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ii. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo a preparagdo, a determinacdo e a andlise
comparativa dos parametros hidrofobicos e relacionados a ionizagao (logPap,,SF . logP,";
logP;"; (K™ 5 (K™Y logPuy,™ " logP,™™"s logP"™"; (pK,)™; 10gPutc), obtidos por
trés métodos experimentais (Shake-flask; HPLC e potenciométrico) e por cédlculo (CLOGP),
como modelo de particdo, visando descrever a(s) interacdo(des) hidrofébica(s)
determinante(s) da atividade bloqueadora neuromuscular potencial, para uma série de dez
derivados da procaina (série de cloretos de [-alquilaminofenilcetonas; de B e Y-

alquilaminobenzamidas e do correspondente derivado benzoiloxilico).



I1ii. Resumo

O estudo das Relacdes Quantitativas entre Estrutura quimica e Atividade bioldgica
(OSAR/QSAR-3D) utilizando diferentes estratégias metodoldgicas complementares, aplicadas
iterativamente, se estende a diferentes dreas de aplicacdo. Dentre elas destaca-se o planejamento
racional de novos farmacos e o estudo de seus mecanismos de acao.

Moléculas candidatas a farmacos, geradas em estudos de OQSAR-3D, freqlientemente, ndo se
tornam farmacos por apresentarem inadequadas propriedades farmacocinéticas, ou seja, ADME
(absor¢do, distribuicdo, metabolismo e excrecdo). Nota-se assim que o conhecimento das
propriedades farmacocinéticas de ligantes deve ser uma preocupagao presente, em qualquer nivel de
desenvolvimento de um novo farmaco e ressalta-se a importancia do QSAR como uma ferramenta
de grande valor, principalmente na compreensdo da contribui¢do das propriedades fisico-quimicas,
identificadas como sendo responsaveis pela atividade. A aplicacdo do QSAR permite elucidar a
natureza e a grandeza das propriedades fisico-quimicas e estruturais nas interacdes entre o
composto e o seu alvo biolégico nos processos farmacocinéticos de ADME (TESTA, 2001;
MALVEZZI et al., 2001; GAVIRAGHI et al., 2001).

Recentemente, em trabalhos realizados em nosso laboratério (SIQUEIRA, 2001),
envolvendo a andlise de QSAR aplicada aos valores do bloqueio da transmiss@o neuromuscular
determinados para uma série de onze brometos de [2-(4-X-benzamido)etil]benzildimetilamdnio
substituidos, demonstrou-se tanto a importancia da presenca de um grupo catidnico terminal como
da lipofilicidade para o bloqueio da transmissdo neuromuscular.

No presente trabalho, visando descrever as interacdes hidrofébicas determinantes da
potencial atividade bloqueadora neuromuscular, para uma série de dez derivados da procaina, sendo
eles: cloretos de 3-(dimetilamino)propiofenona (composto 1); de 3-(dietilamino)propiofenona
(composto 2); de 3-(1-pirrolidino)propiofenona (composto 3); de 3-(1-piperidino)propiofenona
(composto  4); de 3-(1-morfolino)propiofenona (composto 5); de 3-[1-(4-metilpiperazino)]
propiofenona (composto 6); de 3-(c-hexilamino)propiofenona (composto 7); de N-[(V,N-
dimetilamino)etil]benzamida (composto 8); de N-[(V,N-dimetilamino)metil|benzamida (composto
9) e, de N-[(N,N-dimetilamino)etil]benzoato (composto 10), por nds sintetizados, determinaram-se
os respectivos parametros hidrofébicos e relacionados a ionizacao (logPappSF ; logP,,SF ; logP,-SF ;
PK ) 3 (pKSNF; TogPay, ™ logP,™; logP™"; (pK,*)""; l0gP..) obtidos por trés métodos
experimentais (por Shake-flask; por HPLC e potenciométrico) e por célculo (programa CLOGP),
como modelos de parti¢do.

