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resumo

fluoroquinolona, lipofilicidade, coeficiente de partigdo, par iénico, contra ides.

As fluoroquinolonas sdo uma classe importante de agentes antimicrobianos
sintéticos com elevado potencial terapéutico. Estes farmacos apresentam um
vasto espectro de actividade que abrange microorganismos gram-negativos,
gram-positivos, aerdbios e anaerébios. As suas propriedades farmacocinéticas
permitem boa distribuicdo ao nivel dos tecidos e plasma, estabilidade quimica
e biolégica e baixa incidéncia de efeitos secundarios. A actividade
antibacteriana destes compostos é fortemente dependente do pH e da sua
lipofilicidade. Assim, para melhor se compreender a estrutura/actividade destes
compostos é importante conhecer as propriedades acido-base, o respectivo
equilibrio de protonacgéo e a sua lipofilicidade.

Com este trabalho pretende-se estudar a influéncia da formacao de pares
ionicos na lipofilicidade de duas fluorogquinolonas, a moxifloxacina e a
sarafloxacina. Para tal efeito, as constantes de ionizagao foram determinadas
por um método baseado em espectrofotometria de absor¢do molecular uv-
visivel e os perfis de distribuicdo de microespécies foram estabelecidos para
cada fluoroquinolona, em func¢éo do pH. A lipofilicidade destes compostos foi
guantificada recorrendo aos coeficientes de particdo, aparente e verdadeiro, de
cada principio activo num sistema 1-octanol/solugdo aquosa. Verificou-se que
para as fluoroquinolonas, tal como para outros compostos anfotéricos, o
coeficiente de particdo aparente € maximo na zona de pH préxima do ponto
isoeléctrico de cada composto. Aplicando o conceito de par i6nico determinou-
se o coeficiente de particdo aparente de cada fluoroquinolona, em funcédo do
pH na presencga de varios contra-ides organicos, nomeadamente o ido acetato,
mesilato, deoxicolato e hidrogenomaleato. Dos resultados obtidos conclui-se
gue € possivel manipular a lipofilicidade destes farmacos, no sentido de
melhorar a sua afinidade com meios organicos, como 0s que constituem as
membranas celulares, numa vasta gama de pH.
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Fluoroquinolones are an important class of synthetic antibacterial agents with
an enormous therapeutic potential. These antibacterial agents have a broad
spectrum of activity that includes gram-negative, gram-positive, aerobic and
anaerobic bacteria species. Their pharmacokinetic properties allow high tissue
and plasma distribution, chemical and biological stability and a relatively low
incidence of side effects. The antibacterial activity of these compounds
depends on the pH of the medium and also of its lipophilicity. Thus, to better
understand the structure/activity relationship of these compounds it is important
to know the acid-base properties, the protonation equilibrium and lipophilicity.
The main objective of this work is to improve the lipophilicity of two
fluoroquinolones, moxifloxacine and sarafloxacine using the ion-pair effect. The
ionization constants were determined by a spectrophotometric method and the
distribution profiles of the microspecies were established for each
fluoroquinolone, as a function of pH. The lipophilicity was quantified in the form
of the apparent and true partition coefficient of each active principle in 1-
octanol/water. For fluoroquinolones, as for other amphoteric compounds, the
apparent partition coefficient is maximum around isoelectric point of each
compound. Using the ion-pair concept, the apparent partition coefficient as a
pH function, was determined in the presence of several organic counter ions,
namely: acetate ion, mesylate ion, deoxycholate ion and hydrogenomaleate.
The results indicate the possibility of manipulating the lipophilicity of these
active pharmaceutical ingredients, in order to enhanced their affinity towards
organic media like cellular membranes, in a wide pH range.
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A(coo-
A(pH)

HQ"
Hmal
Kow
K;eK,

Valor da absorvancia da fase aquosacantes do equilibrio de particdo
Valor da absorvancia da fase aquosa depois do equilibrio de parti¢do
Valor da absorvancia da fase organica depois do equilibrio de parti¢ao
Valor da absorvancia quando o grupo carboxilico esta protonado

Valor da absorvancia quando o grupo carboxilico esta desprotonado
Valor da absorvancia do grupo carboxilico para um valor especifico de
pH

Absorvancia

3o acetato

Atomo de carbono na posigdo i, na estrutura genérica da fluoroquinolona
3o deoxicolato

Espécie anfotérica de fluoroquinolona

Espécie neutra de fluoroquinolona

Espécie cationica de fluoroquinolona

30 hidrogenomaleato

Coeficiente de parti¢dao verdadeiro

Macroconstantes de ionizagao

ki1,ki2,k21,k22 Microconstantes de ionizagao

mj

m,

Mes
Papp

Massa de fluoroquinolona na fase aquosa, antes de se atingir o equilibrio
de parti¢ao

Massa de fluoroquinolona na fase aquosa, depois de se atingir o equilibrio
de particao

Massa de fluoroquinolona na fase organica, depois de se atingir o
equilibrio de partigao

Massa de fluoroquinolona na fase organica determinada por balago de

massa
140 mesilato

Coeficiente de particao aparente

il



pl ponto isoeléctrico

Q Espécie anionica de fluoroquinolona

R; Grupo substituinte do carbono i, na estrutura genérica da fluoroquinolona
X3 Grupo substituinte do carbono 8, na estrutura genérica da fluoroquinolona
Y Contra-130

Simbolos Gregos

A comprimento de onda

04CO0") Fraccdo de desprotona¢do do grupo carboxilico

Olexp Frac¢do de desprotonagdo do grupo carboxilico calculada pela eq. (3.1)
Olealc Frac¢do de desprotonag@o do grupo carboxilico calculada pela eq. (3.2)
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Introducéo

1.1. Introducéo Geral

As fluoroquinolonas séo uma classe de compostos que pertencem a um vasto grupo
de agentes antimicrobianos sintéticos. Actualmente as fluoroquinolonas representam a
maior classe de agentes antimicrobianos com o maior potencial terapéutico. Isto deve-se
essencialmente, ao facto de serem compostos sintéticos que facilmente podem ser
manipulados, no sentido de melhorar a relacdo estrutura/actividade, aumentando a poténcia
global do antibiotico. Da mesma forma, os efeitos secundarios podem ser reduzidos ou
mesmo eliminados. Por estas razfes as fluoroquinolonas apresentam todos os atributos
para constitufrem uma classe de agentes antimicrobianos ideais ™: doses orais e parentais
baixas; um amplo espectro de actividade que abrange microorganismos gram-negativos,
gram-positivos, aerdbios e anaerébios; boa distribuicdo ao nivel dos tecidos e plasma;
estabilidade quimica e biologica e baixa incidéncia de efeitos secundarios.

A descoberta destes compostos € relativamente recente. Apenas no inicio dos anos
sessenta, durante a sintese da cloroquina como agente antimalérico, foi isolado pela
primeira vez um subproduto que apresentava actividade antibacteriana 2. Este subproduto
depois de modificado deu origem ao primeiro composto da classe das quinolonas, o acido
nalidixico. Este composto apresentava actividade contra microorganismos gram-negativos
e comegou a ser comercializado nos Estados Unidos da América em 1963, no tratamento
de infecges do sistema urinario 1. No entanto, a sua aplicagdo clinica foi muito limitada
pois verificou-se que um elevado nimero de microorganismos desenvolvia, facilmente,
resisténcia ao antibiotico  *. Nos anos setenta, outras quinolonas foram desenvolvidas,
como o &cido oxolinico e a cinoxacina, mas tais compostos ndo apresentaram uma
vantagem significativa em relagdo ao acido nalidixico, em termos de espectro de
actividade, propriedades farmacocinéticas e respectiva aplicaco clinica i . Nesse mesmo
periodo a sintese do acido pipemidico, com a inclusdo de um grupo piperazinilo melhorou
substancialmente a actividade das quinolonas contra microorganismos gram-negativos
apresentando mesmo alguma actividade contra microorganismos gram-positivos
representando, assim um importante avanco nesta area . Nos anos 80, através de
alteragdes na estrutura molecular do &cido pipemidico, como a introdugdo de um atomo de
fldor, foi possivel sintetizar a norfloxacina, tendo este sido o primeiro composto comercial

do grupo das fluoroquinolonas ™ . As fluoroquinolonas apresentaram um espectro de
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actividade mais amplo que as primeiras quinolonas, devido a introducdo do atomo de fldor
permitindo uma melhor penetracdo destes compostos nas celulas bacterianas, facilitando a
ligacdo & enzima DNA-girase, inibindo a replicacio e transcricio do DNA bacteriano * 71,

O desenvolvimento e estudo de novos agentes antibacterianos é uma area de
investigacdo onde as grandes descobertas e evolugdes podem ser facil e rapidamente
superadas por pequenas modificacdes estruturais que ddo origem a novos compostos mais
eficientes. Este foi o caso da norfloxacina que veio iniciar uma nova geracdo de
fluoroquinolonas. Nesta 22 geragdo procurava-se aperfeicoar a relagdo estrutura/actividade
dos compostos desenvolvidos, de maneira a aumentar o espectro de actividade e optimizar
as suas propriedades farmacocinéticas, enquanto simultaneamente se tentava reduzir os
seus efeitos secundéarios ®. Assim, os compostos desta geracdo apresentam maior
actividade contra microorganismos gram-negativos como Enterobacteriacea e
Pseudomonas aeruginosa e ainda alguma actividade contra microorganismos gram-
positivos Coccus. As alteracOes estruturais associadas a esta geracdo de fluoroguinolonas
promoveram a absorcdo oral e 0 aumento da distribuicdo sistémica no organismo. Entre os
compostos da 22 geracdo destacam-se a ciprofloxacina e a ofloxacina, como sendo duas das
fluoroquinolonas com maior poténcia global e logo com maior aplicacdo terapéutica. No
entanto, e tal como ja tinha acontecido com os compostos da 12 geracéo, algumas espécies
de microorganismos como por exemplo Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa, desenvolveram resisténcia a alguns destes compostos > 8,

Na 32 geracdo de fluoroquinolonas, as caracteristicas favoraveis da 22 geragdo
foram mantidas, e a actividade contra microorganismos gram-positivos, como
Pneumococci sp., contra microorganismos anaerébios e ainda contra estirpes resistentes as
fluoroquinolonas anteriores, foi aumentada significativamente. Esta geracdo apresenta
excelente absorcdo oral, tal como acontecia com a geragédo anterior, e tempos de meia-vida
suficientemente longos, permitindo apenas uma a duas doses diarias. Nesta geracdo
destacam-se a levofloxacina e a sparfloxacina com sendo 0s compostos com maior
aplicagdo terapéutica [* > "8,

A 42 geracdo de fluoroquinolonas € a que apresenta compostos com vantagens mais
significativas, como sdo exemplo a clinafloxacina, gatifloxacina, gemifloxacina,
moxifloxacina e sarafloxacina. Estes compostos mantiveram a excelente actividade da

ciprofloxacina contra microorganismos gram-negativos, mas melhoraram a actividade
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contra Pseudomonas aeruginosa, e contra outras especies ndao fermentativas, todos eles
apresentando  excelente actividade contra espécies gram-positivas e contra
microorganismos anaerébios &,

Na Tabela 1.1 resumem-se as caracteristicas principais de cada uma das geragdes
de fluoroquinolonas descritas.

Tabela 1.1: Caracteristicas das diferentes geraces das fluoroquinolonas !,

Geracéo Fluoroquinolonas Caracteristicas
Acido nalidixico
1 Acido oxolinico Moderada actividade contra espécies gram-negativas;
Cinoxacina Aplicacdo predominante no aparelho urinério.
Acido pipemidico
Norfloxacina Excelente actividade contra espécies gram-negativas;
Ciprofloxacina Actividade contra espécies gram-positivas muito
28 Ofloxacina limitada;
Enrofloxacina Aplicacbes nos aparelhos urindrio, respiratdrio,
Enoxacina gastrointestinal, sexual e em infec¢des da pele e 0ss0s.
Actividade contra espécies gram-negativas igual a 22
. . eracdo, excepto contra P. aeruginosa que € inferior;
Orbifloxacina geragao, excep 19! q L
. Boa actividade contra espécies gram-positivas e
a Levofloxacina . .
3 g espécies anaerdbias;
Sparfloxacina S . . s oa .
- Actividade contra estirpes resistentes a 22 geragdo;
Grepafloxacina s s N " .
AplicacBes idénticas as da 2* geracdo, com maior
destaque nas infecgdes do aparelho respiratorio.
Trovafloxacina Actividade contra espécies gram-negativas igual a 2°
Gatifloxcina geracao;
42 Moxifloxacina Excelente actividade contra espécies gram-positivas,
Gemifloxacina espécies anaerobias e estirpes resistentes.
Sitafloxacina AplicacOes idénticas as da 2% geracdo, com excelentes
Sarafloxacina resultados nas infeccfes do aparelho respiratério.

