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Resumo: O norfloxacino (NFX) é uma fluoroquinolona de segunda geracdo amplamente utilizada
como antibacteriano para tratar infecgdes do trato urindrio. Este estudo investigou sua solubilidade
em diferentes fluidos biorrelevantes, incluindo fluido gastrico simulado (FGS) pH 1,2, tampao ace-
tato (TA) pH 4,5, fluido intestinal simulado (FIS) pH 6,8 e agua ultrapura. A solubilidade do NFX
mostrou-se pH-dependente, com aumento em pHs abaixo de 5, reducao em pHs mais elevados. Em
FGS a solubilidade foi de 12,23+1,18 mg/mL, em TA de 6,59+0,50 mg/mL, em FIS de 0,50+0,09 mg/mL
e em agua ultrapura de 0,32+0,06 mg/mL. Confirmou-se o padrao de solubilidade pH-dependente
do farmaco, ressaltando a importancia deste parametro na solubilidade do NFX. A disponibilidade
na literatura de dados da solubilidade em meios biorrelevantes é importante para o desenvolvi-
mento seguro de formulacdes farmacéuticas, especialmente para farmacos sensiveis as variagoes de
pH em ambientes fisioldgicos especificos.
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1. Introducao

O norfloxacino (NFX) (Figura 1) ¢ uma molécula sintética de fluoroquinolona de se-
gunda geracao que teve sua aprovagao pela Food and Drugs Administration (FDA) no ano
de 1986, destinada para utilizagdo como um farmaco antibacteriano de amplo espectro
para infec¢des do trato urinario, incluindo as cistites e prostatites [1]. Possui registro no
Chemical Abstracts Service (CAS) com o nuimero 70458-96-7, tendo como nome empirico
C16H18FN303 e nome sistematico acido 1-etil-6-fluoro-1,4-di-hidro-4-oxo-7-(piperazinil)
quinolina-3-carboxilico. Sua massa molar € igual a 319,34 g mol-1 e ele se apresente como
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As quinolonas de forma geral agem inibindo a atividade de duas enzimas bacterianas
essenciais, a topoisomerase do tipo IIA (DNA girase) e a topoisomerase IV, que sdo inti-
mamente envolvidas na modulagao do superenrolamento cromossdmico necessario para
a sintese de DNA bacteriano, transcrigao e divisao celular. Esses farmacos aprisionam es-
sas enzimas no estagio de clivagem do DNA e impedem a juncao das fitas, ligando-se
reversivelmente a interface enzima-DNA bloqueando fisicamente a ligacao das fitas de
DNA bacteriano. O resultado disso é que o mecanismo de replicacao de DNA bacteriano
é bloqueado, levando a inibic¢do da sintese de DNA que causa imediatamente um resul-
tado bacteriostatico [3, 4].

Inicialmente, as quinolonas eram usadas principalmente no tratamento de infecgoes
Gram-negativas, mas posteriormente foram modificadas para melhorar suas proprieda-
des farmacocinéticas e ampliar seu espectro antibacteriano, tornando-se eficaz contra uma
ampla variedade de patdgenos Gram-negativos e Gram-positivo [5, 6]. A segunda geracao
das quinolonas, que incluem farmacos como o NFX e o ciprofloxacino, possui um atomo
de fltior na posigao 6, que é responsavel pela poténcia nas ligagdes com as enzimas DNA
girase e topoisomerase IV e um volumoso ntcleo piperazinico na posi¢ao 7, responsavel
pelo aumento do espectro antimicrobiano também para organismos Gram-positivos e ati-
vidade antipseudomonas das fluoroquinolonas [4].

Apds avaliar a existéncia de divergéncias quanto aos valores de pKa descritos na
literatura Mendes e colaboradores (2015) determinaram experimentalmente através de ti-
tulagdes potenciométricas a existéncia de quatro valores diferentes de pKa para o NFX,
sendo eles 3,1; 6,1; 8,6 e 11,3 variando de acordo com pH ao qual o farmaco é exposto [7].
O fato de o NFX apresentar diferentes formas em diferentes pHs o torna um farmaco com
solubilidade dita pH-dependente, aumentando acentuadamente tanto com a diminui¢ao
do pH abaixo de 5 quanto com um aumento do pH acima de 10, apresentando um perfil
de solubilidade de acordo com pH em formato de “U” (Figura 2) [8]. Isso se explica pelo
fato de que em pH abaixo de 5 o farmaco estara na sua forma catidnica; em pH acima de
10 na sua forma anionica e em pH entre 6 e 10 serd predominantemente um zwitterion,
onde o nitrogénio 4’ estara protonado e o grupo carboxilico desprotonado, o que explica
a sua solubilidade reduzida entre os pHs 6 e 10. Devido a essa alta solubilidade em meio
acido, a solubilizagdo e absor¢ao do farmaco no estdmago ou na parte proximal do intes-
tino delgado influenciam a biodisponibilidade [7, 8].