Através da andlise comparativa dos valores dos parametros hidrofébicos e relacionados a
ionizacdo para a série de dez derivados da procaina (compostos 1 — 10) sintetizados neste trabalho

foi possivel constatar que: (i) os valores de logP.,. modelam, apenas, parcialmente as intera¢des



HPLC

hidrofébicas refletidas nos valores de logP,,,"" e de logP,,, em valores de pH 3,0 e 10,0,

P - .
' sdo idealmente modeladas

enquanto que as interacdes hidrofébicas refletidas nos valores de logP,
pelos valores de logP.,.; (ii) nas mesmas condi¢des experimentais, os métodos Shake-flask, HPLC
e potenciométrico revelam interacdes hidrofébicas proporcionais, entretanto, correlagdes nao ideais
foram observadas quanto comparados entre si; (iii) os valores de pK,” , determinados
indiretamente por Shake-flask, foram validados pela determinacdo direta de pK, ”, por
potenciometria.

Embora o sistema de avaliagao da bloqueadora da transmissdo neuromuscular tenha sido
adequado, a série de compostos estudada nao gerou valores vélidos para a construgao das
correspondentes curvas dose-resposta. Os valores obtidos de ICsy para os compostos 3, 4 e 8 da
série estudada foram insuficientes, em niimero, para serem utilizados em uma andlise de QSAR.

Estudos futuros podem ser realizados com o objetivo de verificar a atividade anestésica local
para os compostos da série estudada, avaliando-se a perda da sensibilidade a estimulacdo sensorial,
em cobaias, ou em estudos mais sofisticados de eletrofisiologia (patch clamp). Poder-se-4, assim,

fornecer subsidios para elucidar as contribui¢des relativas da forma catidonica e da forma neutra,

respectivamente de compostos ionizaveis com atividade anestésica local.



iv. Abstract

The scope of Quantitative Structure and Biological Activity Relationships (QSAR/QSAR-
3D) studies, using distinct complementary methods, spreads over multiple areas of applicability.
Among those, striking are the rational design of new drugs and the enlightenment of their
mechanism of action.

Candidate molecules, shaped by QSAR-3D analysis, frequently fail to become drugs, and hit
the market, due to insufficient pharmacokinetic properties (i.e. absorption, distribution, metabolism
and excretion; ADME). Hence, the awareness of pharmacokinetic properties of molecules should be
a concern at any level of development of new drug candidates. Noteworthy is the use of QSAR as a
tool of great value, specially, in the comprehension of the contribution of the physical-chemical
properties, responsible for the biological activity. (TESTA, 2001; MALVEZZI et al., 2001;
GAVIRAGHI et al., 2001).

In this work, aiming to describe the hydrophobic interactions determining the neuromuscular
blocking activity of a series of ten procaine derivatives: the hydrochlorides of 3-
(dimethylamine)propiophenone (compound 1); of 3-(diethylamine)propiophenone (compound 2); of
3-(1-pirrolidine)propiophenone (compound 3); of 3-(1-piperidine)propiophenone (compound 4); of
3-(1-morfoline)propiophenone  (compound 5); of 3-[1-(4-methylpiperazine)]propiophenone
(compound  6); de  3-(c-hexilamine)propiophenone  (compound 7); de  N-[(N,N-
dimethylamine)ethyl]benzamide (compound 8); de N-[(N,N-dimethylamine)methyl]benzamide
(compound 9) and, of N-[(N,N-dimethylamine)ethyl]benzoate (compound 10), prepared by us, the
corresponding hydrophobic parameters (logPappSF . logP>"; logPPt: (pKS D) o (pKS~N;
logP .,y "5 logP,™"; logP " (pK,“N)'; l0ogP.q.) were obtained by three experimental methods
(Shake-flask; HPLC and potenciometric) and by calculus (CLOGP) as models of partition and
distribution.

Following the comparative analysis of the values of the hydrophobic parameters determined
for the ten compounds of the series of procaine analogs, it was possible to conclude that: (i) the
values of logP.,. reflect only partially, the hydrophobic interactions encoded in the values of
logPappSF and logPa,,,,HP LC determined in pH values of 3,0 and 10,0; (ii) the values of logP,,. reflect
the hydrophobic interactions encoded in the values of logP,""; (iii) in the same experimental
conditions, the methods Shake-flask, HPLC and potenciometric, reflect proportional hydrophobic
interactions, although the observed correlations were not ideal when the methods were compared
between each other; (iv) the values of pKaSF , determined indirectly by Shake-flask, were validated
by the direct measurement of pK,””, by potentiometry.