1.1.1. Estrutura e Actividade das Quinolonas

Com mais de 800 milhGes de doentes tratados em todo 0 mundo, as quinolonas sao
actualmente uma das principais classes de agentes antimicrobianos. As suas indicagdes

terapéuticas evoluiram bastante, desde os anos sessenta até aos nossos dias, desde
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infeccdes urinarias até um elevado numero de infecgdes nas mais diversas partes do corpo
humano ™!, Esta evolugdo sé se tornou possivel tendo por base um sélido conhecimento da
relacdo estrutura/actividade para esta classe de moléculas, e a sua relacdo com as
propriedades farmacocinéticas .

A estrutura genérica de uma fluoroquinolona é apresentada na Figura 1.1 M. As
estruturas das quinolonas evoluiram por dois caminhos distintos originando:

- as naftiridonas, as quais mantém o anel de naftiridina original do acido nalidixico,
com atomos de azoto na posi¢do 1 e na posicdo 8 (Figura 1.1 (b)) sendo exemplos a
enoxacina, a trovafloxacina e a gemifloxacina,

- as fluoroquinolonas, com apenas um atomo de azoto na posi¢do 1, tais como a
ciprofloxacina, a sparfloxacina e a moxifloxacina .

Todas as quinolonas tém em comum um grupo cetona na posi¢do 4, um grupo

carboxilico na posicéo 3 e um atomo de fldor na posicdo 6™ * 4,

(b)

Figura 1.1: Estruturas: (a) Fluoroquinolona (b) Anel de naftiridina.

Os grupos cetona e carboxilico sdo responsaveis pela ligacdo entre a molécula e a
DNA da célula bacteriana; por outro lado, o flior na posicdo 6 é essencial na penetracéo
destas moléculas no interior das células e portanto estad directamente relacionado com o
aumento da poténcia antibacteriana destes compostos. Como a posicdo 2 estd muito
préxima do local de ligagdo a DNA-girase, R2 deve ser um 4tomo pequeno, normalmente
de hidrogénio ™ “. Qualquer alteragdo nas posicdes 2, 3, 4 e 6 reduz, consideravelmente a

eficacia antibacteriana !,
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Na posicdo 1, o grupo substituinte Ry que se liga ao d&tomo de azoto influencia
também a poténcia global do composto. Nos primeiros compostos (acido nalidixico, acido
pipemidico, norfloxacina, ...), Ry era um grupo etilico, mas verificou-se que grupos mais
volumosos aumentavam significativamente a actividade contra microorganismos gram-
negativos e gram-positivos (). Um dos grupos mais comuns nesta posicéo ¢ o ciclopropilo,
o0 qual esta presente em muitos dos compostos desenvolvidos e comercializados, como por
exemplo a ciprofloxacina, a sparfloxacina, a moxifloxacina e a gemifloxacina. Esta posi¢édo
pode também ser ocupada por um anel 2,4-difluorofenilo como por exemplo na
trovafloxacina, apresentando também um aumento consideravel da actividade contra
microorganismos gram-positivos 4.

Na posicdo 5 o0 grupo substituinte Rs estd essencialmente relacionado com a

actividade contra microorganismos gram-positivos, embora, como j& foi referido, esta
actividade dependa também de grupos substituintes em outras posi¢Ges, nomeadamente R;.
Verificou-se que grupos volumosos nesta posicdo diminuiam a actividade do farmaco,
sendo Rs normalmente um atomo de hidrogénio, um grupo metilo ou ainda um grupo
amina 4,
O substituinte R7 na posicdo 7 tem um enorme efeito na poténcia, no espectro de
actividade e ainda nas propriedades farmacocinéticas das quinolonas. E normal encontrar-
se nesta posicdo anéis heterociclicos de azoto, de cinco e seis membros. O azoto presente
nestes anéis é essencial para que se obtenha uma boa eficacia oral dos compostos. Os
grupos mais comuns s@o os piperazinilos, presentes desde as primeiras quinolonas como o
acido pipemidico, a norfloxacina e a ciprofloxacina, as quais apresentam actividade contra
microorganismos gram-negativos. Os grupos amino-pirrolidinilos e os piperazinilos
substituidos, apresentam uma maior poténcia contra microorganismos gram-positivos,
sendo exemplos de fluoroquinolonas com estes grupos a tosufloxacina, a grepafloxacina, a
ofloxacina e a sparflofaxina ™ “. Um outro tipo de substituinte R; é um anel biciclico, que
se pode encontrar na moxifloxacina (que tem um anel diazabiciclononilo) e na
trovafloxacina (que tem um azabiciclononilo), ambas apresentando boa actividade contra
microorganismos gram-positivos .

Os substituintes de Xg influenciam a eficacia do composto in vivo e a actividade
antibacteriana, principalmente, contra microorganismos anaerdébios. Nas naftiridonas X €

um atomo de azoto (Figura 1.1) enquanto que nas fluoroquinolonas X € um &tomo de
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carbono que ao ligar-se a atomos de halogéneos, nomeadamente o cloro e o fltor, favorece
a actividade antibacteriana, embora torne o composto menos estavel e aumente a
fototoxicidade . Uma boa alternativa ¢ utilizar um 4tomo de carbono ligado a um grupo
metoxilo, aumentando a actividade contra microorganismos anaerobios sem aumentar o

risco de fototoxicidade, sendo disso exemplos a moxifloxacina e a gatifloxacina ™ *!.

1.1.2. Mecanismos de Acc¢ao e AplicacOes Terapéuticas

A replicacdo do DNA das células bacterianas é controlada por um grupo de
enzimas denominadas topoisomerases. Estas enzimas garantem que a molécula de DNA se
mantém sempre na sua posicao enrolada, mesmo quando se esta a replicar .

Entre os compostos antibacterianos com uso terapéutico, as fluoroguinolonas séo o
unico grupo que actua ao nivel das topoisomerases sem apresentar grandes limitacdes na
actividade antibacteriana ou na toxicidade [" > *1. As fluoroquinolonas inibem a sintese do
DNA bacteriano ao ligarem-se as enzimas topoisomerase Il (ou DNA-girase) e
topoisomerase 1V, formando um complexo ternario [farmaco-enzima-DNA]. Em geral, nas
espécies gram-negativas, as fluoroquinolonas ligam-se principalmente a DNA-girase
enquanto que nas espécies gram-positivas ligam-se principalmente & topoisomerase 1V
8]'

As excelentes propriedades farmacocinéticas destes compostos tém contribuido
para 0 sua extensa utilizacdo em medicina. As fluoroquinolonas apresentam excelente
absorcédo gastrointestinal pelo que, formulagdes orais tém sido desenvolvidas para todos 0s
compostos em uso corrente. No entanto, formulagdes intravenosas estdo disponiveis para
alguns compostos com largo espectro de actividade, como por exemplo a ciprofloxacina e
a ofloxacina, facilitando a sua aplicacdo em tratamentos hospitalares. Estes compostos
distribuem-se por vastas areas do corpo humano e concentram-se em determinados fluidos
e tecidos em niveis superiores aos encontrados no plasma sanguineo, nomeadamente, na
urina, nos rins, na prostata, fezes, bilis e pulmdes. As concentracGes de composto na saliva,
em secre¢Oes dos brénquios, nos ossos e no fluido cérebro-espinal sdo inferiores as
encontradas no plasma sanguineo, mas em alguns casos, sdo suficientes para o tratamento

de infeccdes © 2. O tempo de meia-vida no plasma ¢ suficientemente longo permitindo
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estabelecer doses de uma a duas vezes por dia ™ o que ndo acontece com outros
antibioticos.

A eliminacdo destes farmacos ¢é feita, essencialmente, por duas vias, pela via renal
e/ou pela via hepatica. As fluoroquinolonas sdo geralmente bem toleradas causando efeitos
secundarios em apenas 1-3 % dos doentes, sendo 0s mais comuns a intolerancia
gastrointestinal, reaccdes alérgicas e reaccbes de foto-sensibilidade, principalmente, nas
fluoroquinolonas que tém um atomo de fltior na posicdo Xg (Figura 1.1) 2.

As fluoroguinolonas tém demonstrado excelentes resultados clinicos, no tratamento
de infecgbes do aparelho urinario, infecgdes transmitidas sexualmente, infeccOes
gastrointestinais, da pele, dos ossos e do aparelho respiratorio. Sdo igualmente
administradas a animais como aditivos alimentares e/ou como agentes terapéuticos ' 4,
Contudo, e como consequéncia da vasta aplicabilidade das fluoroquinolonas tanto em seres
humanos como em animais, diversos microorganismos tém vindo a desenvolver
mecanismos de resisténcia a este tipo de farmacos.

Sao dois 0s mecanismos mais usuais na resisténcia bacteriana:

i) Mutacbes nas topoisomerases (DNA-girase e topoisomerase 1V), as quais
diminuem a afinidade entre a fluoroquinolona e a enzima, ndo se formando o
complexo [farmaco-enzima-DNA], sendo desta forma possivel a replicacdo do
DNA;

i) mutacbes no acesso as enzimas, isto €, alteracOes estruturais na membrana
externa das células bacterianas e activacdo de bombas de efluxo no interior das
celulas. Desta forma, a concentragdo de fluoroquinolona no interior da célula
diminui consideravelmente, diminuindo a eficacia do farmaco. Este dltimo
mecanismo é menos especifico que o primeiro, desenvolvendo muitas vezes

resisténcia a maltiplas classes de antimicrobianos 8],

A resisténcia bacteriana tem-se manifestado como um problema mundialmente
crescente, tornando muitas classes de compostos antibacterianos ineficazes, com

consequéncias importantes para a saude publica. Parte deste problema estd relacionado

[15]

com 0 uso intensivo ou mesmo inadequado destes farmacos Diversos estudos



Introducéo

realizados tém demonstrado que existe uma relacao directa entre 0 aumento de resisténcia
as fluoroquinolonas e o seu consumo. Assim, de forma a preservar a sua actividade, deve-
se garantir que estes farmacos sdo usados apenas quando estritamente necessarios e em

doses adequadas .

1.2. Propriedades da Moxifloxacina e da Sarafloxacina

Este trabalho centra-se no estudo de duas fluoroquinolonas da 42 geracédo
nomeadamente a moxifloxacina, com aplicacBes terapéuticas em seres humanos e a
sarafloxacina com maior aplicabilidade em veterinaria.

A moxifloxacina é uma fluoroquinolona que na sua estrutura apresenta, na posicao
1 um grupo ciclopropilo, na posi¢cdo 7 um grupo diazabiciclononilo, que Ihe confere boa
actividade contra micoorganismos gram-positivos, € na posicdo 8 um grupo metoxilo,
como se pode ver na Figura 1.2 (a) 1.

A sarafloxacina tem na sua estrutura um grupo aromatico, 4-fluorofenilo, na
posicdo 1 e um grupo piperazinilo na posicdo 7 estando a sua estrutura representada na
Figura 1.2 (b) ™" *. Muitos antibi6ticos sdo usados na forma hidroclorada, como é o caso
da sarafloxacina.HCI e da moxifloxacina.HCI, por forma a proporcionar um aumento da
solubilidade do farmaco em sistemas aquosos, como por exemplo os fluidos corporais,

devido & presenca de cargas em solucéo %,

o o O O
F

i | OH |\ | OH

H
PN
" NT Hel o L HC
/ |

HsC A

(@ (b)
F

Figura 1.2: Estruturas dos antibiéticos: (a) moxifloxacina.HCI e (b) sarafloxacina.HCI.
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A sarafloxacina e a moxifloxacina séo ambas moléculas anfotéricas, ou seja, podem
comportar-se como acidos ou como bases, mediante o pH do meio em que se encontrem.
Sabe-se que a actividade antibacteriana deste tipo de compostos depende muito do pH,
uma vez que eles actuam por inibicdo do DNA-girase da bactéria através do grupo acido
que todas as fluoroquinolonas apresentam na posicdo 3. Assim, para melhor se
compreender a relacdo estrutura/actividade destes compostos é necessario conhecer as suas
propriedades 4&cido-base, as constantes de ionizacdo e o respectivo equilibrio de
protonacao.

