agua, a temperatura de 25° C.

2.2.10 Viscosidade

A viscosidade da nanossuspenséao de besifloxacino 0,6% m/m foi realizada
utilizando viscosimetro LVDV-l PRIME (Brookfield, Middleboro, EUA). Esse
equipamento mede a viscosidade pela velocidade angular do elemento cénico
(spindle). Ao ser inserido na amostra, o spindle gira em varias velocidades fixas,
cortando o material continuamente a taxas de cisalhamento definidas. O spindle
utilizado para as analises foi o LV-3 (63) e a velocidade foi de 50 rpm. Para o teste,
foi transferido 15 mL da nanossuspenséao para o recipiente de amostras SC4-13RPY
(Brookfield, Middleboro, EUA). A determinagéo foi em triplicata a 25°C.
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2.2.11 pH

O pH foi determinado com potenciémetro Orion™ Versa Star Pro™ (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, EUA). Para as analises, as amostras da nanossuspensao
de besifloxacino 0,6% m/m foram medidas diretamente, sem diluicdo, em triplicata, a
25°C.

2.2.12 Osmolalidade

A osmolalidade da formulagao otimizada foi determinada utilizando osmémetro
A,O Advanced Automated Osmometer (Advanced Instruments, Norwood, EUA). Para
tanto, 1mL da amostra foi transferido para tubo de vidro e esse foi acondicionado no
disco do equipamento que realiza a injegao automaticamente. Nesse equipamento,
as medidas s&o determinadas a partir da depressédo do ponto de congelamento da
amostra. A depressédo do ponto de congelamento € a diferenga entre o ponto de
congelamento da agua pura e o ponto de congelamento da amostra (USP 43, 2021).
O volume de injecao da amostra foi de 100uL e a faixa de temperatura para determinar

o ponto de congelamento foi de -40°C a +45°C. As medi¢des foram feitas em triplicata.

2.2.13 Quantificagdo do teor de besifloxacino na nanossuspensao por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

2.2.13.1 Preparo do padrao calibragao e padrao verificagao (solugcao de
cloridrato de besifloxacino SQR)

Para o padrao calibracao, foi preparado solugao de 500ug/mL de cloridrato de
besifloxacino SQR, conforme descrito no item 2.2.9.3. Depois disso foi transferida
aliquota de 1mL para baldo volumétrico de 10mL, o volume foi ajustado com fase
movel (concentragao 50 pg/mL). A solugao foi transferida para vial de 2mL utilizando
filtro Millex®-HV-PVDF 13mm de didmetro, tamanho de poro 0,45um e foi analisada
em quintuplicata (5 injecdes) para determinacdo do desvio padrao relativo (DPR) e
adequabilidade do sistema (system suitability), conforme determina a Farmacopeia
Americana (USP 43, 2021). Para isso foi utilizado o software do equipamento

(Chromeleon™),



43

O preparo do padréo verificagao foi realizado da mesma forma e analisado em

duplicata (duas injegdes) para verificagao da recuperagéo.

2.2.13.2 Preparagao da solugdo amostra (nanossuspensao 0,6% m/m)

Primeiramente foi determinada a densidade da nanossuspensao de
besifloxacino 0,6% m/m, conforme item 2.2.6, o resultado obtido foi de 1,0081g/mL,
esse resultado foi considerado para pesagem da aliquota da nanossuspensao.
Depois disso, foi preparada solugdo amostra, com concentragdo de 50ug/mL de
cloridrato de besifloxacino. Para isso, foi pesada, analiticamente, aliquota de 826mg
da nanossuspensdo 0,6% m/m, equivalente a 5mg de cloridrato de besifloxacino.
Essa quantidade foi transferida diretamente para baldo volumétrico de 10mL, com a
adicao de aproximadamente 7mL de agua ultrapura. A mistura foi submetida a
ultrassom por 25 minutos em banho de gelo, agitando vigorosamente a cada 5
minutos. Decorrido o tempo, o balao foi retirado e o volume completado até 10mL com
o mesmo solvente (concentragdo 500ug/mL). Depois disso, foi transferido 1mL dessa
solugdo para baldao de 10mL e o volume foi ajustado utilizando a fase mdével como
diluente (concentragcdo 50 pg/mL). A solugdo amostra foi preparada em duplicata,
transferida para vial de 2mL utilizando filtros Millex®-HV-PVDF 13mm de didmetro,

tamanho de poro 0,45um e analisada em triplicata (trés injecdes).

2.2.14 Liofilizagao

Para o processo de liofilizagdo foi utilizado o equipamento Christ Alpha 2-4
LSC (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Alemanha). Para isso, aliquotas
de 1,5 mL de nanossuspensdo foram congeladas a — 45°C com pressédo de
0,120mbar, por 48 horas. Apds a liofilizagcado, os nanocristais de besifloxacino foram
ressuspensos no mesmo volume de tampao pH 7,0 (proporcional ao volume da
formulagéo inicial) e foram determinados o DHM, o IP e o PZ para verificar a eficiéncia
da liofilizagao. As amostras liofilizadas foram utilizadas para as analises que precisam

das amostras secas (po liofilizado).

2.2.15 Microscopio eletronico de varredura (MEV)
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A matéria-prima (cloridrato de besifloxacino) e o0s nanocristais
(nanossuspenséo liofilizada) foram analisados utilizando microscopio eletronico de
varredura (MEV) Quanta™ 650 FEG (FEI Company, Hillsboro, EUA). As amostras
foram metalizadas com platina, utilizando metalizador MED-020 high-vacuum coating
system (Baltec, Pfaffikon, Suiga). Essa metalizagdo (camada entre 10-15nm de
espessura) garante a condugédo do feixe de elétrons na amostra analisada. Para
analise foi aplicado 10 kV de tensdo de aceleracdo de elétrons. O besifloxacino
matéria-prima foi analisado com aumento de 5.000 a 30.000 vezes e o nanocristal foi
analisado com aumento de 5.000 a 100.000 vezes.

Complementarmente, o besifloxacino (matéria-prima) foi analisado com
microscoépio 6ptico Nikon Eclipse E-200 (Nikon Corporation, Téquio, Japao), equipado
com objetiva 10x/0,25. Essa andlise teve o objetivo de avaliar a caracteristica

cristalina do farmaco.

2.2.16 Analise térmica

A analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foi realizada utilizando
equipamento DSC 7020 (Hitachi High-Tech Corporation, Toquio, Jap&o). Todas as
medigdes foram realizadas sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL.min""). O
peso das amostras foi de aproximadamente 2 mg. As curvas de DSC foram obtidas
por aquecimento em uma taxa de 10 °C.min"" na faixa de temperatura de 25 a 300 °C.
Como referéncia, foi utilizado um cadinho de aluminio vazio selado.

As curvas de termogravimetria e termogravimetria derivada (TG / DTG) foram
obtidas utilizando analisador STA 7200 (Hitachi High-Tech Corporation, Toquio,
Japao), com peso de amostra de aproximadamente 2 mg na faixa de temperatura de
30 a 600 °C, a uma taxa de 10 °C.min-1 sob atmosfera dindmica de nitrogénio (100
mL.min""). A nanossuspensao liofilizada, o besifloxacino (matéria-prima) o Povacoat®,
o cloreto de benzalcbnio e a mistura de ambos (mesma proporgcédo da formulagao)

foram caracterizados.

2.2.17 Difragao de raios-X (DRX)

As andlises de difragcdo de raios-X foram realizadas em difratbmetro Rigaku

Miniflex 600-C (Rigaku Corporation, Toquio, Japdo). Para tanto, as amostras foram
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trituradas para obtencao de p6 fino, em seguida o po foi espalhado uniformemente no
compartimento de amostra rotativo de vidro (fundo zero), com auxilio de uma lamina
de vidro. O equipamento foi configurado no modo de reflexdo com faixa de varredura
de 2,3° a 50° 20, foi aplicado velocidade de 10°/min (step de 0,02°). Os difratogramas
foram geradas pelo software SmartLab Studio Il (Rigaku Corporation, Toquio, Japao).

2.2.18 Solubilidade de saturagao

A solubilidade de saturagéo (equilibrio) foi avaliada por meio do método de
agitacao orbital em frascos (shake-flask) (BRASIL, 2011), utilizando estufa de
agitacao Tecnal TE 4080 (Tecnal, Sdo Paulo, Brasil) a 37 £ 1 °C com agitagédo de 150
RPM. Para o estudo foram considerados os meios: agua ultrapura (Milli-Q® Integral
10 (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), tampao fosfato pH 4,0 (acido
citrico/hidroxido de sédio/cloreto de hidrogénio) Certipur® (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha), tampé&o fosfato pH 6,8 e tampao fosfato pH 7,0 (hidrogenofosfato
dipotassicohidrogenofosfato  dissédico) Certipur® (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha).

Para o preparo da solugdo saturada do farmaco, 250 mg do besifloxacino
(matéria-prima) foi transferido para erlenmeyer contendo 250 mL dos meios descritos
anteriormente (concentragdo 1 mg/mL). Similarmente, foi transferido 4130 mg da
nanossuspensédo de besifloxacino 0,6% m/m (equivalente a 25 mg de besifloxacino,
densidade 1,0081 g/mL) para erlenmeyer de 25 mL (concentragdo 1 mg/mL). Para
esses preparos foi considerado a solubilidade declarada do besifloxacino de 0,143
mg/mL (DrugBank, 2022; Chemicalize, 2020; TOTOLI; SALGADO, 2018).

As amostras foram incubadas e depois de 24 e 48h foi retirado aliquota de
1mL, filtrado Millex®-HV-PVDF 13mm de didmetro, tamanho de poro 0,45um. Desse
fitrado foi transferido 500 yL para baldo volumétrico de 10 mL, o volume foi
completado com o0 mesmo meio do estudo (agua ultrapura, tampao pH 4,0, tampéo
pH 6,8 e tampao pH 7,0), concentragéo teorica 50 pg/mL. Depois disso as solugdes
amostras foram transferidas para vial de 2mL utilizando filtros Millex®-HV-PVDF
13mm de didmetro, tamanho de poro 0,45um e quantificadas em triplicata (trés

injecoes) por CLAE.
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2.2.19 Toxicidade em larvas da Galleria mellonella

As larvas da Galleria mellonella foram criadas no Laboratério de Quimioterapia
Antifungica (Departamento de Microbiologia ICB/USP), sendo incubadas a 30°C e
alimentadas com pdlen e cera de abelha. Larvas adultas foram selecionadas ao final
do estagio de desenvolvimento, com 2 a 2,5 cm de comprimento e 150 a 200 mg de
peso corporal (BASTIANI, F. W. M. S, 2018; SPADARI et al., 2019).

Para determinar a toxicidade, foi injetado 10uL da nanossuspensao de
besifloxacino 0,6% m/m, na ultima pré-perna esquerda das larvas (n=16 larvas por
grupo), o equivalente a dose de 500 mg/kg (0,06 mg/larva) de nanocristais de
besifloxacino e 750 mg/kg de Povacoat® (0,09 mg/larva). Além disso, solugdo salina
tamponada com fosfato estéril (pH 7,0) foi injetada em um grupo de larvas para
controle de lesdo mecanica e veiculo. As larvas foram mantidas a 37°C e a
sobrevivéncia de todos os grupos foi monitorada diariamente por 5 dias (BASTIANI,
F.W. M. S, 2018; SPADARI et al., 2019).

Todos os materiais utilizados no processo de obtengdo dos nanocristais e

preparo das amostras foram esterilizados.

2.3 Concentragao inibitéria minima (CIM ou MIC) da nanossuspensao de
besifloxacino 0,6% m/m

A concentragdo inibitéria minima (CIM ou MIC) foi determinada para o
cloridrato de besifloxacino (matéria-prima) e para nanossuspensao de besifloxacino
0,6% m/m frente a Staphylococcus aureus e a Pseudomonas aeruginosa. O método
utilizado foi o de diluicdo seriada. A determinagao da inibigdo e/ou crescimento dos
microrganismos foi realizada por espectrofotdmetro (BRASIL, 2020; HAAS et al.,
2010). A amostra da matéria-prima foi preparada conforme item 2.2.3.1 e para a
nanossuspensao, foi transferido 1mL da formulac&o para balao de 10mL, obtendo a
concentragao de 600ug/mL de cloridrato de besifloxacino. Os microrganismos, meios
de cultura e preparagao das suspensdes microbiana foram realizados conforme itens
2.2.3.1,2232e223.3.
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2.3.1 Estudos de estabilidade da nanossuspensao de besifloxacino 0,6%
m/m

Os estudos de estabilidade da nanossuspensao de besifloxacino 0,6% m/m
foram conduzidos em cémara climatica Climacell Eco Line (MMM Medcenter
Einrichttungen GmbH, Planegg, Alemanha) considerando os principais guias
regulatorios (FDA, 2003; ICH Q1, 2009) e RDC 318/2019 da ANVISA (BRASIL, 2019).
Para tanto, foram preparados trés lotes da formulagao, as amostras foram transferidas
para frascos de vidro tipo | ambar, fechados com tampas butilicas, lacrados com selo
de aluminio e acondicionados para estabilidade acelerado na condigao:
40°C+2°C/75%UR+t5%UR e estabilidade de acompanhamento na condigao:
25°C+2°C/60%UR15%UR.

Mensalmente, foram determinados o DHM, o IP, o PZ, o pH, o teor e avaliagao
do aspecto. Essa ultima para verificar possiveis alteracdo da coloragcdo, separagao
das fases e/ou sedimentagdo significativa nas amostras, sendo o resultado “de
acordo” ou “em desacordo”. Foi realizada analise de variancia (ANOVA) pelo software
Excel.
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Determinacgao do tamanho de particula do cloridrato de besifloxacino
(matéria-prima) e do Besivance® por difracao a laser

Como analise preliminar foi determinada a distribuigdo do tamanho de particula
inicial para o cloridrato de besifloxacino (matéria-prima) e do produto comercial
(Besivance® suspenséo oftalmica 0,6% m/m). Os resultados estdo apresentados na
Figura 4 e na Tabela 4.