Even though the system used to measure the neuromuscular blocking actions was adequate,
the series of procaine derivatives failed to provide sufficient values to prepare dose-effect curves

and proceed with the quantitative structure activity relationships.
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Introdugao

I. Introducio

Neste trabalho procurou-se desenvolver relagdes quantitativas entre estrutura quimica, em
especial por suas caracteristicas lipofilicas, e atividade biolégica (QSAR) para uma série de
andlogos da procaina com potencial atividade anestésica local. Serd apresentado inicialmente um
panorama geral das estratégias utilizadas em quimica medicinal e, a seguir, serdo desenvolvidos os
temas relacionados ao propdsito do presente trabalho, acompanhados da literatura mais

significativa.

I.1. Relacoes Quantitativas entre Estrutura Quimica e Atividade Bioldgica

A pesquisa na drea de quimica medicinal envolvendo estudos de relagdes quantitativas entre
estrutura quimica e atividade biolégica (QSAR) é uma ferramenta de reconhecido valor no
planejamento racional de novos compostos bioativos (HANSCH & LEO, 1995; KUBINYI, 1993a;
MARTIN, 1978; FUJITA, 1990; AMARAL et al., 1997; PIRES et al., 2001; RANDO et al., 2002).

A metodologia QSAR teve inicio em 1964, com as publicacdes de Hansch e Fujita (1964)
“p-6-7 Analysis. A method for the correlation of biological activity and chemical structure-activity
studies” e de Free e Wilson (1964) “A mathematical contribution to structure-activity studies”.
Estas publicagdes apresentaram duas abordagens metodoldgicas distintas, que se tornaram

conhecidas como andlise de Hansch e andlise de Free-Wilson, respectivamente.

Através do trabalho de Hansch e Fujita (1964), pela primeira vez, o valor da atividade
biologica de compostos orginicos (usualmente expresso pelo logaritmo do inverso de uma
concentracdo molar capaz de produzir uma determinada resposta bioldgica) foi correlacionado com
parametros fisico-quimicos das moléculas, considerando-se haver uma contribui¢ao relativa linear e

aditiva de cada parametro (equacdo 1).

log 1/[C] = alogP + b 0+ ¢ E; + constante (equacgdo 1)

onde:
log 1/[C] € o logaritmo da resposta bioldgica;
[C] € aconcentragdo do composto em mol/L;

logP, o, E, s3o parametros fisico-quimicos que expressam as interacdes envolvidas
(hidrofébicas, eletronicas e estéricas, respectivamente) na resposta bioldgica;
a, b, ¢, sdo os coeficientes que expressam as contribui¢cdes relativas de cada pardmetro

(logP, o, E,, respectivamente).

Outra contribuicado de Hansch e Fujita (1964) foi a defini¢io do parametro hidrofébico 7
(equacdo 2), que descreve a contribuicdo hidrofébica de um determinado substituinte para a

lipofilicidade total de um composto. T é calculado de forma andloga ao parametro ¢ de Hammett
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(HAMMETT, 1937) e, pode ser obtido alternativamente a partir dos valores do pardmetro
hidrofébico molecular logP determinado experimentalmente (logP € o logaritmo do coeficiente de

particdo P determinado no sistema n-octanol/agua).

7 = logP, — logPy (equagdo 2)

onde:
7, € o parametro que reflete a contribuic@o hidrofébica do grupo substituinte X;
logP, é o coeficiente de particdo do composto substituido;
logPy € o coeficiente de particado do composto ndo-substituido, para x = Hidrogénio.