Ambas apresentam um grupo com caracteristicas basicas na posi¢do 7 (grupo que
contém uma amina secundaria) e um grupo com caracteristicas acidas na posi¢do 3 (grupo
com um 4&cido carboxilico) ™ ** 2% por serem moléculas dipréticas, em solucdo aquosa
podem existir sob a forma de quatro microespécies: espécie positiva (H,Q"), espécie
anfotérica (HQ™), espécie neutra (HQ®) e espécie negativa (Q7) [** 2 211 Os equilibrios de
protonacdo da moxifloxacina e da sarafloxacina sdo apresentados, respectivamente, na

Figura 1.3 e na Figura 1.4.

0 0
T OH F o
2 || K y H ||

E. I ] ] —_—l —_— L I ] M

c:"o A\. .

+ H3
H;Q
wi" 0o o kzz/
F .
0
H, |
L’I"IN N .,
0 HQ™
HaC:

Figura 1.3: Equilibrio de protonacdo da moxifloxacina 1),
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0 o - o0
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\Q*I Fmo. kz%
N M

Figura 1.4: Equilibrio de protonacéo da sarafloxacina.

Através da analise das Figura 1.3 e Figura 1.4, é possivel escrever as expressdes das

constantes de ionizacdo macroscopicas, K; e K destes compostos *¢2%:

< - iHe?] [+H [l;?]°]} ] W

« _ o]]

He)s o) -
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Da mesma forma, também é possivel escrever as expressdes das constantes de

ionizagdo microscopicas (K, Kiz, ka2 € kz1) que séo 1°);

Ky, = % (1.3)
Ky, = [CEH]—(E;?] (1.4)
kg = % (1.5)

2= (1.6)
o]
As relages entre as constantes macroscopicas e microscopicas sio 2%
K, =k, +Ky .7)
1 1 N 1
T T (1.8)
K2 klZ k22
B=KK, =kyk;, =k;Ky (1.9)

Conhecendo as constantes de ionizacdo e a relagdo existente entre elas é possivel
determinar a concentracdo relativa das quatro microespécies em solucdo. Na Tabela 1.2
encontram-se os valores das constantes de ionizacdo disponiveis na literatura, para as

fluoroquinolonas em estudo ™.

-13-
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Tabela 1.2: Constantes de ionizacio da moxifloxacina*® e da sarafloxacina ™.

Macroconstantes

PKy

pkiy

Microconstantes

pKzo

Moxifloxacina 6,25 + 0,02

Sarafloxacina 410+0,1

7,46

9,25

A concentracdo relativa ou fraccdo molar de todas as espécies em solucdo é entdo dada

pelas seguintes equacdes %)

flo)-— "
ok ]
7]l
B+K, [H]+[H]
(o)l
B+K, [H]+[HT
f[H,0°]= [H°T
B+K, [H]+[H]

(1.10)

(1.11)

(1.12)

(1.13)

O diagrama de distribuicdo da fraccdo molar de cada microespécie da

moxifloxacina, em solucdo aquosa e em funcéo do pH esta representado na Figura 1.5,

De acordo com a figura, verifica-se que para valores de pH préximos de 7,0 existe uma

predominancia das microespécies anfotérica e neutra, o que coincide com o ponto

isoelectrico, (pl), da moxifloxacina, o qual pode ser determinado pela equagéo (1.14) 221 o

-14 -
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ponto isoeléctrico da moxifloxacina com base nos valores das constantes de ionizacdo da
Tabela 1.2 ¢ igual a 7,8.

_ pK, +pK,

pl (1.14)

2

Para valores de pH acidos a concentracdo das microespéecies anfotérica e neutra
diminui consideravelmente, tornando-se predominante a microespécie cationica. Para
valores de pH bésicos a microespécie predominante é a anidnica.

Este tipo de diagramas ajuda a definir o estado de ionizacdo da fluoroquinolona
para um determinado valor de pH, o que por sua vez pode ajudar a compreender as

diferencas existentes na absorcéo biolégica destes compostos 3!,

12

1.0 +

fracgdo microespécies
o o
o o<}

N
=

0.2

00 — X

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

‘—fracgéo positiva —— fracg&o negativa fracgdo anfotérica fracgéo neutra ‘

Figura 1.5: Diagrama de distribuicdo das microespécies de moxifloxacina ).

Para a sarafloxacina, os dados de propriedades fisico-quimicas disponiveis na
literatura sdo praticamente inexistentes e ndo foi possivel encontrar valores para as
microconstantes das microespécies em equilibrio em solucéo aquosa. Sem esses dados ndo

é possivel representar o diagrama de distribuicdo das suas microespécies em funcéo do pH.
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No entanto, sabe-se que este tipo de diagrama difere consideravelmente entre as varias
fluoroquinolonas 224,

Conhecer as propriedades fisico-quimicas destes compostos é essencial para
compreender 0 seu comportamento em seres vivos. Se por um lado a presenca de espécies
quimicas ionizadas melhora a actividade bioldgica e a solubilidade em fluidos biolégicos,
por outro lado, espécies quimicas ndo ionizadas favorecem a particdo destes compostos em
meios lipofilicos, como as membranas celulares dos microorganismos, melhorando as

propriedades farmacocinéticas*.

1.3. Coeficiente de Particao

O conceito de distribuicdo de um soluto entre duas fases nas quais € solGvel tem
sido um tema abordado desde sempre e em &reas diversas, como por exemplo, para isolar
substancias naturais como as esséncias de flores 2%,

A razdo de concentracdes (ou fraccdes molares) do soluto distribuido entre dois
solventes imisciveis é constante apds se atingir o equilibrio, em condicdes de temperatura e
pressao normais, tal como esta representado na Figura 1.6. A esta razdo de distribuicéo,

praticamente insensivel a variacbes de temperatura e concentracdo, denomina-se

coeficiente de particéo ou lei de particéo > %!,
T,P
Sol. | [X]|
/]
N
Sol. 11 X

Coeficiente Partigao = )>(<—

Figura 1.6: Definicéo de coeficiente de particio, onde X representa o soluto .
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No entanto, para diversos sistemas esta lei ndo se verifica %) A distribuicdo do
acido benzobico entre o benzeno e a agua é um exemplo classico. O facto de haver
formacdo de dimeros do &cido benzoOico na fase do benzeno impossibilita a correcta
determinacdo da distribuicdo do soluto nos solventes, pois existe mais do que uma espécie
quimica em solucdo. O mesmo acontece na distribuicdo de substancias que se ionizam em
solucdo aquosa %\, Assim, a lei de particio passou a ser definida tendo em conta a mesma
espécie molecular em ambas as fases 2> %!,

Um dos sistemas mais utilizados na determinacdo do coeficiente de particdo é o
sistema 1-octanol/agua. As suas propriedades fisico-quimicas permitem avaliar, embora de
forma aproximada fendmenos ambientais (sorcéo, toxicidade, viabilidade biologica) que
envolvem compostos organicos *" e permitem ainda avaliar interacces entre compostos
organicos e organismos vivos 2%,

A 4gua é um composto polar sendo portanto um bom solvente para solutos polares,
isto é, que contém grupos funcionais como: -OH, -CHO, -COOH, -NO; e NH,. O 1-
octanol é um hidrocarboneto de cadeia hidrofébica, [CH3(CH2)sCH,OH], com um grupo
alcool na extremidade que Ihe confere caracteristicas hidrofilicas nessa extremidade. O 1-
octanol forma ligacGes por pontes de hidrogénio, tal com acontece com os fosfolipidos e as
proteinas que normalmente se encontram nas membranas bioldgicas, podendo assim
proporcionar uma boa aproximacgdo ao ambiente fisico-quimico experimentado por uma
substancia quimica num teste em tecido vivo %),

O coeficiente de particdo de uma substdncia no sistema 1-octanol/dgua é
representado por ‘K,,’, também, wvulgarmente, designado coeficiente de particdo
verdadeiro, por considerar a mesma espécie molecular em ambos os solventes, para
solucBes diluidas. Quando o coeficiente de particdo é medido em condigdes em que o
soluto esta total ou parcialmente ionizado em solucdo aquosa, o coeficiente de particdo

representa-se por ‘Pqpp’, também designado por coeficiente de particéo aparente [26]

1.3.1. Métodos Experimentais de Medida do Coeficiente de Particao

Os métodos experimentais para medir o coeficiente de particdo estdo normalmente
divididos em métodos directos, nos quais a quantidade de soluto é determinada numa ou

em ambas as fases de solvente, e métodos indirectos, onde ndo ha analise quantitativa.
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Nos métodos directos destacam-se 0s seguintes:

Método de Agitacdo —O soluto é inicialmente dissolvido numa das fases e através de

agitacdo distribui-se pelas duas fases. Depois de separadas, a quantidade de soluto é
analisada. Este método tem um procedimento experimental muito simples, no entanto para
se obter elevada exactiddo nos resultados, € necessario ter em consideracdo determinados
detalhes como por exemplo:

- pureza dos solventes e do soluto, principalmente se as fases forem analisadas por

espectrofotometria de absorcao;

- concentracdo de soluto, que deve ser suficientemente baixa de modo a garantir a

lei de Henry;

- a pré-saturacdo dos solventes, um no outro;

A agitacdo deve ser feita com um agitador orbital e deve-se evitar agitacdo muito
forte, para minimizar a formacdo de emulsdes. Depois da agitacdo as fases sdo sujeitas a
centrifugacdo para a separacao ser mais facil e eficiente. A separacdo das fases deve ser
feita com especial cuidado para ndo perturbar o equilibrio de concentragfes. Os dois
métodos analiticos mais usados para a quantificacdo sdo a espectrofotometria (UV ou

visivel) e a cromatografia liquidal?®.

Método Estatico — O procedimento é idéntico ao do método anterior mas sem agitacéo.
[26]

Este método elimina qualquer possibilidade de formacao de emulsdes

Método de Agitacdo Lenta — E um método intermédio entre os dois métodos anteriores.

Neste caso a agitacdo pode ser feita com barra magnética mas de uma forma muito lenta,
evitando a formacao de emulsdes e a dispersdo das fases uma na outra. A amostragem das
duas fases deve ser feita com muito cuidado, para ndo perturbar o equilibrio. E um método

indicado para solutos muito hidréfobicos 2%,

Método de Coluna — Com este método, as fases atingem o equilibrio sem agitacdo ou
risco de se formar emulsdes. O soluto é dissolvido em 1-octanol e introduzido numa coluna
de cromatografia, com enchimento de aproximadamente 100 mesh. Faz-se passar a fase

aquosa pela coluna de forma a remover o soluto dissolvido no 1-octanol. Desta maneira,
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consegue-se uma grande area de contacto entre as fases sem recorrer a agitacdo. A fase
aquosa é normalmente analisada por cromatografia gasosa (GC) ou liquida (HPLC) ¢,
Relativamente aos métodos indirectos, a maioria baseia-se em correlacdes dos factores

de capacidade da cromatografia, por exemplo:

Cromatografia Liquida com Suporte Sélido — Este método é baseado no procedimento

usual para a separacdo de substancias por passagem em colunas com enchimento. Pode ser
realizado na forma de coluna, de camada fina ou em suporte plano. A forma mais usada ¢ a
de coluna. Para as medigdes do coeficiente de particdo, a coluna é empacotada com silica
gel muito fina (3-70 um) com a qual os grupos de hidrocarbonetos estabelecem ligacdes
covalentes. O eluente deve ser um solvente polar como a agua ou uma solugdo tampéo,
capaz de retirar o soluto do substracto ndo polar. Em HPLC a afinidade do soluto pela fase

estaciondria é caracterizada pelo factor de capacidade k’ %°!,

k = (tg —to) (1.15)

onde tg € 0 tempo de retencdo do soluto e ty € o tempo de permanéncia da fase mével na

coluna. Relacionando a Equacéo (1.15) com K, obtém-se a correlacdo de Collander-type
[26]

logK,, =alogk +b (1.16)

onde a e b séo constantes empiricas.

Cromatografia Liquida sem Suporte Solido — Este método também se pode designar

por cromatografia em contra corrente (CCC) e € baseado na extrac¢do em contra corrente.
Foram desenvolvidos muitos aparelhos para implementar este método mas todos se
baseiam no mesmo principio de funcionamento. A fase movel, ou seja a menos densa,
passa através da fase estacionaria, mais densa, sob a forma de goticulas e tem que se
garantir que o equilibrio é atingido antes de as fases sairem do aparelho. E assim possivel

estabelecer a relagéo:
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Ve =V +Kg, Vs = Ve +(K,, 1)V, (1.17)

onde, V € o volume e M, R, S e T indicam a fase movel, de retencédo, estacionaria e total,

respectivamente 2°.