Figura 4: Distribuicao do tamanho de particula para o produto comercial Besivance®

e do cloridrato de besifloxacino. Os picos representam a média de 3 leituras.
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Tabela 4 - Tamanho das particulas referentes ao cloridrato de besifloxacino (matéria-

prima) e ao produto comercial Besivance® (suspenséo oftalmica 0,6% m/m). N = 3.

Amostra Média (um) Moda (um) D1o (um) Dso (um) Doo (um)
Cloridrato  de
Besifloxacino 9,33423,217 11,29 4,450 10,20 12,80
i ®
Besivance 10,620+1,758 10,29 9,296 10,79 12,50

Com relagéo a distribuicado do tamanho de particula (Figura 4), observa-se a
formacéao de distribuicdo bimodal para ambas as amostras, produto e matéria-prima.
Nota-se que o pico principal apresenta a maior distribuicdo das particulas com
didmetro proximo a 10um (Figura 4), conforme apresentado na Tabela 4. Além disso,

o D90 evidencia que 90% das particulas possuem didmetro menor que 13um.
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Quanto aos valores de referéncia para o tamanho das particulas, a Therapeutic
Goods Administration (TGA) relata que a substancia ativa do produto comercial é
micronizada e o tamanho das particulas é controlado para didmetro médio nao
superior a 6um e D90 nao superior a 9um (TGA, 2014). Os tamanhos médios e D90
(Tabela 3) ndo atendem a esse critério, entretanto, ndo foram encontrados valores
especificados pela ANVISA e FDA.

E importante considerar que o tamanho da particula pode influenciar a
biodisponibilidade do farmaco. A Farmacopeia Americana (USP 43, 2021) recomenda
tamanho de particula menor que 10um. Essa recomendagao tem como objetivo o
conforto do paciente. Particulas maiores que 10pm podem provocar lacrimejamento,
com consequente expulsdo do produto.

Portanto, esses resultados evidenciam que a matéria-prima cloridrato de
besifloxacino (matéria-prima) se apresenta em escala micrométrica, proxima aos
valores de referéncia (produto comercial). Assim, justifica-se a obtencdo dos

nanocristais por moagem via umida em escala reduzida.

3.2 Microscopia 6ptica do cloridrato de besifloxacino (matéria-prima)

A microscopia optica foi realizada para verificar a caracteristica cristalina do
cloridrato de besifloxacino (matéria-prima). Nesse sentido, a microfotografia do
farmaco (Figura 5) apresenta cristais prismaticos irregulares, predominantemente.
Portanto, a matéria-prima utilizada para o desenvolvimento dos nanocristais esta
conforme descrito na literatura. De acordo com a Therapeutic Goods Administration

(TGA) nao sao conhecidos polimorfos do cloridrato de besifloxacino (TGA, 2014).

Figura 5 - Microfotografia do cloridrato de besifloxacino (matéria-prima), objetiva:
10x/0,25.
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3.3 Concentragao inibitéria minima (CIM ou MIC) do cloridrato de
besifloxacino (matéria-prima) e do Besivance®

A concentragéo inibitéria minima (CIM ou MIC) esta relacionada a sensibilidade
dos microrganismos aos antimicrobianos, ou seja, corresponde a menor
concentragao do farmaco capaz de inibir o desenvolvimento visivel do microrganismo
(BRASIL, 2020). Essa concentragao é avaliada por meio da avaliagao do crescimento
in vitro de um isolado especifico (HAAS et al., 2010).

Nesse sentido, foi analisada a atividade antimicrobiana in vitro do cloridrato de
besifloxacino (matéria-prima), antibiético adquirido para o desenvolvimento de
nanocristais. Adicionalmente, foi analisada a atividade antimicrobiana in vitro do
produto comercial Besivance®, empregando microrganismos frequentemente
causadoras da conjuntivite bacteriana.

Os resultados das absorbancias (Tabela 5) e da curva de inibicdo do
crescimento bacteriano (Figura 6) revelaram que a CIM para Pseudomonas
aeruginosa frente ao cloridrato de besifloxacino e do produto Besivance® foi de 1,58
e 0,99 pg/mL, respectivamente. Os valores reportados na literatura estdo entre 0,5 e
8 pg/mL (COMSTOCK et al.,, 2010; HAAS et al.,, 2009; HAAS et al., 2010;
SILVERSTEIN et al., 2012).

Com relagdo ao Staphylococcus aureus, a curva de inibigdo do crescimento
bacteriano (Figura 6) e os resultados (Tabela 6) revelaram que a CIM foi de 0,0957 e
0,0959 pg/mL frente ao cloridrato de besifloxacino e do produto Besivance®,
respectivamente. Os valores reportados na literatura estdo entre 0,03 e 8 pg/mL
(BAUSCH & LOMB INCORPORATED, 2020; COMSTOCK et al., 2010; HAAS et al.,
2009; HAAS et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2012).
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Tabela 5 - Absorbancias para CIM das suspensdes de cloridrato de besifloxacino
(matéria prima) e Besivance® frente a Pseudomonas aeruginosa. Para o padréo
(microrganismo 10% UFC/mL) foi obtido absorbancia de 1,093. Para o branco (meio

de cultura TSB sem inéculo bacteriano) foi obtido absorbancia de 0,004.

Cloridrato de besifloxacino (matéria-prima) Besivance®
Concentragao Absorbancia Crc_ascmento Absorbancia Crc_ascmento
(ug/mL) microbiano microbiano

60 0,003 - 0,002 -
30 0,009 - 0,046 -
15 0,017 - 0,003 -
7,5 0,011 - 0,008 -
3,75 0,700 + 0,066 -
2 0,896 + 0,437 +

1 0,258 + 0,519 +
0,5 0,350 + 0,712 +
0,25 0,881 + 0,914 +
0,125 0,969 + 1,016 +

(-): Negativo; (+): Positivo

Tabela 6 - Absorbancias para CIM das suspensdes de cloridrato de besifloxacino
(matéria prima) e Besivance® frente a Staphylococcus aureus. Para o padréo
(microrganismo 10 UFC/mL) foi obtido absorbancia de 1,093. Para o branco (meio

de cultura TSB sem inéculo bacteriano) foi obtido absorbancia de 0,004.

Cloridrato de besifloxacino (matéria-prima) Besivance®
Concentracao Absorbancia Crt_asmm_ento Absorbancia Crt_asmm_ento
(ug/mL) microbiano microbiano
0,6 0,023 - 0,053 -
0,3 0,057 - 0,063 -
0,15 0,068 - 0,078 -
0,075 0,765 + 0,735 +
0,04 0,752 + 0,758 +
0,02 0,833 + 0,640 +
0,01 0,823 + 0,723 +
0,005 0,926 + 0,853 +
0,0025 0,864 + 0,905 +
0,00125 0,83 + 0,830 +

(-): Negativo; (+): Positivo



52

Figura 6 - Curvas de inibicdo do crescimento bacteriano para determinagcéo da CIM
do cloridrato de besifloxacino (matéria-prima) e do produto Besivance® frente a

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.
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3.4 Desenvolvimento do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para quantificagado de besifloxacino

O desenvolvimento do método foi realizado conforme COSTA e colaboradores
(2019). De acordo com a Resolugédo RDC N° 166, de 24 de julho de 2017 (BRASIL,
2017) arevalidagéao € a repetigao parcial ou total da validagdo de um meétodo analitico.
A validagao parcial tem o objetivo de demonstrar, por meio de alguns parametros de
validagdo, que o método analitico previamente validado tem as caracteristicas
necessarias para a analise proposta.

Para a FDA (2015) e USP (2021) a revalidagao total ou parcial deve ser
considerada quando houver mudanga no procedimento analitico, como por exemplo,
alteracao de equipamentos, reagentes ou formulag¢des. Ainda, esse guia esclarece
que se deve revalidar, para garantir que o método analitico mantenha as
caracteristicas criticas de desempenho. O grau de revalidagado depende da natureza
da mudanca (FDA, 2015).

No presente estudo foi efetuada a validagdo parcial do método para
determinacao do teor de besifloxacino. As seguintes caracteristicas de desempenho
foram determinadas: linearidade, seletividade, precisdo e exatiddo, os critérios de

aceitagao foram de acordo com ICH Q2(R1).
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3.4.1 Teste de filtro

Esse teste é utilizado para avaliar a compatibilidade e possiveis interferéncias
dos filtros no preparo da amostra, conforme recomenda a RDC 166/2017 (ANVISA,
2017). Nessa validagao parcial, foram avaliadas possiveis interferéncias dos filtros
Millex®-HV-PVDF 13mm de diametro, poros de 0,45um. Assim, as areas obtidas nos
picos das amostras e padrdes (Tabela 7) mostram que ndo houve qualquer influéncia

nas respostas analiticas a partir da filtragem das solugdes.

Tabela 7 - Areas do padrdo e amostras obtidas nos cromatogramas do teste de filtro
Millex®-HV-PVDF 13mm de didmetro, poros de 0,45um.

Amostra Padrao

Descarte (mL) Area mAU*min Area mAU*min
0 46,8143 42,0312
1 46,8856 41,7377
2 46,6735 41,9911
5 46,7079 42,0635
Média 46,7700 41,9560
*DPR (%) 0,2080 0,3540

*DPR: desvio padrao relativo.

3.4.2 Seletividade

A seletividade do método analitico € demonstrada pela capacidade de esse
identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente (ICH 2005; USP 42,
2019; Brasil, 2017). Essa caracteristica de desempenho foi determinada por COSTA
e colaboradores (2014) por meio da degradacéao forcada das solugbes amostras e
padroes. Além disso, no estudo foram avaliadas as possiveis interferéncias dos
excipientes presentes no produto comercial (Besivance®) em todas as solugdes
analisadas. O estudo nao apresentou interferéncias na resposta analitica do
besifloxacino provenientes do diluente, da matriz, de impurezas ou de produtos de
degradacéo.

Adicionalmente, nessa validacao parcial, foi considerado placebo contendo o
Povacoat® (estabilizante), o glicerol (isotonizante) e cloreto de benzalconio

(conservante), utilizados na formulagao otimizada. Os cromatogramas do diluente, do
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placebo e da amostra da férmula otimizada (hanossuspensé&o de besifloxacino 0,6%
m/m) foram plotados (Figura 7). A comparacdo entre eles mostra que ndo houve
qualquer interferéncia nas respostas analiticas do besifloxacino e que o sistema
estava adequadamente estabilizado.

Além disso, a pureza do pico do cloridrato de besifloxacino foi confirmada. No
cromatograma (Figura 8), o valor de 1000 (match) corresponde a 100% de pureza do
pico com deteccdo UV em 295nm, utilizando matriz de diodo (DAD) (Figura 9),

indicando que o método é seletivo para a quantificacdo, conforme método proposto.

Figura 7 - Cromatogramas da amostra de nanossuspensao de besifloxacino (preto)

do diluente/fase movel (azul) e do placebo (rosa), para avaliagado da seletividade do

stodo
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Figura 8 - Pureza do pico de besifloxacino obtido a partir dos cromatogramas das

amostras do produto Besivance® e da formula otimizada (nanossuspensio de

besifloxacino 0,6% m/m).
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Figura 9 - Intensidade de deteccdo UV do pico de besifloxacino a 295nm.
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3.4.3 Linearidade

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentragao
de um analito em uma amostra (ICH 2005; USP 42, 2019; Brasil, 2017).

De acordo com os valores das areas dos picos com relagao as concentragcoes
(Tabela 8), o método foi linear apresentando coeficiente de correlagdo r=0,9996
(R2=99,96%) para as concentragdes do farmaco na faixa de 20 a 80ug/mL (Figura
10). A equacgao de regressao para o ajuste linear foi y = 0,8427x + 0,2336, onde x é
concentragéo e y € a area (Figura 11). De acordo com a analise estatistica o método
apresentou regressao linear (p<0,05) e ndo apresentou desvio para a linearidade
(p>0,05). Além disso, os graficos de linha ajustada (Figura 11) e versus ajustados
(Figura 12) apresentaram baixa dispersao dos resultados e indicam que os erros

foram aleatorios, evidenciando a homocedasticidade do método.

Tabela 8 - Valores das areas referentes aos picos de cloridrato de besifloxacino SRQ

para a constru¢ao da curva analitica (CLAE).

Nivel Concentragéo (pg/mL) Area (mAU*min) DPR* (%)

16,88178

40% 20 17,10275 1,030319
17,23003
25,16472

60% 30 25,45344 0,823094
25,57206
33,62921

80% 40 34,15813 0,907158
34,17338
42,00641

100% 50 4275946 0,96242
42,66674
50,56150

120% 60 50,80584 0,675787
51,23943
58,80348

140% 70 59,30284 0,671757
59,59082
66,87052

160% 80 67,83293 0,851824
67,90575

*DPR: desvio padrao relativo
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Figura 10 - Curva analitica de cloridrato de besifloxacino SQR com correlagao
0,99963 calculado pelo software Chromeleon® Version 6.80.
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Figura 11 - Grafico de linha ajustada de area versus concentragéo: curva de calibragédo

da linearidade.
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Figura 12 - Grafico de dispersao dos residuos para analise da linearidade do método por
CLAE.
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3.4.4 Precisao

A precisao deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de
ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser
validado (ICH 2005; USP 42, 2019; Brasil, 2017). Portanto, para a precisdo foram
avaliados dois aspectos diferentes: intradia (precisao por repetibilidade) e interdias
(preciséo intermediaria).