Posteriormente foram formulados os modelos, respectivamente parabdlico (equacdo 3)
(HANSCH & FUJITA, 1964; KUBINYI, 1993a; FUJITA, 1990) e bilinear (equacdo 4) (HANSCH
& LEO, 1995; KUBINYI, 1977; KUBINYI, 1993a; FUJITA, 1990) para descrever as relagcdes nao

lineares entre lipofilicidade e atividade bioldgica.

log 1/[C] =a 7 + b T+ ¢ O+ constante (equacgdo 3)

log 1/[C] = alogP -blog(BP + 1) + ¢ 0+ constante (equacgdo 4)

onde:
log 1/[C] € o logaritmo da resposta bioldgica;
[C] € aconcentragdo do composto em mol/L;

7, logP, o0, E,; sdo parametros fisico-quimicos que expressam as intera¢des envolvidas
(hidrofébicas, eletronicas e estéricas, respectivamente) na resposta bioldgica medida;
a, b, ¢, B sao os coeficientes que expressam as contribui¢des relativas de cada parametro (7

log P, o, Ej, respectivamente).

A abordagem de Free-Wilson (FREE & WILSON, 1964; KUBINYI, 1990), na versdo
proposta por Fujita e Ban (1971), € uma aplicacdo do conceito de aditividade de contribui¢do de
grupos para os valores de atividade biolégica (HANSCH & LEO, 1995). Nesta, considera-se o valor
da atividade bioldgica como sendo a somatdria das contribui¢des de cada grupo substituinte a;; em

um composto de referéncia (1) (equacdo 5).

log I/[C] = Xa;+ u (equacgdo 5)

onde:
log 1/[C] € o logaritmo da resposta bioldgica;
[C] € aconcentragdo do composto em mol/L;
a; corresponde a contribui¢do do i-€simo substituinte na atividade bioldgica;
M corresponde a média das atividades bioldgicas de todos os substituintes presentes na
estrutura basica.

As abordagens de Hansch e de Free-Wilson (modificada) constituem estratégias

metodoldgicas complementares e podem ser combinadas em uma abordagem “mista”, apresentando
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as vantagens de ambas as abordagens e, assim, aumentando a aplicabilidade das relacdes

quantitativas entre estrutura-atividade (KUBINYI, 1990; KUBINYT, 1993a) (equacdo 6).

log 1/[C] = alogP -blog(BP + 1) + c o+ La; + cte (equagdo 6)

onde:
log 1/[C] € o logaritmo da resposta bioldgica e, [C] é a concentracdo do composto em mol/L
a; corresponde a contribui¢do do i-€simo substituinte na atividade biolégica;

logP, O s3o parametros fisico-quimicos que expressam as interagdes envolvidas
(hidrofébicas e eletronicas, respectivamente) na resposta biolégica medida;

a, b, ¢, B sao os coeficientes que expressam as contribui¢des relativas de cada parametro (7
log P, o, E;, respectivamente);

cte € o coeficiente linear da fun¢do matematica envolvida na resposta bioldgica.

Essas abordagens, denominadas QSAR cldssico, consideram apenas estruturas em duas
dimensdes, devendo ser aplicadas em séries de compostos congéneres (geralmente variacdo de
substituintes em um anel aromdtico) ou seja, para séries em que a etapa que determina a resposta
bioldgica seja a mesma para a série considerada (KUBINYI, 1993a; KUBINYI, 1995; HANSCH et
al., 1991). A aplicagdo do QSAR cldssico permite elucidar a natureza e a grandeza das propriedades
fisico-quimicas nas interacdes entre o composto e o seu alvo biolégico nos processos
farmacocinéticos de absorcdo, de distribui¢do, de metabolizacdo e de excrecao (TESTA, 2001;
MALVEZZI et al., 2001). O QSAR cldssico permite ainda prever a atividade biolégica de novos
compostos bioativos, desde que estes sejam congéneres aos compostos usados para gerar o modelo
(extrapolacdes fora do modelo sdo desaconselhadas) (KUBINYI, 1993a; HANSCH & LEO, 1995).

Para descrever de modo quantitativo os aspectos estereoquimicos e topoldgicos das
interacdes entre 0 composto quimico, que serd aqui denominado “ligante”, com seu alvo bioldgico,
que serd aqui denominado ‘“receptor”’, considerando-se as estruturas tridimensionais, foram
desenvolvidas as abordagens denominadas QSAR-3D (KUBINYI, 1993b; KIM et al., 1998; KIM,
1992; KIM & MARTIN, 1991). Essas abordagens complementam a primeira e podem ser aplicadas
simultaneamente.