1.3.2. Determinacao do Coeficiente de Parti¢cao de Fluoroquinolonas

O coeficiente de particdo termodindmico é descrito pela lei de distribuig&o:

Kq= (1.18)

onde, Kgq € o coeficiente de particdo termodinamico, a,_ € a actividade da espécie neutra
no 1-octanol e ay, é a actividade da espécie neutra na fase aquosa, em equilibrio. Para

solucdes diluidas (<10 M) as actividade podem ser desprezadas e substituidos por
concentracdes %2,

Tal como mencionado anteriormente, as fluoroquinolonas sdo moléculas
anfotéricas que em solucdo aquosa se encontram ionizadas em quatro espécies diferentes.

Assim, a sua concentracdo em solucdo aquosa é dada por :

[HQ](aq) = [H2Q+ ](aq) + [HQi ](aq) + [HQO](aq) + [Qi ](aq) (1-19)

A maioria dos métodos analiticos usados na quantificacdo de fluoroquinolona no sistema

de particdo, mede a concentracdo total de soluto nas duas fases, sendo apenas possivel

determinar o coeficiente de parti¢éo aparente, Papp [28].

[HQ°],,

Py =
[H2Q+](aq) + [HQt](aq) + [HQO](aq) + [Q_Laq)

a

(1.20)
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Apesar de em solucdo aquosa existir uma segunda espécie com carga eléctrica global nula,
ficou demonstrado em estudos anteriores ' que apenas a microespécie neutra consegue
efectivamente distribuir-se pela fase organica. Tendo em consideracéo a lei de distribuicdo

(1.18) pode-se redefinir a equacao de P,p, da seguinte forma:

o M [HQ")u
app 0 . N 0 B (121)
[HQ ](aq) [HzQ ](aq) +[HQ_](aq) +[HQ ](aq) +[Q ](aq)

ou seja,

F)anpp = Kow Xf[HQO](aq) (122)

O coeficiente de particdo aparente fica definido em termos do coeficiente de particdo
verdadeiro e da fraccéo relativa da espécie neutra em solugéo.

A distribuicdo de espécies ionizadas na fase aquosa depende do pH e das constantes
de ionizacdo (Ki, Ky, ki1, Kio, ka1, K22) como foi visto na secgdo 1.2. Combinando a
equacdo (1.19) e (1.21) com as expressdes das constantes de ionizacdo (equactes (1.1) a

(1.6)) obtém-se uma expressdo para o calculo do coeficiente de particao verdadeiro ¢ 2%:

k k H*
K =p, |14 K, ke H'] (1.23)

kll [H ' ] kll

1.4. Conceito de Par-i6nico

As fluoroquinolonas sdo moléculas hidrofilicas o que dificulta a sua absorcdo ao
nivel das membranas celulares (pele, mucosas e células bacterianas). Duas estratégias tém
sido aplicadas no sentido de aumentar a capacidade de penetracdo de moléculas
hidrofilicas através de membranas celulares 2% 3
(1) Ruptura da estrutura ordenada da camada lipidica da membrana,

aumentando a solubilidade nessa camada.

-21 -



Introducéo

(i)  Formacdo de pares ionicos entre iGes de cargas opostas, que reduzem ou
neutralizam a carga electrostatica global aumentando assim a lipofilicidade da molécula
sob a forma de par ionico, e consequentemente a sua capacidade de penetracdo através de
membranas.

Um par iénico é definido como um par de iGes de carga oposta que se mantém
unidos apenas por atraccdo electrostatica que obedece a lei de Coulomb, o que significa
que nio existe qualquer tipo de ligacdo quimica. Experimentalmente um par iénico (A" B")
comporta-se como uma espécie estavel e com propriedades termodinamicas distintas,
como por exemplo, condutividade, comportamento cinético, propriedades osmoticas, entre
outras 03233

A formacdo de um par idnico, é apenas possivel se ibes de carga oposta se

aproximam e atingem uma distancia de equilibrio, dada pela seguinte equacéo ¥ *!:

7'z e?
d _|zz]et (1.24)
2¢ kT

onde, z* e 7" sdo as cargas dos ides, e ¢ a carga dos electrdes, ¢, é a constante dieléctrica do
meio, k é a constante de Boltzmann e T é a temperatura absoluta.

A equacdo (1.24) evidencia a importancia da constante dieléctrica do meio na
formacdo de pares ionicos. Um solvente com elevada constante dieléctrica, como por
exemplo a agua (er =78,5), ndo favorece a formacgdo de pares ionicos enquanto que,
solventes com ¢ < 40,0 favorecem a sua formacdo . Outros factores podem estar
envolvidos na associa¢do dos ides nomeadamente, ligacdes de hidrogénio, lipofilicidade
dos i6es e parametros de solubilidade ). Nas soluces aquosas, para além das interaccdes
electrostaticas, o solvente tem um efeito decisivo na formacao dos pares ionicos, o qual foi
descrito pela primeira vez em 1963 como “estrutura forcada da agua” * ). Se o catido e o
anido forem moléculas relativamente volumosas e hidrofobicas, a estrutura de ligaces por
pontes de hidrogénio da agua forga-as a manterem-se unidas, de forma a maximizar as
interac¢Oes dgua-agua e minimizar perturbacGes na sua estrutura.

O conceito de par ionico tem sido aplicado na area das ciéncias farmacéuticas, com
a finalidade de aumentar a lipofilicidade de farmacos com elevada afinidade com solugdes
aquosas, como sdo o exemplo dos compostos ionizados. Muitos farmacos de aplicacéo

-22 -



Introducéo

topica sdo moléculas ionizadas que apresentam fraca penetracdo através da camada lipidica
do estrato corneo da pele. Estudos revelaram que por adicdo de contra-ides adequados €
possivel neutralizar parte da carga eléctrica dos farmacos e aumentar o fluxo de compostos
através de membranas lipidicas B% *?1. O conceito de par iénico foi também aplicado em

341 Estes antibidticos sdo

compostos antibacterianos, como as cefalosporinas
administrados apenas por via intravenosa ou intramuscular por serem compostos
anfotéricos muito hidrofilicos, apresentando fraca absorcdo oral. Na presenca de contra-
ides hidrofobicos foi possivel aumentar a lipofilicidade das cefalosporinas para valores de
pH préximos do ponto isoeléctrico de cada composto B*. Outros compostos aos quais tém
sido aplicado o conceito de par iénico sio os peptideos .. A aplicacéo do conceito de par
ionico possibilita 0 aumento da lipofilicidade dos peptideos sem ser necessario recorrer a
modificacdo quimica dos mesmos, 0 que tem vantagens do ponto de vista biofarmaceutico,
analitico e tecnoldgico, tanto na sua separacdo e determinacdo em amostras bioldgicas
como na sintese de protefnas 2.

Aplicando o conceito de par idnico ao coeficiente de particdo das fluoroquinolonas
é possivel estudar a sua influéncia na lipofilicidade destes fa&rmacos. Em solu¢do aquosa, as
espécies positivas das fluoroquinolonas (H,Q") podem associar-se a contra-ides negativos

(Y") formando pares i6nicos (H,Q" Y°) hidréfobicos B4 %1
H2Q+(aq) +Y @) & (H2Q+ Yﬁ)(aq) < (HzQ+ Yﬁ)(o) (1-25)
Assim, a concentracdo de fluoroquinolona em solugcéo aquosa passa a Ser:

[HQlp) = [H2Q+](aq) + [HQi](aq) + [HQO](aq) + [Qf](aq) + [H2Q+Y7](aq) (1.26)

e por sua vez , o coeficiente de particdo aparente é dado por:

- [HQ*} +[HQ" Y],
[HzQ+ ](aq) + [HQi](aq) + [HQOLaq) + [Qi](aq) + [HZQ+ Yﬁ](aq)

app

(1.27)
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Para este trabalho consideraram-se quatro contra-ifes organicos, nomeadamente o
mesilato, o acetato, o hidrogenomaleato e o deoxicolato com estruturas e propriedades
moleculares muito distintas em termos de lipofilicidade (mesilato < acetato <
hidrogenomaleato < deoxicolato), geometria, tamanho e flexibilidade (mesilato < acetato <
hidrogenomaleato < deoxicolato) . O ido deoxicolato e o id0 hidrogenomaleato s&o
substancias enddgenas, o ido mesilato é frequentemente usado como anido de farmacos, e o
id0 acetato encontra-se em muitos produtos alimentares com aromatizante. Na Figura 1.7

estdo representadas as estruturas dos contra-ides estudados neste trabalho.

I
w
O
}O
Q
I
milie]
O
I
w
I
w
mille!
@]

HoW H H

0 —
ch—!—o © °

y) c) Ho _ d)

Figura 1.7: Estruturas dos contra-ifes: a) ido acetato, b) ido deoxicolato, ¢) ido mesilato e
d) ido hidrogenomaleato.
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1.5. Objectivos do Trabalho

Considerando as propriedades fisico-quimicas das fluoroquinolonas e o seu
complexo equilibrio de protonagdo, pretende-se com este trabalho determinar as constantes
de ionizacéo de duas fluoroquinolonas, a moxifloxacina e a sarafloxacina. Dessa forma, €
possivel conhecer detalhadamente a distribuicio das microespécies de cada
fluoroquinolona em funcéo do valor de pH e estudar a sua influéncia na determinacdo do
coeficiente de particdo aparente e verdadeiro de cada fluoroguinolona. Este estudo é de
especial importancia para esta classe de farmacos, pois as suas estruturas moleculares
variam consoante o pH do meio em que se encontram, alterando assim as suas
propriedades farmacocinéticas. Pretende-se ainda, verificar qual a influéncia do de par
ionico na lipofilicidade destas fluoroquinolonas. O coeficiente de particdo aparente sera
determinado na presenca de quatro contra-ibes organicos com diferentes estruturas e
propriedades moleculares e para cada um os resultados serdo comparados com os valores
do coeficiente de particdo aparente obtidos para cada fluoroquinolona, na gama de pH

estudada.
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Neste capitulo sera feita uma descricdo dos compostos e materiais utilizados neste
trabalho, assim como, dos procedimentos experimentais utilizados na determinacdo do

coeficiente de particdo aparente e na determinacéo da influéncia do par iénico.

2.1. Materiais

Para a realizacdo deste trabalho foram usados varios compostos, nomeadamente,
duas fluoroquinolonas (a moxifloxacina foi gentilmente cedida pela Bayer Health Care), os
solventes, os contra iGes e 0s sais e acidos para as solugfes tamp&o. Foi usada agua ultra-
pura de resistividade 18 MQ.cm a 25,0 °C, sistema Millippore modelo Milli-Q element. Na
Tabela 2.1 encontram-se listadas a origem de cada composto, assim como, a sua pureza.
Todos os compostos foram usados sem qualquer purificagdo adicional.

Tabela 2.1: Compostos usados neste trabalho, a sua origem e pureza.

Composto Formula Origem Pureza
molecular

Moxifloxacina.HCI CyH24FN3O4.HCI  Bayer HealthCare 99,8%
Sarafloxacina.HCI CyoH17F2N305.HCI LKT 98,0%
1-Octanol CgHy50 Fluka 99,5%
Acetato de Sédio C,H;0,Na Pronolab 99,8%.
Mesilato de Sddio CH3;SO3Na Aldrich 98,0%
Deoxicolato de Sodio CyH39NaO, Fluka 98,0%
Maleato de Sédio C,H;NaO, Sigma 99,0%
Di-hidrogeno Fosfato de Potassio KH,PO, Merck 99,5%
Hidroxido de Sodio NaOH Panreac 98,0%
Tetraborato de Sédio Na,B,0,.10H,0 Panreac 98,0%
Cloreto de Sédio NaCl Panreac 99,5%
Acido Acético Glacial C,H,0, Panreac 99,7%
Acido Cloridrico HCI Riedel de Haén 37,0%
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2.2. Métodos Experimentais

2.2.1. Determinacéo das Constantes de lonizagéo

As macroconstantes e as microconstantes de ionizacdo da moxifloxacina e da
sarafloxacina foram determinadas por espectrofotometria de absorcdo molecular (UV) a
temperatura ambiente.

Solucdes de fluoroguinolona de concentracdo aproximadamente 30,0 uM foram
preparadas em solucGes com diferentes valores de pH. As solucdes foram obtidas a partir
de uma solucdo de HCI com concentracdo 0,001 M e uma solucdo de NaOH com
concentracdo 0,001 M, misturando volumes adequados de cada uma até se obter o pH
desejado. O pH foi medido com um medidor Hanna instruments HI 9321, previamente
calibrado com padrfes de pH 4,01 e 7,01. A forca idnica das solucdes foi ajustada para
0,15 M com cloreto de sodio. O espectro de absorvancia de cada solucdo de moxifloxacina
e de sarafloxacina foi tragado num intervalo de comprimento de onda de 199,0 nm a 400,0
nm, num espectrofotometro de UV, Shimadzu 1700.