Na repetibilidade, as seis amostras (concentragdo de 50ug/mL de cloridrato de
besifloxacino da suspensao oftalmica) foram preparadas e analisadas considerando
as mesmas condi¢des analiticas, mesmo analista e mesmo equipamento (injetadas
em triplicata). Foram obtidos os valores de desvio padrao relativo (DPR) de 1,20% no
primeiro dia, 0,84% no segundo dia e 0,39% no terceiro dia. Esses valores
representam os resultados médios de 49,43ug/mL (98,9%), 49,83pg/mL (99,7%) e
49,85ug/mL (99,7%) para os doseamentos dos trés dias, respectivamente.

A precisao intermediaria foi avaliada pela determinacdo do DPR, entre os
resultados dos trés dias. Nesse caso, as analises (54 determinagdes) forneceram o
valor de DPR de 0,94%. Portanto, esses resultados (intradia e interdia) evidenciam

precisdo adequada do método analitico.
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3.4.5 Exatidao

A exatidao de determinado método analitico deve ser obtida por meio do grau
de concordancia entre os resultados individuais do método em estudo em relagao a
um valor aceito como verdadeiro (ICH 2005; USP 42, 2019; Brasil, 2017). Para isso,
foi utilizado o ensaio de recuperacao considerando trés niveis de concentracdo: 100,
120 e 140% (R1, R2 e R3). A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos, mostrando

exatidao satisfatéria para o método.

Tabela 9 - Determinacao da exatidao do método por CLAE para analise do cloridrato

de besifloxacino em suspenséo oftalmica.

Quantidade de SQR  Concentragcdo SQR Recuperagao DPR (%) Recuperagao
adicionado (ug) encontrada (ug/mL) (%) média (%)
R1 10,00 49,49 98,98 0,08
R2 20,00 59,44 99,07 1,31 99,03
R3 30,00 69,32 99,03 1,32

3.4.6 Comparacgao entre a validagao parcial com a validagao do método
referéncia

A validagao parcial do método evidenciou a capacidade de quantificar o
cloridrato de besifloxacino em suspensao oftalmica (0,6%). Assim, esse método tem
capacidade de quantificar o besifloxacino em diferentes matrizes, assumindo que a
preparagao da amostra seja adequada. Os resultados comparativos entre a validagao
parcial e a validagdo do método referéncia (COSTA, et al. 2019) estdo apresentados
na Tabela 10.

No que se refere a seletividade, embora nessa validacao parcial ndo tenha sido
realizado estudos de degradacdo forcada, o método foi desenvolvido tal qual o
método referéncia. Complementarmente, nesse estudo foi considerado placebo
contendo o estabilizante Povacoat®, o glicerol (isotonizante) e cloreto de benzalconio
(conservante), os resultados (Figura 8) evidenciaram que esses nao interferem nas
respostas analiticas. Portanto, o método ¢é seletivo para o besifloxacino na
nanossuspenséao (formulacdo otimizada). Para linearidade, preciséo e exatidao, os

resultados mostram equivaléncia entre as validagbes (Tabela 10).



60

Ainda, é importante considerar que, embora ndo tenha sido realizada ensaio
de robustez na validacao parcial, a obtengédo do tempo de retencao em 4,9 minutos,
evidencia que a separacgao do pico do cloridrato de besifloxacino é idéntica ao método
referéncia. A unica alteragao relacionada ao método referéncia foi a utilizacdo da
coluna com diametro de particula 1,5um menor.

A coluna utilizada por COSTA e colaboradores (2019) foi a coluna C-18
Agilent® Eclipse Plus (150mm x 4.6mm x 5um). Nesse estudo foi utilizado a coluna C-
18 Agilent® Eclipse Plus (150mm x 4.6 mm x 3,5um). Nesse caso, essa diferenga nio
interfere na capacidade do método, a diminui¢cao do didmetro das particulas da fase
estacionaria sé aumenta a eficiéncia da coluna (LANCAS, 2011).

Adicionalmente, nessa validagao parcial foi realizado o teste de filtro, o qual
ndo apresentou interferéncia proveniente do filtro Millex®-HV-PVDF 13mm de
didmetro, poros de 0,45um. Esse teste ndo foi demonstrado por COSTA e
colaboradores (2019).

Tabela 10 - Comparacgao entre a validagdo do método referéncia e a validacao parcial
para o desenvolvimento do método para quantificagado de cloridrato de besifloxacino

em suspensao oftalmica (0,6% m/m).

Parametro Método referéncia (COSTA, et al. 2019) Validagao parcial

Seletividade Seletivo Seletivo
Linearidade r=0,9998; p=>0,05 r=0,9996; p=> 0,05
Repetibilidade DPR = 0,74%, 1,73% e  Repetibilidade DPR = 1,20%, 0,84%
Precisao 0,88% e 0,39%
Intermediaria DPR = 1,41% Intermediaria DPR = 0,94%
Exatidao Recuperacao = 101,00% Recuperacao = 99,03%
Robustez* Tempo de retencao 4,9 min Tempo de retengao 4,9 min
Teste de filtro N&o demonstrado Sem interferéncias

*Parametro ndo avaliado na validagdo parcial, entretanto, a comparacgdo pode ser feita pelo tempo de

retencéo obtido entre os métodos.

3.5 Estudo exploratéorio para o desenvolvimento de nanocristais de
besifloxacino empregando moagem via umida em escala reduzida

A moagem via umida em escala reduzida apresenta como principal vantagem

sua simplicidade e viabilidade econémica. Nesse sistema atuam as forgas de impacto
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entre as particulas de farmaco, entre essas com as esferas de zirconio e as forgas de
impacto entre as particulas com a parede de vidro do recipiente de moagem. As
condicbes de elevada energia de impacto e cisalhamento permitem a
nanopulverizagdo do material (ROMERO et al., 2016).

A forma farmacéutica comercial do besifloxacino foi desenvolvida a partir da
tecnologia de administragcdo de medicamentos denominada DuraSite™ (InSite Vision,
Inc., Alameda, EUA). Nessa tecnologia, um veiculo constituido de polimero sintético
(acido poliacrilico reticulado) permite aumentar o tempo de retengcéo do farmaco na
superficie do olho (BAUSCH & LOMB INCORPORATED, 2020; COSTA et al., 2014;
TOTOLI; SALGADO, 2018). Apesar do uso dessa tecnologia, & necessario

administrar o medicamento 3 vezes ao dia (MAHVAN et al., 2014).

Nesse sentido, a obtengao de nanocristais de cloridrato de besifloxacino possibilita
aumentar a bioadesividade as membranas bioldgicas (superficie do olho), permitindo
a reducdo da dose (BARBOSA et al., 2016; CHEN et al., 2017; DAVIS et al., 2018;
TYNER et al., 2017). No presente estudo foram testados diferentes estabilizantes
visando a obtencdo dos nanocristais. Esses estabilizantes foram comparados
considerando a sua eficiéncia na redugao do tamanho de particula e os resultados

preliminares para sua estabilidade fisica.

Os estabilizantes foram testados na concentracao de 0,6% (m/m) na razao 1:1
com o cloridrato de besifloxacino, utilizando tampéao fosfato pH 7,0 como diluente.
Esse diluente foi utilizado para evitar alteracbes nas formulacdes provenientes de
flutuacdes do pH. Nessa condi¢cao de pH o farmaco nao é solubilizado, diferentemente
do processo de fabricagdo do produto referéncia (Besivance®). Nesse processo, o
cloridrato de besifloxacino é dissolvido, e apds a dissolugao, promove-se precipitagcao
do farmaco a pH 6,5 (forma zwitterion do ativo) (TGA, 2014).

Adicionalmente, a utilizagcdo desse tampéao permite manter o pH das formulagdes
na faixa do pH lacrimal. O pH da lagrima varia de 6,5 a 7,6, sendo o valor médio de
7,0 (ABELSON et al., 1981). Esses pesquisadores utilizaram microssonda de vidro
para realizar medigdes do pH lacrimal em pacientes saudaveis. Considerar essas
caracteristicas fisiolégicas é essencial para o desenvolvimento da formulag&o

adequada.
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3.5.1 Estudo exploratério I: Diametro hidrodinamico médio (DHM) da
particula, indice de polidispersao (IP) e potencial zeta (PZ)

As determinagdes do DHM e do IP foram efetuadas em intervalos de 24h do
processo de moagem (tempo de processo: 4 dias). Apenas os estabilizantes
poloxamer 407 e o polissorbato 80 apresentaram didmetro hidrodindmico médio
(DHM) das particulas na escala nanométrica, apos 24h de moagem (Tabela 10). No
segundo dia (48h de moagem), o TPGS apresentou redugdo do DHM, entretanto, a
partir do terceiro dia, foi observado aumento do tamanho das particulas ou a nao

redugao significativa do tamanho (Tabela 11).

Tabela 11 - Determinacdo do didmetro hidrodindmico médio (DHM) em nm e indice
de polidispersao (IP) para estudo exploratorio | do desenvolvimento de nanocristais

de besifloxacina 0,6% (m/m). Condi¢des: 1200 RPM e 30% (m/m) esferas de zirconio.

Tempo de processo (moagem)

1 dia 2 dias 3 dias 4 dias

Estabilizante DHM P DHM IP DHM IP DHM IP

Poloxamer P 407  275,5+1,7  0,155+0,029 381,6+11,1 0,0174£0,021 1020,0+179,1 0,217+0,099 948,7+159,1 0,231+0,030
Poloxamer P188  1790,0+600,5 0,245+0,208 2164,0+656,5 0,069+0,048 2164,0+854,2 0,158+0,066 2512+858,8 0,177+0,094
TPGS 1180,0+145,6 0,135+0,093 715,6+71,7 0,214+0,042 1010,0+228,1 0,277+0,066 1618+275,5 0,329+0,094
Polissorbato 80 518,9+9,3 0,129+0,70 1324,0+261,3 0,21940,032 1451,0+227,7 1324,0+261,3 1437,0£325,7 0,311+0,052
BAC 2181,04538,6 0,798+0,335 3566,0+844,0 0,092+0,050 2171,0£¢607,8 0,255+0,205 3043,0+756,7 0,300+0,260
CPC 2731,0£957,3 0,165+0,059 2935,0+¢637,5 0,168+0,123 2171,0+607,8 0,255+0,205 2789,0+655,2 0,159+0,056
16-BAC 2037,0+739,7 0,165+0,059 1915,0+¢377,4 0,168+0,123 1742,0+284,0 0,321+0,204 1570,0+191,3 0,474+0,124

No que se refere aos poloxamers 188 e 407, esperava-se resultados similares
quanto a estabilizagdo na reducdo do tamanho das particulas. Esses estabilizantes
sdo polimeros em bloco de polioxietileno e polioxipropileno. O poloxamer 407 é
constituido de 70% de polioxietileno e 30% polioxipropileno, massa molecular média
de 12600 (g/mol)), 33% a mais comparado ao poloxamer 188 (massa molecular média
de 8400 (g/mol) (MCLAIN, V. C, 2008). Além disso, o poloxamer 188 tem maior grau
de hidrofilicidade, o que pode propiciar menor interagdo com a molécula de

besifloxacino.
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Quanto ao tempo de moagem, foi observado aumento do tamanho de particula a
partir do segundo dia para o poloxamer 407, estabilizante com melhor resultado
preliminar (Tabela 11). Essa mudanga pode ser explicada a partir do fenédmeno de
maturacédo de Ostwald (Ostwald ripening), responsavel pelas alteragdes do tamanho
e distribuicdo das particulas. Nesse fenbmeno ocorre agregagao ou crescimento
progressivo das particulas maiores a partir das particulas menores (nanocristais) em
funcao do tempo de processo (SKRDLA, P. J.; YANG, H, 2019).

Considerando esses resultados insatisfatérios (Tabela 11), foram preparadas
novas formulagdes contendo os estabilizantes poloxamer 407, TPGS e polissorbato
80. A concentracdo do farmaco, dos estabilizantes e os parametros de processo
foram mantidos, entretanto, o tempo de moagem foi reduzido para 24h. Esse tempo
de moagem foi definido com o objetivo de avaliar os resultados iniciais e monitorar a
estabilidade das formulagbes imediatamente ap6s a moagem (tempo zero), apds 48h,
72h, 7 dias e 15 dias, por meio das medidas de DHM, IP (Tabela 12) e potencial zeta
(PZ) (Tabela 13).

Com referéncia ao DHM, apenas o poloxamer 407 apresentou distribuicdo
monomodal com DHM médio de aproximadamente 337,7 nm, apos 24h de moagem.
Entretanto, foi observado variabilidade nas medidas do DHM entre o tempo zero e 15
dias. Ainda relacionado ao poloxamer 407, € importante considerar que nao houve
variagao significativa do IP. Esse apresentou valor médio de aproximadamente 0,2.
Isso confirma que a distribuicdo do didmetro das particulas se encontra em estreita
faixa. Os estabilizantes polissorbato 80 e TPGS nao permitiram a reducdo do DHM,

portanto, ndo foram avaliados nos tempos seguintes.

Tabela 12 - Estabilidade do diametro hidrodinamico médio (DHM) em nm e indice de
polidispersao (IP) para os estabilizantes poloxamer 407, TPGS e polissorbato 80 nos

intervalos de tempo: imediatamente apds a moagem, apds 48h, 7 dias e 15 dias.

Estabilizante* 24h 48h 7 dias 15 dias
DHM P DHM IP DHM IP DHM IP

Poloxamer P 407 337,7+14,6 0,190+0,025 405,3+19,7 0,212+0,021 418,549,9 0,151+0,050 415,5+7,9 0,150+0,050

TPGS 796,5+56,7 0,200+0,050 1570,0+191,3 0,475+0,124 - - - -

Polissorbato 80  1100,0+33,5 0,192+0,076 - - - - - -

(-): ndo houve medigao; *tempo do processo de moagem: 24h
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Quanto ao potencial zeta (Tabela 13), os resultados para o poloxamer 407
permaneceram similares, indicando que nao houve alteragao na carga superficial. O
potencial zeta para o polissorbato 80 e o TPGS nao foram monitorados nos tempos
de 48h, 72h e 7 dias e 15 dias por nao ter apresentado reducdo do DHM.