Figura 2. Perfil de solubilidade pH-dependente do NFX a 25 °C.
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Adaptada de: (Mazuel, 1991b).

Ao que se refere a permeabilidade do NFX através das membranas Mendes e cola-
boradores (2018) sado referéncia e foram os primeiros a demonstrar a diferenca de perme-
abilidade entre os segmentos intestinais e também os transportadores de efluxo e de cap-
tagdo envolvidos, através da utilizagdo de camara de Ussing [9]. Este importante estudo
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revelou que a permeabilidade NFX ao longo do intestino, que ocorre através de um trans-
porte ativo, segue uma ordem decrescente de ileo> jejuno> duodeno> cdlon, contrariando
o anteriormente descrito na literatura, que cita uma maior absor¢ao das fluoroquinolonas
no duodeno [9, 10]. Esta diferenca entre os segmentos é atribuida aos transportadores que
sao expressos diferentemente ao longo do trato intestinal, conforme foi descrito por En-
glund e colaboradores [11]. Ao analisar o transporte abaixo de 4 °C, onde as bombas de
efluxo nao estao ativas, a permeabilidade aparente chegou a aproximadamente zero, con-
firmando que a permeabilidade do NFX é dependente dos transportadores [9,12].

Como resultado do estudo, Mendes e colaboradores (2018) demonstraram que os
transportadores BCRP e MRP2 sao relacionados ao efluxo de NFX enquanto PEPT1,
PMAT e OCT1 ao transporte de captagao de NFX. Além disso o estudo demonstrou que
o NFX possui afinidade por OCTN e OATP, que podem "consumir” NFX e, consequente-
mente, diminuir a quantidade de NFX capaz de permear, além de inibir esses transporta-
dores e influenciar a absor¢ao de outras drogas que os utilizem. A prevaléncia de PEPT1
na mesma ordem de classificagao das regides intestinais envolvidas revelou a importancia
deste transportador de captagao na permeabilidade de NFX [9].

Diante da complexidade intrinseca do NFX e das implica¢Oes diretas de suas carac-
teristicas farmacocinéticas na absorc¢ao e biodisponibilidade, torna-se essencial destacar a
necessidade de conduzir estudos detalhados de solubilidade em farmacos que comparti-
lhem semelhangas estruturais com este composto. O NEX, por sua natureza pH-depen-
dente e capacidade de apresentar diferentes formas em diferentes faixas de pH, exempli-
fica um desafio significativo na formulagao de medicamentos, uma vez que sua solubili-
dade varia dramaticamente em fungao do ambiente em que se encontra. Compreender
essas nuances € crucial ndo apenas para otimizar a eficacia terapéutica do NFX, mas tam-
bém para orientar o desenvolvimento de novos farmacos que possam apresentar perfis de
solubilidade semelhantes. A avaliacdo minuciosa dessas propriedades é fundamental
para a inovagao na pesquisa farmacéutica, garantindo a entrega consistente e eficiente de
principios ativos, além de minimizar potenciais efeitos adversos e aprimorar a seguranga
do paciente.

O objetivo deste trabalho foi analisar a solubilidade do antimicrobiano norfloxacino
em diferentes fluidos biorrelevantes como o fluido gastrico simulado sem enzimas (pH
1,2), tampao acetato (pH 4,5), fluido intestinal simulado sem enzimas (pH 6,8) e agua (pH
7,0) com a finalidade de verificar a sua solubilidade pH dependente e obter valores em
meios de dissolugao importantes na area biofarmacotécnica.

2. Resultados

A Tabela 1 retine algumas caracteristicas importantes sobre o farmaco norfloxacino.

Tabela 1. Caracteristicas diversas do Norfloxacino.

Caracteristicas Norfloxacino
Nome empirico C16H1sFN3Os
Acido 1-etil-6-fluoro-1,4-di-hidro-4-
Nome sistematico oxo-7-(piperazinil) quinolina-3-car-
boxilico
Registro CAS 70458-96-7
Sigla NEX

P¢ cristalino e inodoro, branco ou
amarelo claro
Massa Molecular 319,34 g mol™!