2.2.2. Determinacéo das Rectas de Calibracéo

Prepararam-se solugdes tampdo com diferentes valores de pH: solugdo tampéo
acetato com concentracdo de 0,1 M e pH igual a 3,0; solucdo tampdo acetato com
concentracdo de 0,2 M e pH igual a 5,0; solucdo tampdo fosfato com concentracdo de
0,1 M e pH igual a 7,0; solucdo tampéo borato com concentragéo de 0,025 M e pH igual a
9,0. A forca idnica de cada solucdo foi ajustada por adicdo da quantidade apropriada
cloreto de sddio para o valor de 0,15 M. Cada solugdo foi saturada em 1-octanol a 25,0 +
0,1 °C, ficando em agitacdo num agitador orbital Stuart, modelo SSL1, durante
aproximadamente 24 horas. As duas fases foram separadas com auxilio de uma ampola de
decantacéo.

Para as rectas de calibracdo prepararam-se solucdes, de concentracdo rigorosamente
conhecida de fluoroquinolona em cada solucdo tampao saturada em 1-octanol (a massa do
principio activo foi pesada em balancas analiticas, Metter toledo AB204 com precisao de

0,0001 g e Precisa 40 SM-200A com precisdo de 0,01 mg) e tracaram-se 0s espectros de
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absorvancia no espectrofotometro de UV. Repetiu-se 0 mesmo procedimento usando o 1-
octanol, saturado em cada solugdo tampdao, como solvente.

Na Tabela 2.2 estdo registados os valores de comprimento de onda obtidos para o
valor méximo de absorvéncia de cada solug&o.

Para a moxifloxacina a gama de pH estudada foi de 5,0 a 9,0 e para a sarafloxacina
foi de 3,0 a 9,0. No entanto, para esta Gltima fluoroquinolona néo foi possivel tracar rectas
de calibracdo em 1-octanol saturado em solucdo tampéo de pH 3,0 e 9,0, por néo ter sido

possivel obter a completa dissolucao da fluoroquinolona.

Tabela 2.2: Comprimentos de onda usados para cada fluoroquinolona.

H A (nm)
P Moxifloxacina Sarafloxacina
Solugdo Tampéo 2795
3.0 1-Octanol
Solucdo Tampéo 2950 278,0
50 1-Octanol 296,0 283,0
Solucdo Tampao 289,5 273,5
7.0 1-Octanol 297,0 283,0
Solucdo Tampéo 288.0 278,0
9,0
1-Octanol 2960

Depois de seleccionado o comprimento de onda para cada solucdo, prepararam-se varios
padrdes numa gama de concentracfes de 0,002 mg/mL a 0,015 mg/mL e tracaram-se as
respectivas rectas de calibracdo da absorvéncia em funcdo da concentragdo massica em
(mg/mL) utilizando o método dos minimos quadrados. As rectas de calibragdo obtidas

encontram-se no Apéndice A.
2.2.3. Determinacédo do Coeficiente de Particdo Aparente
O coeficiente de particdo aparente foi determinado pelo método da agitacdo a

temperatura de 25,0 °C ?® 281 Optou-se por este método pela sua simplicidade e por ndo

haver o risco de formacdo de emulsdes entre 0s solventes usados e 0s solutos. O
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coeficiente de particdo aparente foi determinado num sistema 1-octanol/solucdo aquosa,
numa gama de pH de 3,0 a 9,0 com forca idnica constante e igual a 0,15 M.

Para tal, preparou-se uma solucéo de concentracdo 0,01 mg/mL de fluoroguinolona
em solucdo tampd@o (0 que corresponde a uma concentracdo de 23,0 uM para a
moxifloxacina e 26,0 uM para a sarafloxacina). Os solventes foram previamente saturados
pelo procedimento descrito na seccdo anterior. Adicionaram-se volumes iguais (5,0 mL) de
solucdo de antibiotico e de 1-octanol e foram sujeitos a agitacdo durante 24 horas no
agitador orbital a 200 rpm, de forma a garantir o equilibrio de particdo. Estudos anteriores
indicam que este periodo garante que o equilibrio foi atingido para a maioria das

8] O agitador orbital encontrava-se num banho de ar em acrilico

fluoroquinolonas
isolado, capaz de manter a temperatura em 25,0 + 0,1 °C através de um controlador PID.
Apo6s o periodo de agitacdo, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 15
minutos numa centrifuga Eppendorf 5804. Para amostrar as fases usaram-se seringas, de
forma a minimizar as perturbacdes no equilibrio das fases. A quantificacdo da
concentracdo de fluoroguinolona em ambas as fases, aquosa e organica, foi feita por

espectrofotometria UV, ao comprimento de onda previamente estabelecido na Tabela 2.2.

2.2.4. Determinacédo do Coeficiente de Particdo Aparente na Presenca de

Contra-ioes

O estudo da influéncia do par io6nico na lipofilicidade da moxifloxacina e da
sarafloxacina, foi realizado aplicando o seu conceito na determinacdo do coeficiente de
particdo aparente, ou seja, foi medido o coeficiente de particdo aparente de cada uma das
fluoroquinolonas na presenca de diversos contra-ides. O procedimento utilizado para a
determinacdo do coeficiente de particdo aparente foi o descrito na sec¢do 2.2.3, @ mesma
temperatura de trabalho e na mesma gama de valores de pH. As solugbes de
fluoroguinolona foram preparadas com uma concentracdo de 0,01 mg/mL nas varias
solugdes tampdo, tendo-se variado a razdo molar entre o antibidtico e o contra-ido desde
1:1 até 1:100. O pH da solugédo aquosa foi verificado apds adicionar-se o contra ido, para
garantir que se estava a trabalhar no valor desejado. O volume usado para cada fase em
equilibrio foi de 5,0 mL e no final ambas as fases foram analisadas por espectrofotometria

de UV, ao comprimento de onda previamente estabelecido Tabela 2.2.
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3.1. Determinacao das Constantes de lonizacao

Tal como ja foi referido, as fluoroquinolonas apresentam na sua estrutura
molecular dois grupos protonados, um grupo carboxilico e um grupo da amina secundaria,
onde a regido de acidez de ambos 0s grupos se sobrepde para alguns valores de pH.
Consequentemente, em solugdo aquosa, estas fluoroquinolonas podem encontrar-se sob a
forma de quatro microespécies: espécie positiva (H.Q"), espécie anfotérica (HQ®), espécie
neutra (HQ®) e espécie negativa (Q°) % 2620,

Como se pode observar na Figura 3.1 e Figura 3.2, nos espectros da moxifloxacina
e da sarafloxacina em solucdes tampdo com diferentes valores de pH existem dois

maximos de absor¢do caracteristicos, em bandas completamente distintas e independentes.

1.6

0.0

240 260 280 300 320 340 360 380

A (nm)
——pH=2.9 ——pH=4.06 =~ ——pH=5.12  —pH=6.04
pH=7.10 ~ ——pH=7.90  ——pH=9.11  —pH=11.00

Figura 3.1: Espectros da moxifloxacina para diferentes valores de pH.
Um dos méaximos é observado numa gama de comprimento de onda entre 300,0 e

380,0 nm e é caracteristico da protonacdo do grupo amina, € 0 segundo maximo de
absorcdo, mais intenso, é observado numa gama de comprimento de onda entre 240,0 e
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300,0 nm, que caracteriza a desprotonacdo do grupo carboxilico. Esta ultima banda é
dependente do valor de pH da solugdo, sofrendo desvios para comprimentos de onda
superiores com a diminuicdo do pH. Desta forma, € possivel determinar-se a fraccdo de
desprotonacao deste grupo a partir do espectro de absorc¢do da fluoroguinolona em fungéo

do valor de pH [0 232436371

1.0

Abs

240 260 280 300 320 340 360 380
A (nm)
—pH=2.90 —— pH=5.12 — pH=6.04 pH=7.10
——pH=7.90 pH=8.01 ——pH=9.11 ——pH=11.00

Figura 3.2: Espectros da sarafloxacina para diferentes valores de pH.

Nos espectros de ambas as fluoroquinolonas é possivel detectar pontos
isosbésticos. A estes comprimentos de onda a absorvancia das duas espécies das
fluoroquinolonas é a mesma, independentemente do pH da solucédo, o que significa que o
coeficiente de absortividade molar (também designado por coeficiente de extingdo molar)
da espécie protonada e da sua base conjugada é o mesmo %> 2431 Na moxifloxacina o
ponto isosbéstico relativo ao grupo carboxilico encontra-se a 319,4 nm e na sarafloxacina
a 311,6 nm. Na gama de comprimentos de onda entre 280,0 nm e o0 ponto isosbhéstico de
cada fluoroquinolona verifica-se a maior diferenca entre a absorvancia da forma acida e da

forma bésica conjugada, ou seja é onde a dependéncia da protonacéo do grupo carboxilico
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com o pH é mais acentuada, sendo entdo possivel determinar-se a fraccdo de
desprotonacao relativa a este grupo.

A fraccdo de desprotonacdo do grupo carboxilico de ambas as fluoroguinolonas
pode ser calculado através das absorvancias em fungdo do pH da solugdo pela seguinte

equacdo 11623 241:

A —A
— (pH) (COOH)
Oooo- (PH) = - (3.1)

A(coo-) - A(COOH)

onde Acoo-) € Acoon) Sa0 valores experimentais de absorvancia quando o grupo
carboxilico esta desprotonado e protonado respectivamente e oqcoo-) € a fraccdo de
desprotonacdo do grupo carboxilico para um determinado valor de pH, para o qual a
absorvancia € Agpr). Neste trabalho, os valores de ocoo-) para a moxifloxacina foram
determinados a 300,0 nm e para a sarafloxacina foram determinados a 284,0 nm.

Baseado nos equilibrios de protonacéo das fluoroquinolonas (Figura 1.3 e 1.4), a
fraccdo de desprotonacéo do grupo carboxilico pode também ser definida como [ 2324;

k21[H+]+ KlKZ

O ooo- (PH) = (3.2)

[T+ K, e KK,

Igualando as equacdes (3.1) e (3.2) pode-se calcular as duas macroconstantes, Kj,
K, e uma microconstante de ionizacao, ky;, por ajuste da fraccdo de desprotonacédo do
grupo carboxilico, calculada com os dados experimentais das absorvancias, em funcao do
valor de pH, por um método iterativo, como por exemplo o de Newton-Raphson
(implementado numa subrotina da funcdo solver do excell®). A funcéo objectivo a

minimizar é dada pela expressdo Z|aexp —aca,c|, onde o.xp € dado pela equagdo (3.1) e
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ocalc € dado pela equacdo (3.2). Na Figura 3.3 estdo representados os dados experimentais

de oycoo-)(PH) assim como, os valores obtidos pelo método iterativo.

1.0 1.0 b

0.8 -

0.8 -

0.6 0.6

oL(C00-)
ooy

0.4 4 0.4

0.2 4 0.2 4

0.0

*

0.0 +

25 4.5 6.5 8.5 10.5
pH

2.5

(@) (b)

Figura 3.3: Fraccdo de desprotonacdo em fungdo do pH. (a) moxifloxacina a 300,0 nm,
(b) sarafloxacina a 284,0 nm. A linha corresponde aos ooy Calculados pelo método
iterativo.

As restantes microconstantes, kii, K1 e ko, foram determinadas a partir dos valores
obtidos de Kj, K; e ky; pelas equagbes (1.7 — 1.9) e os resultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Constantes de ionizagdo determinadas neste trabalho.

Macroconstantes Microconstantes
Fluoroquinolona
PKy PK: pki pkio pka1 pka,
este trab. 6,23 9,08 7,53 7,78 6,26 9,05
Moxifloxacina
ref. [16] 6,25 9,29 7,46 8,08 6,29 9,25
este trab. 4,12 6,78 5,58 6,79 411 5,32
Sarafloxacina
ref.[17] 4,10 6,80
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Os valores determinados neste trabalho para pK; e pK; para as duas fluoroguinolonas sao

muito semelhantes aos valores encontrados na literatura & 71

. O valor de pK; da
moxifloxacina mostra que este composto é um &cido mais fraco do que os acidos
carboxilicos arométicos (pKa = 5,0)??. A formacéo de ligacBes intra-moleculares, por
pontes de hidrogénio, entre o grupo carboxilico ndo ionizado e o grupo cetona no anel de
quinolina aumentam a estabilidade da forma protonada do grupo carboxilico ?* 3 sendo
responsaveis pelas caracteristicas pouco acidas das fluoroquinolonas. O valor de pK, da
moxifloxacina estd de acordo com os valores da literatura para compostos com grupos
amina secundarias 4.