Alguns fatores que influenciam diretamente no valor do potencial zeta séo pH,
a forga ibnica do meio e a concentracdo dos componentes da formulagdo. Em
concentragdes muito elevadas a luz dispersa nao é detectada (BHATTACHARJEE,
2016). A medicao do potencial zeta € influenciada, também, pela condutividade do
meio dispersante (Varenne et al., 2019). Por isso, foi feito diluicdo 1:24 da amostra
em tampé&o fosfato pH 7,0 com condutividade de 2238 uS/cm, obtendo atenuador (7),
adequado para as leituras e sem variacoes.

O potencial zeta é o potencial no plano de cisalhamento (entre a camada de Stern
e a camada difusa), baseado na mobilidade das particulas em fungéo da repulsé&o ou
da atragdo eletrostatica ou das cargas entre elas (BHATTACHRJEE, 2016;
MALVERN, 2020). Particulas de cargas semelhantes se repelem, aquelas com cargas
elevadas sdo menos suscetiveis a flotagdo e agregacao e tornam as amostras mais
estaveis (MALVERN, 2020). Essa medida tem o objetivo de predizer a estabilidade
fisica das nanosuspensodes (FDA, 2017).

Tabela 13 - Determinacao do potencial zeta para os estabilizantes poloxamer 407,
TPGS e polissorbato 80 nos intervalos de tempo: imediatamente ap6s a moagem,
apo6s 48h, 72h e 7 dias e 15 dias.

Formula 24h 48h 72h 7 dias 15 dias
Poloxamer P 407  -1,13+0,31 -1,2840,03 -1,32+0,14 -1,34+0,45 -1,30+0,40
TPGS -2,77%0,20 -2,54+0,19 - - -

Polissorbato 80 -1,54+0,32 - - -

(-): ndo houve medigéo; *tempo do processo de moagem: 24h

Assim sendo, o poloxamer 407, polimero n&o ibnico, permitiu a estabilizagao da
nanossuspensdo por impedimento estérico (Tabela 13). De acordo com Boles e
colaboradores (2016), o impedimento estérico ocorre por meio da adsorgéo de
moléculas dos estabilizantes na superficie das nanoparticulas. Tal fenédmeno impede
fisicamente o contato entre as particulas, reduzindo a atuagao das forgas de atracao

de Van der Waals.
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Como o poloxamer 407 faz parte da formulacdo do Besivance®, foi proposto
continuar o estudo exploratério (estudos exploratérios Il e Ill) com o objetivo de

identificar estabilizante alternativo visando a obteng¢ao de formulacéo inovadora.

3.5.2 Estudo exploratério Il: Diametro hidrodindmico médio (DHM) da
particula e indice de polidispersao (IP)

Nesse estudo foram preparadas novas formulagdes, com objetivo de testar outros
estabilizantes e combinagdes entre eles e o Poloxamer 407. Os resultados estéo

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Determinacdo do didmetro hidrodindmico médio (DHM) em nm e indice
de polidispersao (IP) para estudo exploratério |l do desenvolvimento de nanocristais

de besifloxacino 0,6% (m/m). Condi¢des: 1200 RPM e 30% (m/m) esferas de zirconio.

Tempo de processo (moagem)

Estabilizante 1dia 4 dias
DHM IP DHM IP
BSF 60mg + KL 60mg 2550,0£196,6  0,296+0,037 3426,0+427,4  0,185+0,089
BSF 60mg + POVA 60mg 782,918,9 0,247+0,008 972,8+21,4 0,298+0,017
BSF 60mg + P407 30mg + KL 30mg 949,4+105,5 0,286+0,024 4267,0£626,2  0,173+0,134
BSF 60mg + P407 30mg + POVA 30mg  3473,0+102,8 0,329+0,053 1056,0+53,2 0,213+0,058
BSF 60mg + HS 15 100mg 1427,0£380,6  0,097+0,042 1002,0+223,8 0,276+0,030
BSF 60mg + HS 15 50mg + POVA 50mg  812,8+26,3 0,086+0,072 1122,0+81,5 0,132+0,038

As determinagbes do DHM e do IP foram efetuadas apds 1 dia e 4 dias do
processo de moagem (tempo de processo: 4 dias). Apenas os estabilizantes
Povacoat® e a combinacdo de P407 + Kollicoat® apresentaram didmetro
hidrodinamico médio (DHM) das particulas na escala nanométrica, apds 24h de
moagem (Tabela 14). Apds 4 dias de processo de moagem foi observado aumento
do tamanho das particulas de todas as férmulas, assim, como no estudo exploratério
| (3.3.1). Esse evento também pode ser explicado pelo fendmeno Ostwald ripening,
conforme mencionado anteriormente.

Diante desses resultados, ainda insatisfatorios, foi procedido o terceiro estudo

exploratério (Estudo exploratério I11).
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3.5.3 Estudo exploratério Ill: Diametro hidrodinamico médio (DHM) da
particula e indice de polidispersao (IP)

Os estabilizantes Povacoat® e Quitosana se mostraram promissores para a

reducao do tamanho das particulas nos estudos | e Il. Nessa terceira etapa eles foram

testados em diferentes concentragcbes e combinagdes com outros estabilizantes. O

tempo de processo foi de 4 dias e as medidas de DHM e IP foram realizadas a cada

24h de processo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - Determinagao do didmetro hidrodinamico médio (DHM) em nm e indice

de polidispersao (IP) para estudo exploratério Il do desenvolvimento de nanocristais

de besifloxacino 0,6% (m/m). Condi¢des: 1200 RPM e 30% (m/m) esferas de zirconio.

Tempo de processo (moagem)

1 dia 2 dias 3 dias 4 dias
Férmula DHM P DHM P DHM P DHM P
'fgoFm(sgomg*POVA 5985435 0,096:0094 5866184 0,131:0020 607,849.9 0,11840,032 607,2¢11,56 0,216£0,013
BSF 60mg + POVA 1828,0463,9 0,18840,033 1372,0¢150,8 0,07540,052 1435,0£83,7 0,17840,043 1692,04237,0 0,195%0,075
30mg + TPGS 30 mg
?goFmegong'TPGs 2200,0£561,6 0.275:0,080 2883,0:580,0 1618+2755 3374,0:1188 06700025 ) ]
BSF60mg +KL30MG 175,171 01415071 68364164 0091£0,067 688,3+250 0,155:0,038 594,7422,57 0,195£0,019
+ QUITO 30mg
EOSHI:QGOmg+QUITO 1671,06196,8 0,25640,059 1724,0£109.0 0,814+0,098 1403,0+162,9 0,439+0,077 ; -
'fOSOFm(Sgong'QU'TO 2029,0£52,8 0.270+0,037 1889,0+268,6 0.346:0,068 22000543 04170060 ; -
BSF 60mg + P407 400,2+14,54 0,196:0,036 380,90+2,7 0,202:0,072 329,6+9,5 0,189:0,016 267,615 0,215+0,005
50mg + QUITO 50mg
BSF 60mg + P407 5141361 0,010£0,059 519.8+33,64 0200:0039 4175:253 0,199:0023 3553+7.1  0,1920,019
30mg + QUITO 30mg
BSF 60mg + POVA
Somg ¢ QUITO bomg 1904026156 0,24010,007 2080,01804.2 0,150:0,066 2181.04804,2 0,15040,066 ) ]
BSF 60mg + POVA
OOmy T QUITO 30mg 62154196 0,163:0,033  912.04356 027120020 101204356 0.271:0,020 ) ]
BSF 60mg + QUITO 1465 010044 0,213£0,050 1801,04546,6 07410262 1988,0+546,6 0,741+0,262 ; -

30mg

(-): ndo houve medigao.

Nesse sentido, o Povacoat® permitiu a redugdo das particulas apds 24h de

processo. Entretanto, ndo foi observada reducdo significativa do tamanho das
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particulas apoés 4 dias de processo de moagem. Ja para a combinagdo dos
estabilizantes P407 e quitosana, a redugéao do tamanho das particulas foi progressiva,
logo apés o primeiro dia de processo. Em contrapartida, embora combinagdées com a
quitosana tenha apresentado redugao do tamanho das particulas, esse estabilizante
isolado nao permitiu a reducdo do DHM. As outras formulagdes contendo combinagéo
do Povacoat® e TPGS e somente o TPGS (Tabela 15), ndo apresentaram redugdo do
tamanho das particulas.

Diante disso, foi realizado estudo para avaliar a estabilidade das formulacdes
dessa etapa (estudo exploratorio lll), as quais permitiram a redugdo do tamanho das
particulas para escala nanométrica. As formulacdes e respectivos resultados de DHM

e |IP estdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 - Estabilidade do diametro hidrodinamico médio (DHM) em nm e indice de
polidispersdo (IP) para o estudo exploratério Ill, nos intervalos de tempo:
imediatamente apds a moagem (T0), 7 dias, 15 dias e 30 dias. Tempo de processo 4

dias.

TO 7 dias 15 dias 30 dias

Férmula DHM IP DHM DHM DHM IP DHM IP

?OSOmesgomg‘”POVA 607,2+11,56 0,0,216:0,013 662.2+10,7 0,252+0,040 660,9+155 0,254+0,020 679418 0.233£0,013
BSF 60 mg + KLT

30mg + QUITO 30mg 594,7+22,57 0,195+0,019 1205,0+173,9 0,259+0,046 2098,0+466,7 0,267+0,121 - -

BSF 60mg + P407
50mg + QUITO 50mg

BSF 60mg + P407
30mg + QUITO 30mg

267,6¢1,5 0,215%0,005 398,056  0,235+0,027 428,8+10,8 0,224+0,014 - -

355,3+7,1 0,192+0,019 570,1+18,67 0,266+0,074 479,2+19,35 0,208+0,020 - -

(-): ndo houve medigo.

A unica féormula que manteve estabilidade do tamanho (DHM), ap6s 30 dias, foi
a formula contendo o estabilizante Povacoat®. A combinacdo dos estabilizantes
Kollicoat® e quitosana dobrou de tamanho (aumento de 102,6%), logo apds 7 dias,
em 15 dias o DHM teve aumento de 252,8%. Embora as formulas contendo a
combinacao de P407 e quitosana apresentem tamanho abaixo de 500 nn, as duas
férmulas apresentaram aumento progressivo do DHM durante o periodo avaliado. As

férmulas contendo P407 50mg + quitosana 50mg e P407 30mg + quitosana 30mg
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apresentaram aumento de 60,2% e 34,9%, respectivamente. Além disso, no 15° dia

foi observado sedimentagao nas formulagdes, conforme Figura 13.

Figura 13 - Estabilidade (aspecto) das formulas BSF 60mg + POVA 100mg (F1), BSF
60 mg + KLT 30mg + QUITO 30mg (F3), BSF 60mg + P407 50mg + QUITO 50mg
(F7) e BSF 60mg + P407 30mg + QUITO 30mg (F8). Apds 15 dias.

No que se refere ao tempo de processo, os resultados mostraram que
combinagdes dos estabilizantes Kollicoat e Poloxamer 407 com a quitosana auxiliam
na reducdo do tamanho das particulas. Nesse caso, quanto maior o tempo de
processo, foi observada maior reducdo do tamanho das particulas. Entretanto, as
combinagdes desses estabilizantes ndo permitiram a estabilidade das férmulas
(Figura 13). Observou-se incompatibilidade desses estabilizantes com o
besifloxacino.

Ainda, considerando o tempo de processo, foi observado que 24h é suficiente
para obtencédo de nanocristais com o estabilizante Povacoat®, além disso, a formula
se manteve estavel pelo periodo de 30 dias (Tabela 16) e o aspecto da formulag&o
foi preservado no periodo avaliado, ou seja, ndo foi observada sedimentagéao (Figura
13).

Para confirmar o tempo de processo, a férmula contendo Povacoat® foi preparada
novamente. Foram mantidas as mesmas condi¢gdes de processo, entretanto, foram
utilizadas apenas 2 barras magnéticas. Essa alteragcdo permitiu verificar se a
quantidade de barras magnéticas constitui variavel importante para o processo.

A Tabela 17 indica o tempo adequado de processo de 24h, além disso, foi
observado que apenas duas barras magnéticas séo suficientes para a redugdo do

tamanho das particulas.
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Tabela 17 - Determinacdo do didmetro hidrodinamico médio (DHM) em nm e indice
de polidispersao (IP) para estudo exploratorio Il do desenvolvimento de nanocristais
de besifloxacina 0,6% (m/m). Condi¢des: 1200 RPM, 30% (m/m) esferas de zircénio

e duas barras magnéticas.

Tempo de moagem (processo)
1 dia 4 dias

Formula DHM P DHM IP

BSF 60mg + POVA 100mg 578,3+4,2 0,098+0,067 616,6+15,9 0,197+0,049

Tendo em vista os resultados obtidos (Tabelas 15, 16 e 17), o estabilizante
Povacoat® permitiu a obtengdo de nanocristais de besifloxacino. Esse componente
estabilizou a nanossuspensao no periodo de 30 dias. Portanto, esse composto foi
selecionado para a etapa de planejamento experimental.