A abordagem metodolégica QSAR-3D, como por exemplo em CoMFA (Comparative
Molecular Field Analysis) (CRAMER et al., 1988; 1993) € aplicada quando a estrutura do receptor
nao é conhecida. O procedimento correlaciona a atividade biolégica (somente “in vitro”) de uma
série de ligantes (um ligante pode ser qualquer molécula que forme um complexo com uma
macromolécula endégena) com as correspondentes propriedades estruturais, em trés dimensoes,
representadas pelos respectivos campos estéricos e eletrostaticos. A metodologia permite
reconhecer, através de mapas tridimensionais de contorno, as regides do espagco ao redor dos
compostos onde as interagdes ligante-receptor sdo favoraveis, ou desfavordveis, para a atividade

bioldgica. Esses mapas sdo utilizados para a predi¢cdo de compostos novos mais potentes.
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Uma das limitacdes em CoMFA refere-se aos valores de corte arbitrariamente determinados
para os campos utilizados. Recentemente, esta limitacdo foi contornada em CoMSIA (Comparative
Molecular Similarity Indices Analysis) (KUBINYI, 1993B; KLEBE et al., 1994; KLEBE &
ABRAHAM, 1999; KUBINYI, HAMPRECHT, MIETZNER, 1998). Aspectos tedricos,
metodolégicos, vantagens e limitacdes e aplicacdes recentes sdo disponiveis na literatura
(KUBINYI, FOLKERS, MARTIN, 1998; MARTIN & WILLETT, 1998; KUBINYI, 1998; ISHIKI
et al.,2001; KUBINYI, HAMPRECHT, MIETZNER, 1998; KIM et al., 1998).

Quando se dispde da estrutura do receptor (determinadas por cristalografia de Raio-X
(DULLWEBER et al., 2001) ou por RMN (SHUKER et al., 1996) o planejamento de ligantes é
orientado por esta, levando-se em conta tanto a complementaridade das propriedades estéricas e
eletrostiticas entre o ligante e o receptor como o valor da energia da interacdo entre ambos (BOHM,
1992; BOHM, 1993). Essa abordagem permite a selecdo de ligantes com grande afinidade por um
determinado receptor. Entretanto, freqiientemente os ligantes gerados, baseando-se apenas na
estrutura do receptor, ndo se tornam farmacos por apresentarem insuficientes propriedades
farmacocinéticas (absor¢do, distribuicdo, metabolismo e excrecdo) (GAVIRAGHI et al., 2001).
Percebe-se, assim, que a otimizacdo das propriedades farmacocinéticas de ligantes se impde como
uma preocupacgao presente, em qualquer nivel de desenvolvimento de um novo farmaco e ressalta-
se a importancia do OSAR cldssico como uma ferramenta de grande valor, principalmente na
compreensdo da contribuicdo das propriedades fisico-quimicas, identificadas como responsdveis

pela atividade (TAYLOR, 1990).

I.2. A Abordagem Extra-termodinamica

A andlise de Hansch é uma extensdo dos conceitos utilizados nos estudos dos mecanismos
de reacdo em Quimica Organica, (Fisico-Quimica-Organica) aplicados ao sistema bioldgico
(FUJITA, 1990; HANSCH, LEO, HOCHMAN 1995). A abordagem de Hansch é andloga a
proposta por Hammett-Taft. Essas abordagens relacionam quantidades associadas a termos
termodindmicos que, no entanto, ndo apresentam o formalismo da termodindmica, por isso sdo
chamadas relagdes extra-termodindmicas (FUJITA, 1990; MARTIN, 1978).