O valor de pK; da sarafloxacina indica que este composto é um &cido mais forte do
que a moxifloxacina e do que a generalidade das fluoroquinolonas. O valor de pK; da
sarafloxacina quando comparado com valores da literatura para compostos com grupos
amina estruturalmente semelhantes, como € o caso da ciprofloxacina (pK,; = 8,73) e da
grepafloxacina (pK = 8,78) ! & muito baixo. No entanto, est4 de acordo com valores de
pK, da literatura para a sarafloxacina . O facto de os valores de pK; e pK, da
sarafloxacina serem inferiores ao esperado, pode estar relacionado com o efeito exercido
pela electronegatividade do atomo de fluor do substituinte R; na estrutura deste composto
[17].

Com base nas macroconstantes e microconstantes de ionizacdo da sarafloxacina, a
distribuicdo das quatro microespécies em solucao aquosa, em funcgédo do valor de pH pode
ser determinada através das equacbes (1.10-1.13), tal como foi descrito para a
moxifloxacina na sec¢do 1.2. Na Figura 3.4 estd representada a distribuicdo de

microespécies para a sarafloxacina.
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Figura 3.4: Diagrama de distribuicdo das microespécies de sarafloxacina.

E bem visivel a predominancia da forma anfotérica sobre a forma neutra em toda a
gama de pH e que ambas alcangcam um méaximo quando o valor de pH esta proximo do
ponto isoeléctrico, o qual foi determinado pela equagéo (1.14), pl = 5,5.

A razdo entre a fraccdo molar da forma neutra e da forma anfotérica é equivalente
a kii/ko;. Este valor é constante em toda a gama de pH (a moxifloxacina tem um valor de
533 % e a sarafloxacina tem o valor de 3,63 %) e € caracteristico de cada
fluoroquinolona. De acordo com Takacs-Novak et. al® apenas a espécie neutra é
lipofilica, ou seja, é a Unica que € solivel em compostos organicos. Assim, quanto maior
for este quociente maior € a lipofilicidade do composto, determinando a sua capacidade

para alcancar o interior de bactérias (> 241,
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3.2. Determinacao do Coeficiente de Particao

3.2.1. Coeficiente de Particdo Aparente

O método experimental usado na determinacdo do coeficiente de particdo aparente
foi o método da agitacdo, tal como foi descrito na seccdo 2.2.3. A quantificacdo de
fluoroquinolona em cada uma das fases resultantes foi feita por espectrofotometria de
absorcdo molecular (UV). Considerou-se a equacdo (1.20) para a determinacdo do
coeficiente de particdo aparente, a qual pode ser definida em termos de absorvancias pela

equacao (3.3):
_ACAL Ve
Popp x (3.3)
Af Vo

onde, A; e As representam, respectivamente a absorvancia da fluoroquinolona na fase
aquosa antes e depois de o equilibrio ter sido atingido, Vaq € V, representam,
respectivamente os volumes de fase aquosa e de fase organica usados em cada ensaio.

Na Tabela 3.2 encontram-se os valores médios de absorvancia obtidos para cada
valor de pH assim como, os valores de massa de moxifloxacina na fase aquosa, antes e
depois de o equilibrio ter sido atingido, m; e m; respectivamente. Na mesma tabela
encontram-se listados os valores de massa de moxifloxacina que passou para o 1-octanol
obtidos por utilizagdo da recta de calibragdo da moxifloxacina em 1-octanol, m,. Uma vez
gue esta quantidade é normalmente bastante pequena, 0 que pode originar erros elevados

na sua medicao, testou-se a possibilidade de quantificar a massa de fluoroquinolona na
fase de 1-octanol por utilizagdo de um balango de massa, (m?™). Comparando o valor de
massa de moxifloxacina que passou para o 1-octanol obtido por balango de massa, (m°")

com o valor obtido directamente, por utilizacdo da recta de calibracdo da moxifloxacina
em 1-octanol, m,, determinaram-se 0s desvios correspondentes pela equagdo (3.4), os
quais estdo apresentados também na Tabela 3.2.
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(o]

Desvio% = |

(3.4)

Tabela 3.2: Absorvancias e massas de moxifloxacina a diferentes pH em ambas as fases.

Fase Aquosa Fase Organica
pH b Desvio
A m; (mg) As m; (Mg) Ao m, (mg) Mg (mg) o
0
5,0 0,970 0,051 0,802 0,042 0,192 0,009 0,009 1,85
7,0 0,927 0,035 0,640 0,023 0,290 0,012 0,012 2,50
9,0 0,939 0,049 0,648 0,033 0,303 0,017 0,016 4,03

Da mesma forma, determinou-se através de um balanco de massa a quantidade de

sarafloxacina que passou para a fase de 1-octanol, para cada valor de pH, e comparou-se

com o valor obtido directamente, pela recta de calibracdo da sarafloxacina em 1-octanol.

Os desvios correspondentes foram determinados pela equacdo (3.4), os quais estdo

apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Absorvancias e massas de sarafloxacina a diferentes pH em ambas as fases.

Fase Aquosa Fase Organica
pH b Desvio
A m; (mg) As m; (Mg) Ao m, (mg) Mg (mg) o
0
3,0 0,747 0,045 0,653 0,039 0,006
5,0 0,798 0,047 0,653 0,039 0,116 0,008 0,009 1,87
7,0 0,702 0,050 0,622 0,045 0,086 0,006 0,005 3,20
9,0 0,686 0,051 0,650 0,048 0,003
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Os valores dos desvios para a massa de moxifloxacina e de sarafloxacina, na fase
organica sdo inferiores a 4,1 % e 3,3 %, respectivamente. Estes desvios devem-se
essencialmente, a erros experimentais associados a utilizacao da recta de calibracao pois a
quantidade de fluoroquinolona é muito baixa. Assim sendo, considera-se valido o balanco
de massa para a quantificacdo destas fluoroquinolonas na fase organica.

Os valores do coeficiente de particdo aparente determinados pela equacéo (3.3)
estdo listados na Tabela 3.4, assim como o logaritmo dos resultados e 0s respectivos
desvios padrdo (D.P.), onde n é o numero de ensaios paralelos, que se realizaram para a

moxifloxacina e para a sarafloxacina.

Tabela 3.4: Coeficiente de particdo aparente para a moxifloxacina e para a sarafloxacina,
a diferentes pH.

Moxifloxacina Sarafloxacina
pH
Papp 109(Papp) D.P. n Papp 109(Papp) D.P. n
3,0 0,144 -0,841 0,021 6
5,0 0,217 -0,663 0,034 6 0,223 -0,652 0,020 6
7,0 0,444 -0,353 0,013 6 0,178 -0,888 0,024 6
9,0 0,433 -0,366 0,052 6 0,055 -1,261 0,001 6

Na Figura 3.5 e na Figura 3.6 estdo representados os valores do coeficiente de
particdo aparente da moxifloxacina e da sarafloxacina, respectivamente, num sistema

1-octanol/solucao tampéo, para os diferentes valores de pH.
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Figura 3.5: Perfil de particdo aparente da moxifloxacina em fungéo do pH.

Verifica-se que a distribuicdo dos valores do coeficiente de particdo aparente da
moxifloxacina em funcdo dos valores de pH apresenta um perfil parabélico como se pode
observar pela linha de tendéncia representada, sendo o0 maximo de lipofilicidade atingido
para valores de pH proximos de 8,0, coincidindo com o ponto isoeléctico da
moxifloxacina determinado através da equacdo (1.14), pl = 7,8.
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Figura 3.6: Perfil de particdo aparente da sarafloxacina em funcgéo do pH.
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As mesmas conclusdes podem ser obtidas por analise dos valores do coeficiente de
particdo aparente da sarafloxacina em funcdo do pH. O maximo de lipofilicidade para este
composto é mais uma vez coincidente com o valor do seu ponto isoelétrico, pl = 5,5.

Para compostos anfotéricos como as fluoroquinolonas é esperado que a
distribuicdo do coeficiente de particdo aparente em funcdo do pH tenha a forma
parabélica, ou seja segue uma distribuicdo de Gauss * %!, As espécies com menor carga
sdo as mais lipofilicas e sdo aquelas que predominam no ponto isoeléctrico de cada
composto. Por outro lado, a medida que o valor de pH se afasta do ponto isoeléctrico a
fraccdo de espécies carregadas aumenta, as quais sdo menos lipofilicas, o que provoca
uma diminuicéo do coeficiente de particdo aparente.

3.2.2 Coeficiente de Particdo Verdadeiro

O coeficiente de particdo verdadeiro foi definido com base no coeficiente de
particdo aparente e na concentracdo relativa de espécie neutra em solugdo, tal como
descreve a equacéo (1.22).

Para o valor de pH igual ao pH do ponto isoeléctrico de cada fluoroguinolona, a
fraccdo de espécie neutra em solucdo aquosa é maxima. Nestas condigdes 0 composto
pode ser considerado neutro® e o coeficiente de particio verdadeiro (Kow) pode ser
determinado. Para a moxifloxacina e sarafloxacina o valor do coeficiente de particdo
verdadeiro no sistema 1-octanol/solucdo aquosa, determinado a partir da equacéo (1.23) é
log(Kow) = 1,01 e log(Kow) = 0,864, respectivamente, podendo-se concluir que a
moxifloxacina € um composto mais lipofilico do que a sarafloxacina.

Conhecendo o valor do coeficiente de particdo verdadeiro de cada fluorogquinolona
e a concentracdo relativa da espécie neutra em funcdo do pH, é possivel prever a
distribuicdo de particdo aparente para toda a gama de valores de pH através da equacéo
(1.22).

Na Figura 3.7 e Figura 3.8 estdo representadas as previsdes do coeficiente de
particdo aparente em funcdo do pH calculadas a partir da equacdo (1.22) para a
moxifloxacina e sarafloxacina, respectivamente. Observa-se para ambas as

fluoroquinolonas, uma excelente concordancia com os dados experimentais no pH
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correspondente ao ponto isoeléctrico, embora a medida que o pH se afasta deste valor se
obtenham desvios elevados entre os dados experimentais e as previsdes calculadas pela
equacdo (1.22), quer para pH A&cidos, quer para pH bésicos. Os valores obtidos
experimentalmente em meio &cido sdo muito superiores aos previstos, o que indica uma
solubilidade da forma neutra superior ao previsto. Este comportamento pode ser explicado
através da formacdo de pares ionicos, entre 0 grupo amina secundaria presente em ambas
as fluoroquinolonas e os anides da solucdo tampao, formando assim, espécies neutras mais
lipofilicas, aumentando o coeficiente de particdo aparente. Estudos anteriores
evidenciaram que fluoroquinolonas com grupos amina secundaria formam facilmente

pares iénicos 2.

pH
0.0 ; ‘ ‘ ‘
2lo 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0
_02 4

-0.4 4 I

-0.6

-0.8 -

-1.0 4§

log(Papp)

-1.2 4

1.4

-1.6

-1.8

-2.0

Figura 3.7: Distribuicdo de particdo em funcdo do pH, para a moxifloxacina. A linha

representa a previséo de 1og(Papp).

Em meio bésico também se obtém valores superiores aos esperados,
principalmente para a sarafloxacina a pH = 9,0. A razdo para estes valores ndo ¢ muito
clara, podendo ser devida a formacdo de pares iGnicos entre as espécies negativas da

fluoroquinolona e os catides presentes nas solugdes tampao.
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Figura 3.8: Distribuicdo de particdo em funcdo do pH, para a sarafloxacina. A linha
representa a previsao de log(Papp).

A mesma conclusdo pode ser obtida por analise da equacéo (1.22), onde se verifica
que no calculo de P4, a partir de Koy € apenas considerada a fraccdo de espécie neutra,
HQ®, néo tendo em conta a possivel formacao de pares i6nicos.

3.3. Coeficiente de Particdo Aparente na Presenca de Contra-ides

A influéncia da formacéo de pares iénicos na lipofilicidade das fluoroquinolonas foi
estudada neste trabalho usando quatro contra-ides na determinacdo do coeficiente de
particdo aparente no sistema 1-octanol/solucdo aquosa, para a gama de valores de pH

estudada anteriormente.