Desenvolvido como excipiente farmacéutico, com utilizagao ja consolidada para
processos de revestimentos e de granulagdo Umida, o Povacoat® (Figura 14) tem pKa
de 3,56 em acido forte e 9,5 em base forte, com carga de 0,03 em pH 6,5. Esse
copolimero vem sendo estabelecido como agente estabilizante, prevenindo
agregacdes de nanocristais (COMPRI, et al., 2019; LIN, et al., 2016; MELO, et al.
2020; OCHlI, et al., 2014; UEDA, et al., 2014; YUMINOKI, et al., 2014; YUMINOKI, et
al., 2016; ZUO, et al., 2020).

Figura 14 - Estrutura Quimica do Povacoat®.

—ECHz—CIH};{CHz—CIH}__—

OH o
c::=o <I2H3
CHZ—ECHz—(le:[CHz—CI: }-
c=0 c=0
Sn &
En,
Ca7H78N12012S Fonte: DAIDO Drug Master File No. 18033.

Melo e colaboradores (2020) desenvolveram nanocristais de rifampicina
utilizando o Povacoat® como estabilizante. Os pesquisadores obtiveram nanocristais
com DHM menor que 500nm, a redu¢édo do tamanho de particulas foi de 100 vezes

com relacdo ao farmaco na forma micronizada (~ 50 pym). Além disso, esse
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estabilizante permitiu manter a estabilidade fisica da nanossuspensao por dois anos
a4°C.

Nesse mesmo sentido, o Povacoat® possibilitou a obtengédo de nanocristais de
acido ordtico com tamanho médio de 100-200nm, reducéo de 500 vezes em relagao
ao farmaco, o qual tem tamanho de particulas de 44,3um. No estudo, os
pesquisadores destacaram a melhora na solubilidade de saturagdo dos nanocristais,
a qual foi aumentada em até 13 vezes em relagao ao farmaco micronizado (COMPRI,
et al., 2019).

Com a mesma abordagem, Zuo e colaboradores (2020) desenvolveram
nanossuspensdo de esculetina com Povacoat® (1:1). Os pesquisadores também
relataram aumento significativo da solubilidade de saturagdo dos nanocristais
(200nm) em comparagéao ao farmaco na forma de pé micronizado (ZUO et al., 2020).

Esses estudos suportam o desenvolvimento de nanocristias de besifloxacino
utilizando o estabilizante Povacoat®, possibilitando a obtencdo de formulagdo

inovadora para o tratamente da conjuntivite bacteriana.

3.6 Otimizagdo da nanossuspensiao de besifloxacino + Povacoat®
aplicando desenho de experimento Box-Behnken

O planejamento Box-Behnken se refere a experimento de superficie de resposta
(Minitab® 18). Para esse modelo sdo considerados, pelo menos, trés fatores. Nesse
sentido, os estudos exploratérios permitiram estabelecer a velocidade de agitagcéao
como parametro critico do processo (variaveis independentes), assim como, a
concentragéo do estabilizante (Povacoat®) e a concentragdo do farmaco (Tabela 18).
Assim, esse experimento foi utilizado para avaliar a resposta ou variavel dependente,

o didmetro hidrodinamico meédio (DHM).

Tabela 18 - Variaveis independentes e niveis selecionados para o experimento Box-
Behnken.

Nivel Besifloxacino (m/m) Estabilizante (Povacoat®) (m/m) Velocidade (rpm)
Minimo (-1) 0,4 0,6 800
Ponto central (0) 0,6 0,8 1000

Maximo (+1) 0,8 1,0 1200
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A concentragdo de Povacoat® (1,0% m/m) obtida nos estudos exploratérios foi
considerada para estabelecer a concentragdo maxima desse estabilizante no
desenho experimental. A concentragdo minima estabelecida foi de 0,6% (m/m). Essa
concentracdo refere-se a relagdo ao farmaco de 1:1 e também foi testada nos
ensaios preliminares. Os fatores para a concentragado do farmaco (Tabela 18) foram
selecionados, com objetivo de avaliar efeito sinérgico na redu¢do do DHM. Os valores

de DHM estao apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 - Determinacdo do didmetro hidrodindmico médio (DHM) obtidos para as
preparag¢des de nanocristal de besifloxacino. Matriz de planejamento de experimentos

Box-Behnken. Condigbes: 30% (m/m) esferas de zircbnio e duas barras magnéticas.

Férmula Ordem Ponto Central Besifloxacino Povacoat® Velocidade DHM (nm)

1 1 2 0,4 0,6 1000 641,2+45,2
2 12 2 0,6 1,0 1200 596,7+27,6
3 11 2 0,6 0,6 1200 651,7+61,8
4 8 2 0,8 0,8 1200 677,5+78,4
5 5 2 0,4 0,8 800 638,6+33,0
6 13 0 0,6 0,8 1000 585,3+21,7
7 4 2 0,8 1,0 1000 592,9+28,1
8 10 2 0,6 1,0 800 608,3+18,6
9 2 2 0,8 0,6 1000 748,4+47,6
10 7 2 0,4 0,8 1200 595,4+35,2
11 3 2 0,4 1,0 1000 666,7+37,6
12 9 2 0,6 0,6 800 666,7+51,6
13 6 2 0,8 0,8 800 661,5+35,4
14 15 0 0,6 0,8 1000 587,6+30,1
15 14 0 0,6 0,8 1000 578,9+12,3

Diante desses resultados (Tabela 19) é possivel observar que os valores
maximos e minimos de DHM foram de 748,4+476 nm e 578,9+12,3 nm,
respectivamente. Os resultados das formulas 6, 14 e 15 (585,3+21,7 nm, 587,6+30,1
nm e 578,9+12,3 nm) evidenciaram que as concentracbes de besifloxacino, de
Povacoat® e a velocidade de agitagdo com maiores impactos na redugéo do DHM
foram aqueles estabelecidos no ponto central (0). No que se refere a concentragao
do farmaco, foi mantida a mesma concentragcdo do produto referéncia (0,6% m/m),
importante para garantir a concentragcdo minima inibitéria (MIC) do antibiético. Os

valores de IP foram menores que 0,2.
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Para essa otimizagdo, a analise de variancia (Tabela 19) mostrou que o modelo
quadratico foi significativo (valor de p menor que 0,05; a <0,05) e apresentou valor
nao significativo para falta de ajuste (p-valor = 0,154). Todas as variaveis
apresentaram os termos quadraticos significativos: besifloxacino*besifloxacino,
povacoat*povacoat, velocidade*velocidade. Além disso, foram observadas
interagdes entre besifloxacino e povacoat e besifloxacino e velocidade de agitagao. A
interacdo entre o besifloxacino e o povacoat resultou na redugdo do tamanho de
particula, enquanto que a interacéo entre o besifloxacino e a velocidade de agitagao
favoreceu o seu aumento (Eqg. 1). Adicionalmente, os resultados revelaram que os
termos quadraticos influenciam no aumento do DHM. Essas influéncias também estéao
apresentadas nos graficos de contorno e de superficie de DHM (Figura 15 e Figura
16).

Tabela 20 - Analise de variancia para testar a significancia dos termos obtidos para a
variacao de DHM de particula das preparacdes de nanocristal de besifloxacino. As
variaveis sdo: concentragédo de besifloxacino (% m/m), concentragdo de Povacoat®

(% m/m) e velocidade (rpm).

Fonte GL SQ (Aj.) QM (Aj.) Valor F Valor-P
Modelo 8 30471,9 3808,99 45,16 0,0001
Linear 3 9902,4 3300,82 39,14 0,0001
Besifloxacino 1 2791,2 279117 33,09 0,001
Povacoat 1 6749,5 6749,48 80,03 0,0001
Velocidade 1 361,8 361,81 4,29 0,084
Quadrado 3 104744 3491,47 41,40 0,0001
Besifloxacino*Besifloxacino 1 7149,8 7149,80 84,77 0,0001
Povacoat*Povacoat 1 3688, 1 3688,06 43,73 0,001
Velocidade*Velocidade 1 865,7 865,70 10,26 0,019
Interagdo com 2 Fatores 2 10095,0 5047,52 59,85 0,0001
Besifloxacino*Povacoat 1 9218,9 9218,88 109,30 0,0001
Besifloxacino*Velocidade 1 876,2 876,16 10,39 0,018
Erro 6 506,1 84,34
Falta de ajuste 4 465,4 116,35 5,72 0,154
Erro puro 2 40,6 20,32 * *
Total 14 30977,9

GL: grau de liberdade; SQ (Aj.): soma dos quadrados ajustados; QM (Aj.): média quadratica ajustada;

Valor-F: F estatistico; Valor-P: nivel de significancia; * valor ndo calculado pelo software Minitab®18.
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A equacao de regressao obtida para o modelo matematico do experimento esta

descrito na Equacao 3.

Equacéo 3:
DHM = 1608 — 637 Besifloxacino — 689 Povacoat — 1,021 Velocidade
+ 1100 Besifloxaino * Besifloxacino + 790 Povacoat * Povacoat
+ 0,000383 Velocidade * Velocidade — 1200 Besifloxacino * Povacoat
+ 0,370 Besifloxacino * Velocidade

Onde, DHM: didmetro hidrodindmico médio.

O coeficiente de determinagéo e o coeficeinte de determinagdo ajustado (R? =
98,37% e R2 (Aj.) = 96,16%) estdo préximos, permitindo concluir que valores néo
significativos ndo foram considerados para o modelo (Tabela 21). O R-quadrado
previsto indica quao bem um modelo de regressdo prevé respostas para novas
observagoes. Nesse caso, o R? (prev) foi de 75,85%, geralmente, valores acima de

70% indicam boa previsao.

Tabela 21 - Significancia dos coeficientes de regressao codificados e indice de ajuste
do modelo selecionado na avaliagdo DHM nanocristais de besifloxacino.

Termo Coef EP de Coef Valor-T Valor-P  VIF
Constante 583,93 5,30 110,13 0,000

Besifloxacino 18,68 3,25 5,75 0,001 1,00
Povacoat -29,05 3,25 -8,95 0,000 1,00
Velocidade -6,72 3,25 -2,07 0,084 1,00
Besifloxacino*Besifloxacino 44 .00 4,78 9,21 0,000 1,01
Povacoat*Povacoat 31,60 4,78 6,61 0,001 1,01
Velocidade*Velocidade 15,31 4,78 3,20 0,019 1,01
Besifloxacino*Povacoat -48,01 4,59 -10,45 0,000 1,00
Besifloxacino*Velocidade 14,80 4,59 3,22 0,018 1,00

S: 9,18% R?: 98,37% R? (Aj.): 96,16% R? (prev): 75,85%

Coef: coeficiente; EP de Coef: erro padrao de coeficente; Valor-p: nivel de significancia dos termos;
VIF: fator de inflagdo da variancia; S: desvio; R2: coeficiente de determinacao; R? (Aj.): coeficiente de

determinacao ajustado; R%(prev): coeficiente de determinagéo de previsdo do modelo ajustado.
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Figura 15 - Grafico de contorno relativo a avaliagdo do DHM do nanocristal de

besifloxacino, cujas variaveis s&o: concentracdo de besifloxacino (%

concentragdo de Povacoat® (% m/m) e velocidade (rpm).
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Figura 16 - Grafico de superficie relativo a avaliagdo do DHM do nanocristal de

besifloxacino, cujas variaveis s&o: concentracdo de besifloxacino (%

concentragdo de Povacota® (% m/m) e velocidade (rpm).
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No grafico de probabilidade normal (Figura 17), a proximidade dos pontos na
linha central indicam que provavelmente os residuos estao distribuidos normalmente.
O histograma se refere as caracteristicas dos residuos, nesse caso, a distancia dos
residuos (barras) indicam que a predigdo de normalidade pode ter sido afetada. Essa
caracteristica pode ser observada em amostra pequena, pois, cada barra n&o possui
pontos de dados consideravel para mostrar assimetria ou outliers. Individualmente,

os graficos Versus ajustados e Versus Ordem evidenciam que os residuos sao
independentes e os erros sao casuais.

Figura 17 - Gréfico de residuos para o modelo estatistico da formulagao de nanocristal
de besifloxacino 0,6% m/m com o estabilizante Povacoat®.
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Sendo, DHM: Diametro hidrodinamico médio.

3.6.1 Verificagdo do modelo estatistico de otimizagao da nanossuspensao
de besifloxacino 0,6% m/m

Para a verificagdo do modelo foram preparadas duas formulacbes com
tamanhos de particulas alvo (F1: alvo 600 nm, F2: alvo 576 nm). As formulag¢des

foram mantidas as seguintes condigbes: 30% de esferas de zircénio e duas barras
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magneéticas, quantidade total ajustada para 10g com tampé&o fosfato pH 7,0. Os
resultados de DHM experimental (F1 e F2) foram proximos ao valores tedricos de

cada formulagao, portanto, evidenciam a validade do modelo (Tabela 22).

Tabela 22 - Variaveis obtidas no desenho experimental de Box-Behnken para as
preparagdes de nanocristal otimizadas e respectivos valores de diametro

hidrodindmico médio (DHM) tedrico e experimental.

Besifloxacino  Povacoat®  Velocidade DHM EP do DHM
Formulacéo (% m/m) (% m/m) (rpm) teorico (hm) ajustado Experimental IP
F1 0,6 0,8 834 600 5,18 639,9+30,3 0,101+0,056
F2 0,6 0,9 1044 576 4,97 560,3+4,2  0,098+0,067

Tendo em vista a estabilidade microbiolégica da formulagao, foi proposta a adigao
de 0,01% m/m de cloreto de benzalcbnio. Esse componente é regulatoriamente aceito
como conservante antimicrobiano de colirios e é utilizado em nanossuspensodes
(EMA, 2017; PETERS, et al., 2021). Para tanto, foi preparada a formulagéo alvo 576
nm (F2) com adicdo e sem adicao desse conservante. Os resutados (Tabela 23)
mostram que a adi¢ao desse conservante (0,01%) ndo influencia no DHM, IP e PZ da
formulacdo. Esse resultado demonstra que mesmo sendo um componente catidnico,
a concentragéo adicionada n&o influenciou nos valores de potencial zeta. Portanto,
essa formulagao foi considerada para as analises subsequentes: caracterizacao e

estudos de estabilidade, visando a garantia da qualidade da nanossuspensao.