A andlise de Hansch, embora se baseie em modelos empiricos (BALANT & GEX-FABRY,
2001; HANSCH & LEO, 95; KUBINYT 1993a), € aceita e aplicada com sucesso para explicar
inimeras atividades bioldgicas apresentadas por moléculas organicas, tanto na universidade como
na indudstria. Assim, nos modelos propostos para descrever a resposta bioldgica consideram-se
apenas as caracteristicas externas ao sistema biol6gico (como por exemplo a dose administrada e a
resposta bioldgica observada) nao descrevendo cada uma das etapas individuais mecanisticas

internas do sistema, i.e. ndo € um modelo mecanistico.
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O modelo de Hansch parte do principio de que o ligante, ao interagir com seu receptor,
inicia uma cadeia de eventos que eventualmente resulta em uma resposta bioldgica especifica
observavel. A grandeza da resposta biologica observada € determinada pela intensidade da interacdo
ligante-receptor. A intensidade desta interagdo é determinada tanto pelas propriedades quimicas,
fisico-quimicas e topoldgicas do ligante e do receptor bem como pela concentracdao do ligante no
local de acdo. Esta, por sua vez, é governada por sua concentracdo no local de administracdo e
pelo(s) processo(s) de transporte até o local de acdo (FUJITA, 1990). Este processo como um todo

pode ser expresso e representado pela equacdo 7.

Resposta biolégica = Bk K C (equagdo 7)

onde:
C ¢ a concentragdo molar da dose aplicada no local de administracao;
K € a constante de equilibrio de particdo entre o local de administra¢do do ligante e a etapa
determinante de a¢do;
k € a constante de velocidade da etapa determinante do processo;
B é uma constante de proporcionalidade entre a intensidade da interacdo ligante/receptor e a
poténcia da resposta biolégica observada.

A etapa limitante desse processo nido € necessariamente a interagdo entre o ligante e o
receptor. Quando um dos compartimentos envolvidos no transporte do ligante retém grandes
quantidades de suas moléculas, a passagem por esse compartimento passa a ser a etapa limitante do
processo. Quando a primeira etapa do processo € a etapa limitante, o equilibrio de particao (K) nao

precisa ser considerado (FUJITA, 1990) (equacdo 8).

Resposta biologica = Bk C (equacgdo 8)

onde:
C ¢ a concentragdao molar da dose aplicada no local de administracao;
k € a constante de velocidade da etapa determinante do processo;
B ¢ uma constante de proporcionalidade entre a intensidade da interacdo ligante/receptor e a
poténcia da resposta biolégica observada.

Em sistemas isolados, como por exemplo, em microorganismos em uma fase aquosa, o
equilibrio entre o local de administracdo e o sitio de ac¢do € atingido rapidamente. Nesses casos, a
reposta bioldgica se torna constante apds um pequeno intervalo de tempo e tal resposta pode ser

formulada como a equacdo 9 (FUJITA, 1990).

Resposta biologica = B K C (equagdo 9)

onde:
C ¢ a concentragdo molar da dose aplicada no local de administracao;
K ¢é a constante de equilibrio de particao entre o local de administracdo e o sitio de agao;
B é uma constante de proporcionalidade entre a intensidade da interacdo ligante/receptor e a
poténcia da resposta biolégica observada.
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Para uma série de compostos congéneres, considerando-se B uma constante para um dado
sistema e fixando-se uma resposta padrao (i.e. uma dose equipotente), o termo do lado esquerdo da
equagdo se torna constante, € a equacdo pode ser reescrita na seguinte forma (equacdo 10)

(FUJITA, 1990).

log 1/C = log k + log K + constante (equagdo 10)

onde:
log 1/C é o logaritmo da resposta bioldgica;
C ¢ a concentragdao molar da dose aplicada no local de administracao;
log k € o logaritmo da constante de velocidade da etapa determinante do processo;
log K € o logaritmo da constante de particao entre o local de administragdo e o sitio de acao
constante é o coeficiente linear da funcdo matemaética envolvida na resposta bioldgica.

Na equagao 10, os dois termos (log K e log k) estdo associados as grandezas termodinamicas
- podendo ser expressos por variacdoes de energia livre de Gibbs (4G). Dessa forma, para sistemas
em que a equagdo 10 se aplica, € valido considerar que o termo relativo a resposta bioldgica
(expresso por log 1/C) pode ser associado a variacdo da energia livre (FUJITA, 1990).

Equagdes lineares correlacionando grandezas tanto termodinamicas (4G; 4H; A4S) como
extra-termodindmicas (como por exemplo log K e log k ) sdao chamadas relagGes lineares de energia
livie (LFER — Linear Free Energy Relationships), respectivamente, termodindmicas e extra-
termodinamicas (FUJITA, 1990; MARTIN, 1978).