Com a moxifloxacina foram estudados trés contra-ides, nomeadamente o0 ido
acetato (Ac), o ido mesilato (Mes) e o ido deoxicolato (Doc). Este ultimo sé foi possivel
testar para pH igual a 7,0. O ido deoxicolato pertence a um grupo de biosurfactantes que se
designam por sais da bilis. Em solugdes aquosas estes sais formam emulsdes muito
facilmente sendo necessario garantir que a determinacdo do coeficiente de particdo

aparente € efectuada a concentracGes inferiores a concentracdo micelar critica do contra-

- 47 -



Resultados Experimentais e Discusséo

ido. A literatura indica que este tensioactivo apresenta uma gama de valores de
concentracdo micelar critica, formando micelas de estruturas diversas de acordo com as
diferentes concentracdes *°\. A concentracdo minima & qual ocorre a formagao de micelas
esta descrita na literatura como sendo igual a 2,4 mM em agua 1%, tendo-se verificado que
esta concentracao depende fortemente da presenca de ides sédio em solucdo.

No caso da sarafloxacina foram estudados quatro contra-ides, 0s trés anteriormente
descritos e ainda o ido hidrogenomaleato (Hmal). Este composto é um acido diprético com
constantes de ionizagdo da ordem de pKa = 2,78 e pKa2 = 4,05 B3] limitando o seu uso ao
pH igual a 3 de forma a garantir que o acido se encontra na forma de mono anido.

Na Tabela 3.5 e Tabela 3.6 estdo registados os valores do coeficiente de particdo
aparente e 0s respectivos desvios padrdo, da moxifloxacina e sarafloxacina
respectivamente, na auséncia (branco) e na presenca dos Vvarios contra-ides, para a gama
de valores de pH estudada. Estes valores correspondem aos valores de coeficiente de
particdo aparente mais elevados obtidos através da utilizacdo de diferentes concentracdes
dos diferentes contra-ides e n € o nimero de ensaios paralelos, que se realizaram para a

moxifloxacina e para a sarafloxacina.

Tabela 3.5: Valores de Py, € respectivos desvio-padréo (D.P.) da moxifloxacina, na
auséncia e na presenca de contra-ides.

Papp (£ D.P.)
pH Branco Acetato Mesilato Deoxicolato n
50 0,217 (0,034) 0,309 (0,017) 0,276 (0,021) 6
7,0 0,444 (0,013) 0,572 (0,009) 0,512 (0,055) 0,579 (0,007) 6
9,0 0,433 (0,052) 0,386 (0,004) 0,371 (0,007) 6

Tabela 3.6: Valores de Py € respectivos desvio-padréo (D.P.) da sarafloxacina, na
auséncia e na presenca de contra-ides.

Papp (£ D.P.)
pH Branco Acetato Mesilato Deoxicolato  Hidrogenomaleato  n
3,0 0,144 (0,021) 0,295 (0,008) 0,250(0,015) 0,286 (0,019) 6
50 0,223(0,020) 0,246 (0,014) 0,282(0,014) 6
70 0,178(0,024) 0,171 (0,010) 0,246(0,012) 0,272(0,025) 6
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A particdo dos pares ionicos formados com a moxifloxacina e a sarafloxacina em
funcdo do pH esta representada nas Figura 3.9 e Figura 3.10, respectivamente. A particdo
das fluoroquinolonas na auséncia de contra-ido, designada por branco, também se encontra

representada para facilitar a percepgéo do efeito produzido por cada contra-iéo.

7.0 9.0
pH

‘n Branco @ Ac ® Mes @ Doc ‘

Figura 3.9: Influéncia dos contra-ides no P, da moxifloxacina em funcéo do pH.

Verifica-se um aumento do coeficiente de particdo aparente da moxifloxacina para
valores de pH iguais a 50 e 7,0. Os contra-ides que produzem maior efeito na
lipofilicidade desta fluoroquinolona séo o ido acetato e o0 1o deoxicolato, 0s quais sao i10es
mais lipofilicos e com estruturas moleculares mais flexiveis quando comparados com o ido
mesilato, como foi visto anteriormente na secc¢do 1.4. Para o pH igual a 5,0 0 aumento do
coeficiente de particdo aparente na presenca de contra-ides foi de 1,4 vezes o valor do
coeficiente de parti¢do aparente do branco, enquanto que para o pH igual a 7,0 0 aumento
foi de 1,3 vezes. Estes valores sdo muito semelhantes, esperando-se um aumento mais
significativo do coeficiente de particdo aparente para pH igual a 5,0. Em solugéo aquosa a
espécie predominante de moxifloxacina a este valor de pH é a cationica (f [H2Q"] = 0,95),
como pode ser observado na Figura 1.5, favorecendo a formacdo de pares idnicos e
consequentemente, um aumento da sua particdo na fase organica. Uma possivel explicagdo
é a provavel formacdo de pares idnicos entre a fluoroguinolona e os anifes da solucao
tampédo, aumentando o coeficiente de particdo aparente quer no branco, quer nas solucdes
com contra-ides, como foi descrito na seccdo 3.2.2. O mesmo efeito pode ocorrer a pH

igual a 7,0, mas como os anides da solugdo tampdo ndo sdo os mesmos da solugéo tampéo
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do pH igual a 5,0 o efeito que eles ttm no coeficiente de particdo aparente pode ser
diferente. Desta forma, pode-se afirmar que se verifica praticamente 0 mesmo aumento do
coeficiente de particdo aparente na presenca dos contra-ides em estudo, mesmo quando a
concentragéo relativa de espécie cationica de fluoroquinolona é inferior (f [H.Q*] = 0,15).
Para o pH igual a 9,0 o coeficiente de particdo aparente diminui na presenca dos

contra-ides em estudo, ndo sendo claro o que acontece a nivel molecular nestas condicdes.

0.6
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Figura 3.10: Influéncia dos contra-ides no Py, da sarafloxacina em funcéo do pH.

Para a sarafloxacina o aumento mais significativo da lipofilicidade verifica-se a pH
igual a 3,0, como seria de esperar. Para este valor de pH a concentracao relativa da forma
cationica da fluoroquinolona é predominante (f [H.Q'] = 0,93), tendo em consideracéo o
diagrama de distribuicdo das microespécies da sarafloxacina (Figura 3.4) e obteve-se um
aumento efectivo do coeficiente de particdo aparente na presenca de contra ides de 2,0
vezes. Os contra-ibes que mais contribuem para o aumento de lipofilicidade da
sarafloxacina a pH igual a 3,0 sdo o ido acetato e o ido hidrogenomaleato, o que esta de
acordo com as suas caracteristicas lipofilicas e de flexibilidade.

Para o pH igual a 5,0, a concentracdo relativa da espécie catidnica é inferior
relativamente ao pH anterior (f [H.Q'] = 0,12). Assim, o efeito dos contra-ides na
lipofilicidade da sarafloxacina é menos significativo, tendo-se verificado um aumento do
coeficiente de particdo aparente na presenca de contra-ides de 1,3 vezes. Para o pH igual a

5,0 o contra-ido com maior contribuicdo para o aumento da lipofilicidade é o ido mesilato,
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ao contrario do que se tinha verificado, para outros valores de pH e para a outra
fluoroquinolona.

Para pH igual a 7,0 verifica-se um aumento do coeficiente de parti¢cdo aparente da
sarafloxacina de 1,5 vezes o coeficiente de particdo aparente do branco, apesar da
concentracdo de espécie cationica de fluoroquinolona ser muito baixa
(f [H2Q"] = 4,9x10™), como se pode observar na Figura 3.4. Embora na presenca do
contra-ido acetato ndo se observe um aumento da lipofilicidade, com os contra-iGes
mesilato e deoxicolato verifica-se um aumento significativo. A justificacdo para este efeito
no coeficiente de particdo aparente a pH igual a 7,0, ndo é muito clara. O facto de os ifes
mesilato serem muito usados em reac¢des de substituicdo nucleofilica, pois os ifes
sulfénicos sdo bases fracas 1°!, pode ser uma possivel explicagdo. Para o valor de pH igual
a 7,0, a concentracdo relativa de espécie negativa da sarafloxacina € predominante (f [Q7]
= 0,62), sendo possivel que se comporte como um nucleodfilo, uma vez que o grupo
carboxilico da sarafloxacina tem caracteristicas mais &cidas do que a maioria das
fluoroguinolonas, como foi visto anteriormente. Desta forma, se o grupo carboxilico da
sarafloxacina reagir com o ido mesilato forma-se uma espécie neutra mais lipofilica. O
mesmo comportamento pode ocorrer com pH igual a 5,0, justificando o aumento do efeito
do ido mesilato na lipofilicidade da sarafloxacina. Este efeito s se verifica quando o
contra-ido mesilato se encontra em excesso relativamente a sarafloxacina numa razéo
molar de 1:50, em ambos os valores de pH. Relativamente ao ido deoxicolato, este ido tem
uma estrutura molecular bastante complexa e seriam necessarios estudos complementares
para perceber o seu efeito na lipofilicidade da sarafloxacina a pH igual a 7,0.

Como foi anteriormente mencionado, para cada valor de pH foi estudado a
influéncia da concentracdo relativa de cada contra-ido na lipofilicidade das
fluoroquinolonas. Foram usadas quatro razGes molares diferentes entre a fluoroquinolona
e o contra-ido (QA'/Y"), na determinacio do coeficiente de particdo aparente. Com o &0
deoxicolato ndo foi possivel testar a razdo molar de 1:100, devido a formagéo de micelas
nas solucdes. Neste estudo ndo se considerou o pH igual a 9,0, pois a influéncia na
lipofilicidade da moxifloxacina foi nula.

Na Tabela 3.7 encontram-se listados os valores médios do coeficiente de particao
aparente e 0s respectivos desvios padrdo (n=6) das duas fluoroquinolonas para as

diferentes razdes molares, e para cada valor de pH.
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Tabela 3.7: Valores de P4y na presenca de contra-ides, para a moxifloxacina e

sarafloxacina.
Papp (+ D.P)
Composto | pH | Contra-ido/QA*/Y" 1:1 1:10 1:50 1:100

) 50 Acetato 0,243 (0,018) | 0,279 (0,021) | 0,276 (0,026) | 0,309 (0,017)
§ Mesilato 0,190 (0,007) | 0,224 (0,015) | 0,276 (0,021) | 0,246 (0,007)
3 Acetato 0,546 (0,002) | 0,572 (0,009) | 0,474 (0,051) | 0,482 (0,037)
% 7,0 | Mesilato 0,390 (0,022) | 0,512 (0,055) | 0,505 (0,011) | 0,437 (0,017)

= Deoxicolato 0,466 (0,013) | 0,579 (0,007) | 0,549 (0,003)
Acetato 0,252 (0,022) | 0,294 (0,012) | 0,295 (0,008) | 0,274 (0,028)
3,0 | Mesilato 0,130 (0,027) | 0,165 (0,018) | 0,250 (0,015) | 0,203 (0,046)
o Hidrogenomaleato | 0,181 (0,014) | 0,238 (0,010) | 0,286 (0,019) | 0,196 (0,005)
g c0 Acetato 0,246 (0,014) | 0,204 (0,010) | 0,228 (0,007) | 0,232 (0,009)
% " | Mesilato 0,214 (0,005) | 0,269 (0,013) | 0,282 (0,014) | 0,235 (0,017)
3 Acetato 0,165 (0,007) | 0,160 (0,009) | 0,171 (0,010) | 0,148 (0,015)
7,0 | Mesilato 0,121 (0,008) | 0,189 (0,012) | 0,246 (0,012) | 0,203 (0,015)

Deoxicolato 0,272 (0,025) | 0,253 (0,009) | 0,184 (0,020)

Nas Figura 3.11 e Figura 3.12 estdo representados os valores do coeficiente de

particdo aparente da moxifloxacina em funcdo da razdo molar de contra-ido, para 0s

valores de pH igual a 5,0 e 7,0, respectivamente. Os valores do coeficiente de particéo

aparente da moxifloxacina variam de forma diferente com o aumento da razdo molar de

cada contra-ido. Por outro lado, cada contra-ido tem um comportamento distinto

dependendo do pH em estudo.
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Figura 3.11: Efeito da razdo molar no P4, da moxifloxacina, pH = 5,0.
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Assim, para o valor de pH igual a 5,0 observa-se que 0 aumento da concentracdo
do ido acetato produz um aumento gradual do coeficiente de particdo aparente da
moxifloxacina, enquanto que com o ido mesilato o coeficiente de particdo aparente atinge
um valor maximo para a razdo molar 1:50, a partir do qual o valor de Pap, diminui.