Tabela 23 - Determinagao do didmetro hidrodinamico médio (DHM) em nm, indice de
polidispersao (IP) e Potencial Zeta (PZ) em mV obtidos para as preparagdes de
nanocristal otimizadas (nanossuspenséo 0,6% m/m), sem adi¢gdo de conservante e
com adicao de 0,01% de cloreto de benzalcdnio (conservante).
Férmula DHM IP PZ

Nanossuspensdo sem adicdo de  5g 3,4 o 0,098+0,067 -10,10,15

cloreto de benzalcdnio
Nanossuspensao com adi¢éo de

0,01% m/m de cloreto de 552,1+14,3 0,145+0,140 -10,2+0,10
benzalcbnio
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3.7 Distribuicao e tamanho das particulas da nanossuspensao de
besifloxacino 0,6% m/m por espalhamento de luz dindmica (DLS) e por
difragao a laser (DL)

Tendo em vista a importancia do tamanho das particulas nas nanossuspensoes
e sendo essa uma das principais caracteristicas dos produtos em escala nanométrica
(FDA, 2014), é fundamental a determinagao por duas técnicas distintas. Para tanto,
foi preparado novo lote de nanossuspenséo de besifloxacino 0,6% m/m e analisado
por difragcéo laser (DL) e por espalhamento de luz dindmico (DLS), sendo essa ultima
a principal técnica, utilizada no decorrer desse estudo.

A determinacdo por DLS esta relacionada ao movimento browniano das
particulas, o qual promove espalhamento de luz laser em diferentes intensidades. Em
consequéncia, o tamanho da particula é determinado utilizando a relacdo Stokes-
Einstein. Ja a distribuicdo de tamanho de particulas por DL esta relacionada a
modificagao da intensidade de luz espalhada em fun¢&o do angulo de espalhamento,
fundamentada pela teoria de Mie (HORIBA, 2010; MALVERN, 2021).

Para evitar alteracbes do tamanho, do indice de polidispersdao e prevenir
dissolucdo dos nanocristais de besifloxacino durante as medicbes, foi utilizada
solugao saturada do farmaco para dispersao na técnica DLS e tampao fosfato pH 7,0
para a técnica DL. Essas precaugdes sao fundamentais para manter as
caracteristicas fisicas dos nanocristais (MELO, et al., 2020).

A analise por DLS apresentou DHM = 531,1+2,7 nm e IP = 0,102+0,031, ja a
analise por DL apresentou D90 = 0,309 ym (Tabela 24), em que 95,08% das
particulas apresenta tamanho < 0,564 ym (Figura 18). Assim, a nanossuspensao de
besifloxacino 0,6% m/m apresenta tamanho da particula aproximadamente 17 vezes
menor quando comparada ao tamanho médio das particulas do cloridrato de
besifloxacino (matéria-prima) e do produto comercial (Besivance®) (aproximadamente
10 ym). Além disso, a similaridade entre os resultados das duas técnicas (DLS e DL)
evidenciaram que o processo de moagem foi adequado.
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Tabela 24 - Determinagcdo do diametro hidrodindmico médio (DHM) e indice de
polidispersdo (IP) por espalhamento de luz dindmica (DLS) e distribuicdo das

particulas por difragdo a laser (DL) da nanossuspenséao de besifloxacino 0,6% m/m.

Espalhamento de Luz Dindmica (n = 3)

DHM IP
531,1£2,7 nm 0,102+0,031
Difracdo a Laser (n = 3)
D10 D50 D90 Média
0,064 pm 0,130 um 0,309 um 0,212 ym

Figura 18 - Distribuicdo das particulas da nanossuspenséo de besifloxacino 0,6% m/m

por difracédo a laser (DL).
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3.8 Osmolalidade

A pressdao osmoética exerce funcdo fundamental em todos os processos
biolégicos nos quais ocorre difus&o de solutos ou transferéncia de fluidos através das
membranas. Essa € uma propriedade coligativa dependente do numero de moles de
solutos presentes na solugdo. Portanto, determinar o nimero de soluto em solugao
para as formulagdes de administracdo parenteral ou oftalmico é essencial e tem
objetivo de prever e controlar potenciais danos aos tecidos biologicos (USP 43, 2021).

Comumente, a quantidade de moles de soluto em solugao é reportada por meio
da osmolaridade, a qual expressa a quantidade teérica em osmoles L (Osmol/L) de
uma solucédo em relacédo ao volume. Entretanto, a osmolaridade nao pode ser medida
pelos métodos instrumentais, para isso, pode ser realizado calculos tedricos a partir
das medidas instrumentais de osmolalidade (USP 43, 2021).

A osmolalidade é determinada pelo numero de moles de solutos por quilograma
de solvente (mOsmol/kg), a partir das propriedades coligativas da solugao (USP 43,
2021). Os resultados da osmolalidade da nanossuspensao de besifloxacino 0,6% m/m

otimizada estdo apresentados na Tabela 25.
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Tabela 25 - Resultados de osmolalidade da nanossuspenséao de besifloxacino 0,6%
m/m (férmula otimizada). Para as medidas foram consideradas amostra sem adi¢ao

de glicerol e a amostra com adigéo de glicerol (1,0% m/m).

Amostra Osmolalidade (mOsmol/kg) Média (mOsmol/kg)
N 50 ofimizad 166,0
anossuspenséo otimizada 164.0 164.3¢15
(sem adicao de glicerol)
163,0
Nanossuspensao otimizada 304,0
com adicéo de glicerol (1,0% 303,0 303,7+0,6
m/m) 303,0

De acordo com esses resultados (Tabela 25), € possivel observar que a
formulacdo otimizada sem ajuste de tonicidade tem osmolalidade abaixo do
determinado pela Farmacopeia Americana. Esse compéndio estabelece que o valor
padrao para solug&o isoosmaotica € a solugao de cloreto de sddio (NaCl) a 0,9%, que
apresenta osmolalidade de 285 mOsmol/kg e osmolaridade de 284 mOsmol/L (USP
43, 2021). Ainda, esses valores estdo abaixo com relagdo ao produto referéncia
(Besivance®), o qual é uma suspensdo isotdbnica com osmolalidade de
aproximadamente 290 mOsm/kg (BAUSCH & LOMB INCORPORATED, 2020;
TOTOLI; SALGADO, 2018).

Diante disso, foi proposto o ajuste da osmolalidade da nanossuspensao de
besifloxacino 0,6% m/m (formula otimizada). Normalmente, o ajuste de osmolalidade
pode ser realizado com solugéo de cloreto de sodio 0,9% m/m, entretanto, esse néo
€ indicado para o ajuste das nanossuspensdes, ja que pode alterar o potencial zeta e
desestabilizar a formulagao. Para isso, foi considerado o glicerol, o qual € um agente
osmético neutro (BAZAN HENOSTROZA, et al., 2021).

Ap0s a adigao de 1,0% (m/m) de glicerol, os resultados (Tabela 25) obtidos para
a nanossuspensao de besifloxacino 0,6% m/m ficaram préximos aos valores padréao
de solucgao de cloreto de sddio 0,9%, conforme preconiza a Farmacopeia Americana.
E importante considerar que valores entre 171 e 1711 mOsm/kg podem ser tolerados,
sem desconforto ao paciente (USP 43, 2021). Além disso, esses resultados estédo
similares em relagéo aos valores declarados para o produto referéncia (Besivance®).
Ainda, essa osmolalidade esta equivalente a osmolalidade da lagrima durante o sono
(280 a 293 mOsm/kg) e ao decorrer do dia (231 a 446 mOsm/kg) (TERRY, J. E.; HILL,
R. M., 1978).
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3.9 pH

O pH obtido para a formulagdo otimizada (nanossuspenséo de besifloxacino
0,6% m/m) foi de 6,52, mesmo pH do produto comercial Besivance® (pH = 6,5). Esse
valor esta dentro dos valores de referéncia da Farmacopeia Americana (USP 43,
2021), a qual estabelece que valores de pH entre 3,0 e 8,6 sdo toleraveis para as
formulagdes oftalmicas. Além disso, esse resultado pode ser considerado ideal, sem
promover desconforto aos pacientes, ja que o pH lacrimal varia de 6,5 a 7,6, sendo o
valor médio de 7,0 (Abelson et al., 1981). Ainda, esse resultado mostra que a
nanossuspensao esta devidamente tamponada evitando flutuagbes de pH,
contribuindo com a sua estabilidade.

3.10 Viscosidade e densidade

A determinacgao da viscosidade das preparacdes oftalmicas ndo € um requisito
compendial, mas, deve ser considerada para especificagdes dos produtos e depende
da formulacéo proposta (USP, 43). Do ponto de vista das nanossuspensdes, esse
atributo é fundamental, pois o0 aumento da viscosidade permite melhor estabilidade
do DHM das particulas, evitando agregacdo (Ostwald ripening). Além disso, o
aumento da viscosidade favorece o aumento do tempo de residéncia do medicamento
no olho, melhorando a biodisponibilidade. Entretanto, preparagdes com elevada
viscosidade pode inibir a difusdo do farmaco da formulagéo para o olho (USP, 43).
Ainda, alta viscosidade pode aumentar o desconforto do paciente (dor e viséo turva)
e pode causar variabilidade de dose (SANTOS, et al., 2020). No caso do produto
comercial (Besivance®) a tecnologia DuraSite™ oferece viscosidade de
aproximadamente 1500 cps (BAUSCH & LOMB INCORPORATED, 2021),
aumentando ainda mais esses inconvenientes.

No que se refere a nanossuspensédo de besifloxacino 0,6% m/m (formulacao
otimizada), apresentou densidade de 1.0081g/mL e viscosidade média de 2,40+0,01
cP. Esses valores estdo dentro da faixa da viscosidade do fluido lacrimal, a qual varia
de 1,05 a 5,97 cP. Além disso, preparagcdes com viscosidade abaixo de 20 cP nao

causam desconforto aos pacientes (ALDRICH et al., 2013). No caso das
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nanossuspensdes, o0 aumento da area superficial do farmaco possibilita maior

interagdo com os meios biologicos.

3.1 Quantificagao do teor de besifloxacino na nanossuspensao 0,6%
m/m por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O ensaio de quantificagdo tem o objetivo de medir o analito presente em uma
determinada amostra (ICH Q2 R1, 2005). Esse, € um atributo de qualidade
fundamental aplicado aos produtos farmacéuticos em escala nanométrica (FDA,
2017). Além disso, trata-se de um requisito legal para avaliagcdo dos niveis de
qualidade dos medicamentos (USP 43, 2021). Assim, foi determinado o teor do
besifloxacino na nanossuspensao 0,6% m/m (férmula otimizada).

Para essa quantificagdo, primeiramente foi verificado a adequabilidade do
sistema cromatografico (system suitability), conforme Tabela 26. Para isso, foi
injetado o padrao calibragdo em quintuplicata para obteng¢ao da curva de calibragao.
O tempo de retengao foi de 4,9 minutos, conforme validado, o coeficiente de
correlagdo obtido (concentragao x area) foi r = 0,9934 (R?=99,34) e dessas replicatas
foi obtido desvio padréo relativo (RSD) de 0,18%. Esses resultados encontram-se de
acordo com o especificado (£2,0%) pela Farmacopeia Americana (USP 43, 2021) e
indicam que os requisitos de precisdo foram atendidos para o método.

O numero de pratos tedricos indica eficiéncia da coluna e adequabilidade para
a nitidez do pico, a qual € fundamental para a deteccdo dos componentes (USP 43,
2021). No que se refere ao fator resposta e ao fator de cauda indicam separacgéao
adequada com relagao ao sinal analitico e a concentracéo do analito (ANVISA, 2017).
O fator de capacidade (K’) € uma indicagdo de quanto tempo um composto pode ser
retido pela coluna, ou seja, se refere a razdo do tempo de retencdo para o tempo
morto (dead time) da fase estacionaria. De acordo com o manual do software
Chromeleon™, o valor de K’ adequado para esse sistema CLAE deve ser entre 1 e 5
(Thermo, 2005), mostrando que para essa analise esse item foi atendido
adequadamente.



82

Tabela 26 - Avaliagdo da adequabilidade do sistema cromatografico (system
suitability) obtidos a partir do padrao calibragdo (50ug/mL) para quantificacdo do

besifloxacino na nanossuspensao (0,6% m/m). Software ChromeleonTM versé&o 6.80.

Tempo . Assimetria Pratos Fator de Fator de
Area Fator e .
de . tedricos capacidade cauda
n mAU*min resposta ,
retencido K)
4,903 40,89969 1,22250 1,36 10249 1,77 1,43
4,903 40,73877 1,22733 1,39 10304 1,77 1,46
4,903 40,76167 1,22664 1,38 10249 1,77 1,45
4,840 40,75934 1,22671 1,40 10249 1,74 1,46
4,843 40,71097 1,22817 1,35 10282 1,74 1,42
Média 4,879 40,77409 1,22627 1,38 10267 1,76 1,44
*DPR (%) 0,17900

*DPR: desvio padrao relativo.

No que se refere a quantificagao, a formula otimizada apresentou teor médio
de 98,24% (Tabela 27). Esse resultado indica que além do método recuperar
adequadamente, conforme validado, evidencia a capacidade do processo. A
determinacao do teor sera realizada para avaliagao nos estudos de estabilidade e

sera considerada a faixa de 90,0 a 110,0% da concentracéo declarada.

Tabela 27 - Resultados da quantificagcdo de besifloxacino na nanossuspensao

otimizada (0,6% m/m), concentragéo teérica: 50ug/mL.