Classe no Sistema de Classificagao IV (baixa solubilidade e baixa per-
Biofarmacéutico meabilidade)

Apresentagao
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Solubilidade aquosa 0,28 mg/mL (25 °C, pH 7,0)
Acido acético glacial (340 mg/mL),
Solubilidade em outros solventes Cloroférmio (5,50 mg/mL), Acetona
(5,10 mg/mL), Octanol (5,10 mg/mL)
PKa 3,1,61;86e11,3
Ponto de fusdo 221 °C
Fonte: [7, 8, 13, 14, 15].

Os pHs dos fluidos biorrelevantes e da dgua foram verificados por meio de pHmetro
Edge (Hanna, Carrollton, Texas, EUA) que confirmou os pHs esperados para cada um dos
meios analisados. Os resultados obtidos para o estudo de solubilidade levaram em conta
o tempo em que a concentragao do farmaco no meio atingiu o seu equilibrio. Os valores
das areas sob a curva (ASC) fornecidos pelo cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia foram
convertidos em solubilidade utilizando a equagao da reta da curva de calibragao do nor-
floxacino “y=128.761,54x+199.300,35”. A solubilidade nos quatro diferentes meios esta
apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Solubilidade do norfloxacino em diferentes fluidos biorrelevantes de acordo com os seus
pHs.

Fluido biorrelevante pH Solubilidade (mg/mL)
Fluido géstrico simulado 1,2 12,23+1,18
Tampao Acetato 4,5 6,59+0,50
Fluido intestinal simulado 6,8 0,50+0,09
Agua ultra purificada 6,9 0,32+0,06

3. Discussao

Mazuel (1991) publicou um estudo demostrando as propriedades do medicamento
norfloxacino, dentre elas ele relatou o fato de o NFX apresentar uma solubilidade pH de-
pendente, ou seja, apresenta variagoes na sua solubilidade de acordo com o pH do meio
ao qual é exposto. Quando exposto a pHs abaixo de 5, o farmaco se encontra em sua forma
catidnica, o que faz com que aumente a sua solubilidade. Quando exposto a pHs acima de
10, o farmaco se encontra em sua forma anionica, o que também faz com que ocorra um
aumento da solubilidade. Quando exposto a pHs entre 6 e 10 o norfloxacino comporta-se
predominantemente como um zwitterion, onde o nitrogénio 4’ encontra-se protonado e o
grupo carboxilico desprotonado, o que explica a sua solubilidade reduzida [7, 8, 16].

A relevancia da avaliagao da solubilidade de medicamentos em fluidos biorelevantes
é respaldada por compéndios oficiais, como a Farmacopeia Brasileira, a qual referéncia os
seus preparos e seu procedimento experimental, e também pela resolugao RDC n° 749/22
na qual tais fluidos sao exigidos para avaliacdo de estudos de perfil de dissolucao compa-
rativa, sendo seus resultados defendidos para que os riscos inerentes sejam avaliados para
a obtencao da bioisen¢ado de farmacos [2].

Os meios utilizados nas diversas farmacopeias para representar as condi¢des do trato
gastrointestinal foram projetados principalmente para refletir a diferenca de pH entre o
estobmago e o intestino delgado a fim de testar se diferentes formas farmacéuticas orais
poderiam liberar o ingrediente farmacéutico ativo conforme o pretendido. Além disso,
outro aspecto analisado pode ser a fisiologia dos efeitos da ingestao de refeigdes na com-
posicao dos fluidos, motilidade e tempo de transito [17].

Através dos resultados obtidos neste trabalho, no qual utilizamos meios biorrelevan-
tes para verificar a solubilidade do norfloxacino, torna-se possivel reforgar o que temos
descrito na literatura a respeito da solubilidade deste farmaco, demonstrando que ele se
mostra mais soltvel em pH abaixo de 5 (fluido gastrico e tampao acetato), tendo sua so-
lubilidade reduzida quando exposto a meios com pH entre 6 e 10 (fluido intestinal simu-
lado e agua). Nao pudemos comprovar o aumento da solubilidade do farmaco em pHs
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acima de 10, uma vez que consideramos a utilizacao de fluidos biorrelevantes e nenhum
fluido corporal apresenta um pH tao alcalino que se aproxime destes valores [18].