Para o valor de pH igual a 7,0 os trés contra-ides usados produzem o mesmo efeito
no valor do coeficiente de particdo aparente da moxifloxacina. Verificando-se um valor

méaximo da lipofilicidade com uma razdo molar de 1:10.
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Figura 3.12: Efeito da razao molar no P4, da moxifloxacina, pH = 7,0.

Da Figura 3.13 a Figura 3.15 estdo representados os valores do coeficiente de
particdo aparente da sarafloxacina em fungéo da razdo molar de contra-ido, para os valores

de pH iguais a 3,0, 5,0 e 7,0, respectivamente.
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Figura 3.13: Efeito da razao molar no P4y, da sarafloxacina, pH = 3,0.
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Para o valor de pH igual a 3,0, 0 aumento de concentracdo do ido acetato aumenta
o coeficiente de particdo aparente da sarafloxacina até a razdo molar 1:10, mantendo-se
praticamente constante a partir dessa razdo molar. Os i6es mesilato e hidrogenomaleato

produzem ambos uma lipofilicidade méaxima da sarafloxacina para a razdo molar de 1:50.
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Figura 3.14: Efeito da razao molar no P4y, da sarafloxacina, pH = 5,0.

Para o valor de pH igual a 5,0 o ido acetato produz um aumento ma&ximo na
lipofilicidade da sarafloxacina quando a razdo molar é de 1:1, verificando-se com as
restantes razdes molares um efeito praticamente nulo. Com o ido mesilato, a lipofilicidade
maxima da sarafloxacina foi atingida para uma razdo molar de 1:50, diminuindo

ligeiramente para a razéo de 1:100.
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Figura 3.15: Efeito da razdo molar no Py, da sarafloxacina, pH = 7,0.
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Para o pH igual a 7,0, o efeito do ido acetato é nulo na lipofilicidade da
sarafloxacina, mantendo-se constante para toda a gama de razdes molares estudada. A
lipofilicidade da sarafloxacina é maxima quando a razdo molar com o ido mesilato € de
1:50, enquanto que na presenca do ido deoxicolato é maxima quando a razdo molar é de
1:1, verificando-se uma diminui¢do gradual com o aumento de concentragdo deste contra-
ido.

Deste estudo, pode-se concluir que a manipulacdo efectiva da lipofilicidade das
fluoroquinolonas pode ser obtida por aplicacdo do conceito de par ionico, ou seja, por
adicdo de contra-ides adequados. E também notdrio o enorme desafio que se coloca
quando é necessario escolher o contra-ido que melhor se adapta as condicGes pretendidas,
para a fluoroquinolona em questdo. Verificou-se o aumento de lipofilicidade de ambas as
fluoroguinolonas na presenca de varios contra-ides com caracteristicas muito diferentes.
No entanto, esse aumento pode ser mais significativo para diferentes contra-ides,
dependendo do pH do meio ou da concentracdo de contra-ido. Com base neste estudo
pode-se concluir que o ido acetato € o contra ido que promove uma maior lipofilicidade da
moxifloxacina, na gama de pH estudada. Para a sarafloxacina ndo é possivel seleccionar
apenas um contra-ido para toda a gama de pH estudada, uma vez que o efeito que cada um
produz na lipofilicidade depende fortemente do pH do meio. Assim para pH igual a 3,0 o
ido acetato € o mais eficaz no aumento da lipofilicidade com uma razdo molar de 1:100
para pH igual a 5,0 o melhor contra-ido ¢ o mesilato com uma razdo molar de 1:50,
enquanto que para pH igual a 7,0, o melhor contra-ido é o deoxicolato com a razdo molar
de 1:1.
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4.1. Conclusoes e Notas Finais

Dos resultados obtidos neste trabalho conclui-se que as fluoroquinolonas sao
compostos anfotéricos com equilibrios de protonagdo complexos que diferem
consideravelmente, de acordo com a estrutura molecular de cada composto. Em solugéo
aquosa podem existir sob a forma de quatro microespécies: espécie positiva (H.Q"),
espécie anfotérica (HQ®), espécie neutra (HQP) e espécie negativa (Q), cujas
concentracg0es relativas dependem fortemente com pH do meio.

Pela determinacao das macroconstantes de ionizacdo de cada fluoroquinolona, K; e
K., conclui-se que a sarafloxacina tem caracteristicas mais acidas do que a moxifloxacina
0 que pode estar relacionado com o efeito exercido pela electronegatividade do 4&tomo de
flior do substituinte Ry na estrutura deste composto ™. Da distribuicdo das quatro
microespécies em solucdo aquosa de cada fluoroquinolona, em funcdo do valor de pH
verifica-se que existe predominancia das espécies neutra e anfotérica para valores de pH
proximos do ponto isoeléctrico de cada fluoroguinolona, para a moxifloxacina pl = 7,8 e
para a sarafloxacina pl = 5,5.

A lipofilicidade da moxifloxacina e da sarafloxacina foi quantificada pela
determinacédo do coeficiente de particdo num sistema 1-octanol/solucdo aquosa para uma
gama de valores de pH de 3,0 a 9,0. Para cada fluorogquinolona em estudo verifica-se que a
distribuicdo do coeficiente de particdo aparente em funcdo do pH apresenta um perfil
parabdlico com o maximo de lipofilicidade para valores de pH préximos do ponto
isoeléctico. Para a moxifloxacina a pH igual a 7,0 obteve-se um valor maximo de
log(Papp) = - 0,353 e para a sarafloxacina a pH igual a 5,0 obteve-se um valor maximo de
log(Papp) = - 0,652. O coeficiente de particdo verdadeiro foi determinado para cada
fluoroguinolona considerando que o composto é neutro na proximidade do seu ponto
isoeléctrico tendo-se obtido um valor de log (Kow) = 1,01 para a moxifloxacina e um valor
de log (Kow) = 0,864 para a sarafloxacina. Assim, conclui-se que a moxifloxacina é um
composto mais lipofilico do que a sarafloxacina sendo portanto, mais apto para penetrar
em membranas celulares.

Do estudo da influéncia do par idnico nos coeficientes de particdo de ambas as
fluoroquinolonas conclui-se que é possivel aumentar a lipofilicidade das fluoroguinolonas

na presenca de contra-ides adequados as condicdes pretendidas. Desta forma, obteve-se
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um aumento maximo do coeficiente de particdo aparente da moxifloxacina na presenca de
contra-ides de 1,4 vezes o coeficiente de particdo aparente da moxifloxacina na auséncia
de contra-iGes a pH igual a 5,0. Para a sarafloxacina o aumento maximo obtido foi de 2,0
vezes a pH igual a 3,0. Dos contra-ides em estudo o ido acetato revelou-se como o que
melhor promove a lipofilicidade da moxifloxacina, na gama de pH estudada, com a
sarafloxacina, o efeito produzido pelos contra-ides depende muito do pH do meio e da sua
concentracéo relativa. Assim, para pH igual a 3,0 o ido acetato € o mais eficaz no aumento
da lipofilicidade com uma razdo molar de 1:100, para pH igual a 5,0 o melhor contra-ido é
0 mesilato com uma razdo molar de 1:50, enquanto que para pH igual a 7,0, o melhor
contra-ido é o deoxicolato com a razdo molar de 1:1.

O conceito de par ionico aplicado a compostos anfotéricos e hidrofilicos como as
fluoroguinolonas permite aumentar a sua afinidade com o0s meios organicos que
constituem as membranas biol6gicas dos tecidos vivos. Desta forma, é possivel melhorar
propriedades farmacocinéticas das fluoroquinolonas como por exemplo a absorcdo ao
nivel das membranas celulares e a sua distribuicdo pelos tecidos e plasma, conduzindo a

uma diminuigdo das doses necessarias destes farmacos.

4.2. Trabalho Futuro

Tal como foi evidenciado ao longo deste trabalho, a determinagéo experimental de
propriedades termodindmicas de outras fluoroquinolonas reveste-se de especial
importancia, uma vez que multiplos substituintes contendo heteroatomos como N, P, O, S
e F ou CI, lhes confere uma elevada polarizabilidade e a capacidade de formar uma
variedade de interaccdes especificas com solventes polares. Por outro lado, os dados
existentes na literatura s&o muito escassos ou mesmo inexistentes, o que limita mesmo a
deteccdo e compreensdo de tendéncias ao nivel das propriedades fisico-quimicas e
termodindmicas. Os novos dados experimentais a obter poderdo ser muito (teis no
desenvolvimento de modelos QSAR, ou seja, correlacdes quantitativas entre a estrutura
molecular e a actividade bioldgica. Com modelos matematicos deste tipo, a poténcia
global de uma fluoroquinolona em fungdo da sua estrutura molecular poderd ser mais

facilmente avaliada, facilitando o desenvolvimento de novos compostos.
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Da mesma forma, é importante que o efeito de par idnico seja estudado com outras
fluoroquinolonas de forma a estabelecer relacfes entre as suas estruturas moleculares e 0s
efeitos produzidos pelos diferentes contra-ides na lipofilicidade destes compostos. Mais
uma vez, estes dados experimentais serdo vitais para a descri¢cdo do efeito do contra-ido e
portanto no desenvolvimento de modelos matematicos do tipo QSAR.

O trabalho realizado evidenciou também a importancia da compreensdo de alguns
dos efeitos produzidos pelos contra-ibes ao nivel molecular, nomeadamente porque é que
a lipofilicidade da sarafloxacina aumenta quando est& na presenca dos contra-ides mesilato
e deoxicolato a pH 7,0, apesar de ndo existir espécie catidnica da sarafloxacina. Técnicas
como por exemplo, a ressonancia magnética nuclear (RMN) e a espectroscopia no infra-
vermelho com transformada de Fourier (FTIR) poderiam ser utilizadas nesse sentido.

A determinacdo do coeficiente de particdo das fluoroquinolonas na presenca de
contra-ides noutros sistemas, como por exemplo sistemas de lipossomas/solucédo aquosa
podem contribuir para uma melhor caracterizacdo e quantificacdo da lipofilicidade destes
compostos. Actualmente existem estudos da lipofilicidade de diversas fluoroguinolonas,
nomeadamente ciprofloxacina e grepafloxacina, em sistemas de lipossomas/solugédo
aquosa, mas nenhum realizado na presenca de contra-ides.

Como nota final, sugere-se ainda o desenvolvimento de novos compostos com
actividade bioldgica baseados em liquidos ionicos usando as fluoroquinolonas como
principio activo farmacéutico. A maior parte dos principios activos sélidos apresenta o
problema da existéncia de polimorfos, que sdo compostos com a mesma forma molecular
mas estrutura cristalina diferente, e portanto actividade bioldgica distinta. A obtencdo de

um principio activo no estado liquido podera solucionar esta questéo.
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Apéndice A — Rectas de calibracao

As rectas de calibragdo e os respectivos valores do coeficiente de correlacdo multiplo

(r’) estdo apresentadas na Tabela 5.1 e Tabela 5.2, para a moxifloxacina e a sarafloxacina,

respectivamente.

Tabela 5.1:Rectas de calibragéo e respectivos valores do coeficiente de correlagéo para

moxifloxacina.

pH Moxifloxacina
Solugéo Tampao Abs = 96,32 x C(mg/mL) - 5,49 x 10 r’ = 0.9999
>0 | L-0ctanol Abs = 94,86 x C(mg/mL) + 2,45 x 10 2 r’ = 0.9999
Solugdo Tampéo Abs = 92,69 x C(mg/mL) - 1,93 x 10 2 r=0.9998
"% | 1-octanol Abs = 91,33 x C(mg/mL) + 6,53 x 10 r =0.9998
Solugéo Tampao Abs = 94,26 x C(mg/mL) + 1,49 x 10 2 r’ = 0.9999
>0 | 1-0ctanol Abs = 93,18 x C(mg/mL) - 1,11 x 10 * r’ =0.9993

Tabela 5.2:Rectas de calibracdo e respectivos valores do coeficiente de correlacéo para

sarafloxacina.

pH Sarafloxacina

Solugdo Tampéo Abs = 83,53 x C(mg/mL) + 6,28 x 10 r’ = 0.9999
3,0 1-Octanol

Solugéo Tampéo Abs = 85,51 x C(mg/mL) - 6,40 x 10 r” = 0.9999
5,0

1-Octanol Abs = 56,91 x C(mg/mL) + 2,80 x 10 r* = 0.9990

Solugéo Tampéo Abs = 70,76 x C(mg/mL) - 2,08 x 10 r* =0.9998
7,0

1-Octanol Abs = 58,72 x C(mg/mL) + 1,6 3x 10 r’ = 0.9995

Solugdo Tamp&o Abs = 67,52 x C(mg/mL) - 3,69 x 10 r’ = 0.9999
9,0

1-Octanol
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