Concentracgao Média por

'I;ztrgﬁgécle m :\LrJe*amin encontrada amostra aMﬁglt?ap(?’L) *DPR (%)
(ug/mL) (bg/mL)
4,833 39,8396 48,85
Amostra 1 4,833 39,8565 48,87 48,86 97,72 0,04
4,843 39,8290 48,84
4,840 40,1219 49,20
Amostra 2 4,840 40,3783 49,51 49,38 98,76 0,33
4,840 40,3142 49,44
Média (geral) 4,832 40,0566 49,12 49,12 98,24 -
*DPR (%) (geral) 0,63
*DPR: Desvio padréo relativo.
3.12 Liofilizagdao da nanossuspensao de besifloxacino 0,6% m/m

A liofilizagdo da nanossuspenséo foi realizada para a obtengao de amostras
sélidas visando as analises de caracterizagdao morfologica e analises térmicas. Os
resultados do DHM, do IP e do PZ antes e apOs o processo de secagem estao
apresentados na Tabela 28. O DHM da formulagédo apos liofilizagdo permaneceu
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inalterado em relacédo ao DHM da formulagédo antes do processo de secagem, com
distribuicdo monomodal (Figura 19). Além disso, ndo houve alteracao significativa do
potencial zeta e indice de polidispersao, indicando a eficiéncia da liofilizacao.
Adicionalmente, foi verificado que o tempo de redispersao dos nanocristais foi rapido

e sem observar agregados aparentes.

Tabela 28 - Determinagao do didametro hidrodinamico médio (DHM) em nm, indice de
polidispersao (IP) e Potencial Zeta (PZ) em mV, para verificar a eficiéncia do processo

de liofilizagdo. Férmula otimizada (nanossuspenséao de besifloxacino 0,6% m/m).

DHM B Pz
Antes da liofilizagao 510,548 5 0.05240.060 70.66£0.27
Apcs liofilizagao 514.4+27.0 0.153+0,118 -8,66+0,68

(ressuspensao)

Em geral, sdo utilizadas substancias com fungdes crioprotetoras e lioprotetoras
nas formulagdes, como por exemplo, 0 manitol. Esses excipientes evitam alteragdes
nos nanocristais durante o processo de liofilizagdo (MELO et al., 2020). Entretanto,
para a nanossuspensao de besifloxacino 0,6% m/m nao foi necessaria essa adicao.
Nesse sentido, considerando a possibilidade de liofilizacdo do produto para uso
oftalmico, tem a vantagem de menor numero de substancias adicionadas na

formulagado, com menor risco ao paciente.

Figura 19 - Distribuigdo (monomodal) do DHM das particulas da nanossuspensao de
besifloxacino 0,6% m/m por espalhamento de luz dindmica (DLS), para verificar a

eficiéncia do processo de liofilizacao.
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3.13 Analise térmica

Os resultados de calorimetria exploratorio diferencial (DSC) (Figura 20)
mostraram o perfil de temperatura térmica esperado para cada componente da
formulacédo analisados individualmente. No que se refere ao besifloxacino (matéria-
prima), nao foi observado eventos térmicos na faixa de temperatura estudada, mesmo
comportamento observado por Santos e colaboradores (2020). Complementarmente,
as analises Termogravimétrica (TG) e Termogravimetria Derivada (DTG)
comprovaram perda de massa desse antibidtico apds 255°C, quando todos os demais
componentes da formulagdo também ja estavam em processo de decomposigéao
térmica (Figura 21 e Figura 22).

Para os nanocristais foi observado curva endotérmica em aproximadamente
180°C, nesse caso, essa teve deslocamento em temperatura anterior com relacéo a
mistura (197°C). Entretanto, é possivel evidenciar que essa curva esta relacionada a
soma dos eventos térmicos dos componentes individuais, principalmente, do
Povacoat® (Figura 20). Portanto, a analise mostrou a estabilidade térmica dos
nanocristais considerando que ndo foram observados eventos de degradacdo até
180°C. Além disso, a semelhanca das curvas de DSC dos nanocristais e da mistura
mostram que a forma cristalina foi mantida. Ainda, essa analise permite evidenciar a

compatibilidade entre os componentes.

Figura 20 - Curvas DSC dos componentes da formulagdo, da mistura (mesma

proporc¢ao da formulagao) e dos nanocristais de besifloxacino.
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Figura 21 - Termogravimetria (TG) dos componentes da formulagdo, da mistura

(mesma proporgéo da formulagéo) e dos nanocristais de besifloxacino.
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Figura 22 - Termogravimetria Derivada (TG) dos componentes da formulagdo, da

mistura (mesma proporg¢ao da formulacao) e dos nanocristais de besifloxacino.
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3.14 Difracao de raios-X (DRX)

De acordo com os resultados de DRX obtidos para os nanocristais (Figura 23)
€ possivel observar os principais picos do besifloxacino nos éngulos 20 de 10,6, 19,7
e 21,1°, permitindo garantir que a forma cristalina é predominante na formulagéo
liofilizada. Ainda, esse resultado esta conforme apresentado por King e colaboradores
(2010), patente: WO 2010/111116, em que o cloridrato de besifloxacino é
caracterizado por difratogramas com picos em angulos 20 de 10,6, 15, 19,7, 21,1 e
22° £ 0,2.

No que se refere aos picos formados apds o angulo 20 30 °, esses estao
relacionados, principalmente, a base livre do besifloxacino que apresenta baixa
solubilidade em pH 6,5, condigdo do processo de moagem e da nanossuspensao.
Mesmas caracteristicas observadas durante o processo de fabricacdo do produto
Besivance®, onde o sal de HCI é convertido em base livre (KING, et al., 2010). Ainda,
€ possivel que esses picos estejam relacionados a interagao da base livre do farmaco
com o estabilizante Povacoat® (Figura 24), para formagao do nanocristal. Portanto,
esses resultados permitem confirmar que a fase cristalina é predominante na

nanossuspensao.

Figura 23 - Difracdo de raios-X do cloridrato de besifloxacino (matéria-prima) e dos

nanocristais (nanossuspensao 0,6% m/m liofilizada).
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Figura 24 - Difragédo de raios-X do besifloxacino (BSF), da mistura dos componentes
da formulagédo, do Povacoat® (POVA) e dos nanoscristais (NC) (nanossuspensio

0,6% m/m liofilizada).
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3.15 Microscoépio eletrénico de varredura (MEV)

Os resultados da microscopia eletrénica de varredura (MEV) apresentaram a
morfologia do besifloxacino matéria-prima (Figura 25a,b) e dos nanocristais de
besifloxacino (Figura 25c,d). As microfotografias mostraram alteracdo da forma
cristalina prismatica irregular (Figura 25) para forma aproximadamente esférica, apos
o processo de moagem. Ainda, as micrografias evidenciaram que os nanocristais

estao envolvidos em uma leve camada, provavelmente, relacioanada ao estabilizante

Povacoat®.
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Figura 25 - Microfotografia do besifloxacino matéria-prima (A, B) e dos nanocristais
de besifloxacino (C, D).
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3.16 Solubilidade de saturagao

As analises para determinagao da solubilidade de saturagéo foram conduzidas
em quatro condi¢des de pH (agua ultrapura, tampéao fosfato pH 4,0, pH 6,0 e pH 7,0),
acima do minimo determinado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2011). A concentragao de besifloxacino dissolvido em cada meio foi determinada por
CLAE, utilizando o método validado para quantificagcdo e indicativo de estabilidade.
Os testes foram realizados em ftriplicata para cada condigdo (Tabela 29) e
apresentaram desvio padrao relativo abaixo de 1,5% para todos os meios, atendendo
aos requisitos da RDC 37 (BRASIL, 2011).

A solubilidade da matéria-prima em agua esta de acordo com a literatura (0,143
mg/mL) (DrugBank, 2022; Chemicalize, 2020; TOTOLI; SALGADO, 2018). Entretanto,
a nanossuspensao apresentou solubilidade menor nesse meio (Tabela 29), isso se
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deve a elevagao do pH a neutralidade quando a nanossuspensao (tamponada em pH
7,0) é adicionada nesse meio no inicio dos testes, conforme observado na Tabela 30
e Figura 27. Em tampao pH 4,0 os resultados para matéria-prima e nanossuspensao
foram préoximos, sendo que a nanossuspensao apresentou resultados relativamente
maiores.

A Figura 26 mostra os resultados da solubilidade de saturag&o do cloridrato de
besifloxacino (matéria-prima) e da nanossuspensdo. No que se refere ao tempo de
incubacédo, nado foram observadas alteracdes significativas apos 24 e 48h. Os
nanocristais aumentaram a solubilidade em aproximadamente duas vezes em tampao
fosfato pH 6,8 e pH 7,0, com relacdo a matéria-prima. E importante ressaltar, que
essa é a faixa de pH do Besivance®, produto referéncia (TGA, 2014). Além disso,
essa € a faixa de pH ideal para formulacdes oftalmicas, considerando o pH lacrimal
(ABELSON et al., 1981).

Portanto, a obtengdo dos nanocristais estabilizados com o Povacoat® permitiu
aumento da solubilidade do besifloxacino em pH 6,8 e pH 7,0. Essa caracteristica
permite aumentar a biodisponibilidade da formulagao oftalmica em relacdo ao farmaco
na escala micrométrica (BARBOSA et al., 2016; CHEN et al., 2017; DAVIS et al.,
2018; MELO et al., TYNER et al., 2017).

Tabela 29 - Concentragdes obtidas para avaliacido da solubilidade de saturacdo do
besifloxacino (matéria-prima) e da nanossuspensdo (besifloxacino 0,6% m/m).

Condicado: 37 + 1 °C a 150 RPM. Concentracéo tedrica analisada 50 uyg/mL. N = 3.

Besifloxacino (MP) Nanossuspensdo
. 24h 48h 24h 48h
Meio Média Média Média Média
0, 0, 0, 0,
pg/mL (ug/mL) DPR%  pg/mL (ug/mL) DPR% pg/mL (ug/mL) DPR% pg/mL (ug/mL) DPR%
) 52,02 52,06 11.10 9,08
Agua 5192 5201 017 5220 5217 0,18 1116 11,11 0,43 9.06 9,07 013
52.09 52,04 11,07 9.07
TFpH 50,46 50,73 51,40 51,45
40 5083 2046 072 g4 5065 091 51.19 51,12 0,71 5160 51,50 0,19
50.10 51.07 50.79 51.46
TFpH 6,17 5,57 9,91 9,74
68| 618 16 052 g5 555 0.44 9.84 9,84 0,35 9,71 9,70 047
6.12 5.52 9.88 9.65
TFpH 6,06 4,82 9,88 9,55
70 609 008 032 e 485 0.45 9.90 9,90 0,25 9.58 956 0,25
6.10 4.85 9.93 9.54

DPR%: Desvio padréo relativo; TF: Tampé&o fosfato; MP: Matéria-prima.
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Figura 26 - Solubilidade de saturagdo do besifloxacino (matéria-prima) e da
nanosuspensao (besifloxacino 0,6% m/m). A) Solubilidade apdés 24 horas de

incubacéao. B) Solubilidade ap6s 48h de incubagao.

A) Solubilidade de saturagao, B) Solubilidade de saturagdo,
incubacéao: 24h, 150 RPM a incubacéo: 48h, 150 RPM a
37°C 12 37°C
12 9,70 9,56
9,84 9,90 10
10
8
o 555
6,16 )
] ! 6,08 6 —
4 4
2 2
0 0
pH 6,8 pH 7,0 pH 6,8 pH 7,0
H Nanossuspensdo B Matéria-prima ® Nanossuspensao M Matéria-prima

Figura 27 - pH das amostras ao final da incubagao (periodo 48h, 150 RPM a 37 +

1 °C) para a determinacgéo da solubilidade de saturagéo. N = 3.
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Tabela 30 - pH inicial e final (ap6s 48h) das amostras durante a avaliagdo da
solubilidade de saturagao do besifloxacino (matéria-prima) e da nanossuspenséao
(besifloxacino 0,6% m/m). Condigéo: 37 £ 1 °C & 150 RPM. N = 3.

Meio Besifloxacino (matéria-prima) Nanossuspenséo
pH inicial pH final pH inicial pH final
Agua 4,14+0,03 4,1340,02 6,97+0,02 6,84+0,02
TFpH4,0 3,93+0,02 3,9510,03 3,9510,01 3,97+0,02
TFpH6,8 6,76+0,01 6,73+0,05 6,81+0,01 6,83+0,01
TFpH7,0 6,96+£0,04 6,99+0,01 6,99+0,01 7,02+0,01

TF: Tampao Fosfato.
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1.1 Toxicidade da nanossuspensao de besifloxacino 0,6% m/m em larvas da
Galleria mellonella

A toxicidade do besifloxacino em suspensao oftalmica 0,6% m/m é baixa, pois,
a sua exposigao sistémica € minima (COMSTOCK, et al., 2010; COSTA, et al., 2014;
PROKSCH, et al., 2009). Para avaliagdo da toxicidade dos nanocristais de
besifloxacino (nanossuspensao 0,6% m/m) foi utilizado o modelo in vivo em larvas de
Galleria mellonella. Esse modelo vem sendo utilizado como procedimento de triagem
para estudos de toxicidade, em alternativa a utilizagcdo de mamiferos (BASTIANI, F.
W. M. S, 2018; PIATEK, et al., 2021; SPADARI et al., 2019).