4. Materiais e Métodos
4.1. Materais

O NFX (pureza > 99,8%) foi aquirido comercialmente em uma farmacia de manipu-
lagao local, fornecido pela distribuidora Via Farma (Sdo Paulo, Brasil). A acetonitrila uti-
lizada nas analises de HPLC (pureza > 99,5%) foi obtida da Sigma Aldrich (Estocolmo,
Suécia) e o acido fosforico também presente na fase movel da andlise por HPLC (pureza
>99,5%) foi obtido da empresa Labsynth (Sao Paulo, Brasil).

4.2. Preparo dos fluidos biorrelevantes
4.2.1. Fluido gastrico simulado sem enzima (pH 1,2)

Para o preparo do fluido gastrico simulado sem enzima (pH 1,2) foram pesados em
balanga analitica Shimadzu AUX220 (Shimadzu, Kyoto, Japao) 2,0 g de cloreto de sdédio e
dissolvidos em 7,0 mL de acido cloridrico e transferidos para um balao volumétrico de 1
L, sendo o volume completado com agua ultrapurificada.

4.2.2. Tampao Acetato (pH 4,5)

Para o preparo do tampao acetato (pH 4,5) foram pesados 2,99 g de acetato de sddio
triidratado e 14,0 mL de acido acético 2,0 mol/L em um baldo volumétricode 1L, sendo o
volume completado com agua ultrapurificada.

4.2.3. Fluido intestinal simulado sem enzimas (pH 6,8)

Para o preparo do fluido intestinal simulado sem enzimas (pH 6,8) foram adiciona-
dos 250,0 mL de uma solucao de fosfato de potéssio monobasico 0,2 mol/L e 112,0 mL de
uma solucdo de hidréxido de sédio 0,2 mol/LL em um baldo volumétrico de 1 L, sendo o
volume completado com agua ultrapurificada.

4.3. Estudo de solubilidade

O NFX utilizado neste estudo foi o pricipio ativo puro, aquirido comercialmente em
uma farmacia de manipulacéo local, cujo fornecedor € a Via Farma (Sao Paulo). A solubi-
lidade do norfloxacino foi analisada em triplicata de acordo com os parametros estabele-
cidos para o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutico nos pHs 1,2; 4,5; 6,8. A solubilidade
foi determinada por meio da adi¢ao de um excesso de farmaco em erlenmayers de 250 mL
contendo 100 mL de 4agua e de meios, as quantidades de NFX utilizadas foram de 70 mg
em agua, 100 mg em fluido intestinal simulado, 1500 mg em tampao acetato e 2500 mg em
fluido gastrico simulado, que foram mantidos sob agitacao em incubadora Shaker nl-343-
01 (New Lab, Sao Paulo, Brasil) durante 72h a temperatura de 37,0 + 0,2 °C. Apos interva-
los de 24, 48 e 72 horas, as aliquotas foram coletadas com um volume de 5 mL e filtradas
em filtro de seringa Nylon 0,45 um (Sterlitech, Washington, EUA). Para o estudo de solu-
bilidade em agua ultrapura o mesmo procedimento foi realizado, porém a uma tempera-
tura de 25,0 £ 0,2 °C. As amostras foram diluidas e analisadas por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, Kyoto, Japao) para determinar a solubilidade do
farmaco em cada meio, sendo este resultado obtido utilizando a equagdo da reta da curva
de calibragdo do norfloxacino.

4.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A metodologia utilizada para execu¢do dos métodos da CLAE para a quantificacdo
do norfloxacino seguiu o descrito por Oliveira e colaboradores [19]. A coluna cromatogra-
fica utilizada foi a coluna Luna® C18 150x4,6 mm, a fase mdvel foi composta por acetoni-
trila:acido fosférico 0,04 M pH 3,0 (16:84, v/v), a vazao foi de 1,0 mL min”, o volume de
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injegao foi de 20 UL e a temperatura da analise foi de 40 °C. A andlise foi realizada no
modo isocratico e os resultados analisados em um comprimento de onda de 272 nm.

5. Conclusao

Ao utilizar meios biorrelevantes, este estudo refor¢ou as descobertas anteriores sobre
o comportamento pH-dependente do norfloxacino, acrescentando dados especificos para
solubilidade em fluidos simulados. A confirmagao desses padrdes de solubilidade é cru-
cial para o desenvolvimento adequado de formulag¢des farmacéuticas, especialmente para
medicamentos que apresentam variagOes significativas em diferentes condi¢des de pH.
Essas informagoes sao fundamentais para garantir a eficacia terapéutica e a seguranca dos
pacientes ao administrar o norfloxacino ou formulagdes relacionadas em ambientes espe-
cificos do corpo humano.

Conflito de Interesse: Os autores declaram ndo haver conflito de interesses.
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