Para tanto, larvas de Galleria mellonella (n=16) submetidas a inje¢do da dose
maxima da formulagdo dos nanocristais de besifloxacino ou Povacoat® e o grupo
tampao fosfato como controle do veiculo foram incubados a 37°C e observados
diariamente por 5 dias para a constru¢do da curva de sobrevivéncia (Figura 28).
Portanto, a nanossuspensado de besifloxacino 0,6% m/m (nanocristais) na dose
maxima (500 mg/kg) e o estabilizante Povacoat® (750 mg/kg) ndo apresentaram
toxicidade nas larvas de G. mellonella. Todos os grupos apresentaram 100% de

sobrevivéncia ao final do experimento (Figura 28).

Figura 28 - Toxicidade dos nanocristais de besifloxacino (500 mg/kg) e Povacoat®

(750 mg/kg) em modelo larvario de Galleria mellonella.
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1.2 Concentragao inibitéria minima (CIM ou MIC) da nanossuspensao de
besifloxacino 0,6% m/m

Os valores da CIM foram determinados em funcao da presencga/auséncia de
crescimento microbiano para os tubos de ensaio contendo as diluigdes seriadas
(0,125 a 60 pg/mL). A CIM para o cloridrato de besifloxacino (matéria-prima) e para a
nanossuspensao frente a Pseudomonas aeruginosa foi de 1,60 ug/mL. Frente a cepa
de Staphylococcus aureus, os resultados da CIM para o besifloxacino (matéria-prima)
e para a nanossuspensao foram de 0,0958 e 0,0960 pg/mL, respectivamente. Esses
resultados sao similares aqueles observados nas analises preliminares da matéria-
prima e do produto referéncia (item 3.3). Além disso, estao de acordo com os valores

reportados por HAAS e colaboradores (2009).

1.3 Estudos de estabilidade da nanossuspensao de besifloxacino 0,6%
m/m

Os estudos de estabilidade foram realizados com objetivo de avaliar possiveis
alteracbes fisico-quimicas da nanossuspensao de besifloxacino 0,6% m/m no
decorrer do tempo. Quanto ao aspecto, foi realizado avaliagdo das amostras em cada
tempo dos estudos, com todos os resultados “de acordo”, indicando homogeneidade,
sem alteragdo da coloragdo, do odor, separacdo das fases e/ou sedimentagcao
significativa nas amostras. Em cada tempo foi visualizado pequeno sedimento de
aproximadamente 1mm de espessura no fundo dos frascos, esse sedimento se
desfaz, por meio de homogeneizagao manual.

Para o estudo de estabilidade acelerado (Tabela 31), foi observado aumento do
DHM acima de 50 nm entre a analise inicial (tempo 0) e 30 dias, para os trés lotes.
Por isso, a analise de variancia (ANOVA) apresentou alteragdo estatisticamente
significativa (valor-p = 0,00033) para o periodo avaliado. Tal resultado pode estar
relacionado ao pequeno sedimento (=1mm de espessura) observado na analise
visual. Entretanto, para as analises dos periodos posteriores, foi observado
estabilidade do DHM, sendo que entre 30 e 90 dias n&o foi observada diferenca
estatisticamente significativa (valor-p = 0,93582).

Adicionalmente, foi observada distribuicdo monomodal (Figura 31) apés 90 dias

de incubacgao, com indice de polidisperséo (IP) < 0,2, sem alteragéo estatisticamente



93

significativa (valor-p = 0,22239). Similarmente, n&do foram observadas alteragdes
significativas do pH (valor-p = 0,78369) e do potencial zeta (valor-p = 0,18212) no
periodo avaliado. Os resultados de PZ obtidos durante a estabilidade acelerada
(Tabela 31) foram os esperados, pois o farmaco possui carga neutra em pH 7,0 e o
Povacoat® permite estabilidade estérica (YUMINOKI et al., 2014, 2016). No que se
refere a concentragao do besifloxacino, foi determinado o teor no tempo 0 e no final
do estudo (90 dias). Os resultados (Tabela 31) evidenciaram estabilidade do conteudo

do farmaco no periodo do estudo.

Tabela 31 - Determinagao do didmetro hidrodinamico médio (DHM) em nm, indice de
polidispersao (IP), Potencial Zeta (PZ) em mV, teor e pH, para estudo de estabilidade
acelerado da formulagdo otimizada (nanossuspensao de besifloxacino 0,6% m/m),
nos intervalos de tempo: TO, 30, 60 e 90 dias. Condi¢cao do estudo: 40°C £ 2°C / 75%
UR + 5% UR.

Intervalo de

Lote tempo Aspecto DHM P Pz pH Teor (ug/mL)  Teor (%)*

Tempo 0 De acordo  528,1+33,4 0,103+0,080 -10,30+0,45 6,52+0,01 48,69+0,20 97,38
1 30 dias De acordo  583,7+53,4 0,216+0,200 -10,20+0,50 6,52+0,01 - -
60 dias De acordo  572,3#42,1 0,200+0,188 -10,11+0,87 6,52+0,01 - -

90 dias De acordo  582,3+32,1 0,202+0,108 -10,10+0,90 6,52+0,01 50,81+0,17 101,62

Tempo 0 De acordo  510,3%31,6 0,086+0,071  -10,30+1,11 6,49+0,01 47,54+0,23 97,08
2 30 dias De acordo  605,2+41,6 0,091+0,026  -10,20+0,50 6,50+0,01 - -
60 dias De acordo  608,6+65,9 0,172+0,133 -10,30+0,40 6,50+0,01 - -

90 dias De acordo  608,0+60,9 0,182+0,123 -10,30+0,40 6,50+0,01 50,36+0,07 100,72

Tempo 0 De acordo  518,6%22,5 0,175+0,105 -10,37+0,14 6,48+0,01 48,38+0,34 96,76
3 30 dias De acordo  597,2+54,5 0,152+0,100 -10,20+1,25 6,50+0,00 - -
60 dias De Acordo  606,2+47,7 0,194+0,115 -10,10+0,40 6,50%0,01 - -

90 dias De acordo  608,6+65,9 0,172+0,093 -10,30+0,40 6,50+0,01 50,36+0,07 100,72

*(%): Porcentagem recuperada da solugdo amostra com concentracao teérica de 50 ug/mL; (-): Nao

determinado.
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Figura 29 - Distribuicdo das particulas (monomodal), estabilidade acelerado: 90
dias. Condicao do estudo: 40°C + 2°C / 75% UR £ 5% UR.
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Com referéncia a estabilidade na condi¢cao 25°C £ 2°C / 60% UR * 5% UR, o
DHM das particulas teve aumento mais acentuado apds os dois primeiros meses de
incubacgédo (Tabela 32). Assim, a analise de varidncia para o periodo apresentou
alteracao significativa (valor-p = 0,00001), entretanto, nos trés ultimos meses do
estudo houve manutencao da estabilidade do DHM. A distribuicao das particulas foi
monomodal, apresentando indice de polidispersao (IP) menor que 0,2, sem alteragéo
estatisticamente significativa (valor-p = 0,57943). Similarmente, o potencial zeta (PZ)
e o pH n&o tiveram mudancgas estatisticamente significativas, apresentando valor-p
de 0,53062 e de 0,07232, respectivamente. Adicionalmente, o teor do besifloxacino
foi mantido apds os 5 meses, evidenciando que houve a manutencao do farmaco na

condicdo avaliada.

Tabela 32 Determinagao do didmetro hidrodinamico médio (DHM) em nm, indice de
polidispersao (IP), Potencial Zeta (PZ) em mV, teor e pH, para estudo de estabilidade
da formulagcdo otimizada (nanossuspensdo de besifloxacino 0,6% m/m), nos
intervalos de tempo: TO, 30, 60, 90 e 150 dias. Condi¢ao do estudo: 25°C + 2°C / 60%
UR + 5% UR.

Lote '”t‘fé‘r’j‘;%de Aspecto DHM P Pz oH (“L‘/ar‘;rl_) Teor (%)*
TempoO Deacordo 552,1+14,3 0,145:0,140 -10,20£0,10 6,52t0,00 49,51 99,02
30dias Deacordo 603,0+14,1 0,105:0,038 -9,60:0,47 6,5040,00 i ;
60dias Deacordo 631,5¢24,0 0,075:0,040 -9,23%0,78 6,50+0,01 : -
90dias Deacordo 683,0610,3 0,400,017 -9,4740,32 6,51%0,00 i ]
150 dias  De acordo 675,6+36,8 0,074+0,064 -10,7+0,99 650:0,00 50,89 101,78

Continua
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Continuagao

Intervalo de Teor

Lote tempo Aspecto DHM IP Pz pH (ug/mL) Teor (%)*
Tempo O De acordo 544,5+19,3 0,069+0,003 -10,20+1,68 6,52+0,01 49,34 98,68

? 30dias  Deacordo 597,4+23,1 0,064+0,065 -9,61+0,45 6,50+0,00 - -
60 dias  De acordo 643,4+23,5 0,089+0,056 -9,60+0,74 6,51+0,00 - -
90 dias  De acordo 672,2+20,7 0,157+0,063 -9,75+0,94 6,50+0,01 - -
150 dias De acordo 675,3+33,5 0,122+0,097 10,30+0,71 6,51+0,00 49,76 99,52
Tempo O Deacordo 557,5+9,5 0,112+0,039 -10,50+0,42 6,51+0,01 49,82 99,64

3 30dias  Deacordo 596,2+38,7 0,077+0,041 -10,0+0,62 6,51+0,00 - -
60 dias  De acordo 646,3+37,4 0,064+0,050 -9,50+0,31 6,51+0,00 - -
90 dias  De acordo 682,5+24,9 0,047+0,026 -9,80+0,91 6,50+0,00 - -
150 dias De acordo 692,6+34,5 0,146+0,051 -10,10+0,50 6,50+0,00 51,77 103,54

*(%): Porcentagem recuperada da solugdo amostra com concentragao tedrica de 50 pg/mL; (-): Nao
determinado.

Diante desses resultados, foi observado que o Povacoat® permite estabilizacdo
estérica da formulagdo, sem influenciar nos valores de PZ, isso devido ao seu alto
peso molecular (40.000). Além disso, a distribuicdo das particulas € homogéneo com
baixo indice de polidispersdao (<0,2). As analises de teor do besifloxacino
evidenciaram que ndo houve reducéo do teor do farmaco mesmo a 40°C (estabilidade
acelerado), fundamental para garantir a eficacia do antibiotico.

Com relagcdo ao DHM, embora tenha se observado aumento nos periodos
avaliados, os resultados permitem garantir que o Povacoat® previne a agregacéo. E
importante considerar que a formulacdo é composta apenas pelo estabilizante
Povacoat®. Portanto, sua estabilidade pode ser melhorada aumentando a
viscosidade, com adicdo de derivados da celulose, tais como:
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e carboximetilcelulose (CMC). Além disso, pode-
se aumentar o impedimento estérico da formulacdo, por meio da adicdo dos
conservantes quartenarios de amonio, tais como: cloreto de benzalcbdnio e cloreto de
cetilpiridinio, nas concentragdes permitidas para uso oftalmico. Adicionalmente, deve-
se avaliar o material de embalagem adequado para formulagéo, sendo o principal alvo

frascos de polietileno de alta densidade (PEAD).
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2. CONCLUSAO

O método de moagem via umida em escala reduzida permitiu a obtengéo, com
sucesso, de nanocristais de besifloxacino (0,6% m/m). O processo dependeu de
diferentes fatores inerentes ao método e ao farmaco, tais como velocidade de
agitacao, concentragao do farmaco, selecao adequada do tipo de estabilizante e sua
concentragcédo na formulagéo.

O estabilizante Povacoat® mostrou capacidade de estabilizacdo e na reducdo
do tamanho de particula do cloridrato de besifloxacino. Dessa maneira, esse
estabilizante foi selecionado para o desenvolvimento de nanocristais desse farmaco.
Nesse sentido a reducéo do didmetro hidrodindmico médio (DHM) da particula foi de
aproximadamente 550 nm, cerca de 17 vezes menor que a matéria-prima na escala
micrométrica. Essa reducdo de tamanho permitiu aumentar a solubilidade de
saturagado em aproximadamente duas vezes em relagdo a matéria-prima.

A nanossuspensdo de besifloxacino 0,6% m/m (nanocristais) na dose maxima
(500 mg/kg) e o estabilizante Povacoat® (750 mg/kg) ndo apresentaram toxicidade
em larvas de G. mellonella. Adicionalmente, a concentragéo inibitéria minima (CIM)
para a formulagao foi de de 0,0960 pg/mL e 1,60 ug/mL frente a Staphylococcus aureus
e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente, confirmando eficacia in vitro

Além disso, foi validado o método para quantificacdo do besifloxacino por
CLAE, esse foi utilizado para determinar a concentragdo do farmaco nos estudos de
estabilidade acelerado (90 dias) (40°C+2°C/75%UR+5%UR) e estudo de estabilidade
de acompanhamento (150 dias) (25°C + 2°C / 60% UR = 5% UR), os quais
evidenciaram a estabilidade do conteudo do farmaco no periodo avaliado. Os demais
atributos criticos de qualidade (PZ, pH, IP e DHM) também foram satisfatérios. O
estudo também permitiu evidenciar a oportunidade de melhorar a estabilidade da
preparagao por meio da adicao de agentes viscoelasticos que permitam aumentar o
impedimento estérico da formulagao.

Portanto, esse estudo permitiu a obtencdo de formulagdo inovadora, com
resultados que permitem categorizar a possibilidade de obtencédo de produto capaz
de superar os desafios impostos pela baixa solubilidade do farmaco, aumentando a

eficacia e segurancga (biodisponibilidade) aos pacientes.
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3. PERSPECTIVAS

Como perspectiva, pretende-se realizar novos estudos de estabilidade com
adicdo de polimeros derivados de celulose, utilizando frascos de polietileno de alta
densidade (PEAD). Além disso, pretende-se conduzir estudos de toxicidade e eficacia
in vivo em modelo animal (caes/gatos), assim como transferéncia de tecnologia para

escala industrial.
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