Em andlises de QSAR, a abordagem extra-termodinamica poderd ser aplicada, somente para
sistemas nos quais o termo associado a resposta bioldgica (log 1/C) for expresso por constantes
tanto de equilibrio (como K; ou por exemplo, ICsy € ndo por porcentagem de inibicdo, como por
exemplo %I) como de velocidade (por exemplo logk e ndo porcentagem de absorcdo) (KUBINY]T,
1993a).

Existem, ainda, outras duas razdes para que sejam usadas apenas escalas logaritmicas para
expressar a atividade biologica em estudos de QSAR clédssico. Primeiro, para que o erro
experimental dos dados de atividade biolégica tenha uma distribui¢do normal. Segundo, por que em
uma escala logaritmica ndo existe a chance de se prever valores negativos para a atividade

bioldgica, enquanto que na escala linear isto seria possivel (KUBINYT, 1993a; KUBINYI, 1990).

I.3. O Modelo Linear

Hansch mostrou que os valores de logP podiam ser usados para descrever a resposta
bioldgica tanto em sistemas isolados onde o equilibrio era alcancado rapidamente quanto em
sistemas complexos fora do equilibrio (FUJITA, 1990). Hansch mostrou que os valores de logP se

correlacionavam linearmente tanto com os valores de logK em sistemas no equilibrio assim como
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com valores de logK e de logk em sistemas fora do equilibrio. Desse modo Hansch propds o modelo

linear (equagdo 11) (HANSCH & FUJITA, 1964).

log 1/C = a logP + constante (equacgdo 11)

onde:
log 1/C é o logaritmo da resposta bioldgica;
C ¢ a concentragdao molar da dose aplicada no local de administracao;
logP é o parametro hidrofébico;
a é o coeficiente que expressa a contribuicao relativa do parametro (logP);
constante é coeficiente linear da fun¢do matematica envolvida na resposta bioldgica.

O termo logP reflete a contribuicdo do termo hidrofébico, expresso por um parametro
molecular ligado a variacdo de energia livre do processo de transferéncia de um soluto de uma fase

organica para uma fase aquosa, segundo a equagdo 12 (TAYLOR, 1990).

AGtransf. org —aq = -2,3RT lOgP (equag:d'o 12)

onde:

AGranst. org — ag TEPrEsenta a variagdo da energia livre da transferéncia de um soluto de uma
fase organica para uma fase aquosa;

R € a constante universal dos gases;

T é a temperatura (em graus Kelvin);

logP é o logaritmo do coeficiente de particao.

A equacdo de Hansch (equagdo 11) se aplica apenas as séries de compostos homélogos, em
que o Unico mecanismo de controle da poténcia considerado é a hidrofobicidade do composto (o
termo hidrofobicidade indica a tendéncia de um soluto de se particionar de uma fase aquosa para
uma fase organica, sendo a forca motriz do processo a expulsdo do soluto pelas moléculas de dgua).
Hansch observou que a poténcia do composto também poderia ser influenciada por efeitos
eletrbnicos e ou topoldgicos e, para tanto, formulou a equagdo completa (equacdo 13) (FUJITA,

1990).

log 1/C = alogP + b 0+ c Es + constante (equacdo 13)

onde:
log 1/C é o logaritmo da resposta bioldgica;
C ¢ a concentragdo molar da dose aplicada no local de administracao;

logP, o, E, s3o parametros fisico-quimicos que expressam as interacdes envolvidas
(hidrofébicas, eletronicas e estéricas, respectivamente) na resposta bioldgica medida.
a, b, ¢, sdo os coeficientes que expressam as contribuicdes relativas de cada parametro

(log P, o, Ej, respectivamente);
Constante é o coeficiente linear da funcdo matemaética envolvida na resposta bioldgica.

Na equacdo 13 os termos a, b, ¢ sdo os coeficientes lineares que indicam a importancia e a

contribuicdo relativa de cada termo. Dependendo da natureza dos compostos e do sistema bioldgico
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em questdo, esses termos podem ser estatisticamente ndo significantes, indicando que no sistema
avaliado os efeitos eletronicos e ou topoldgicos ndo contribuem para a atividade biolégica (FUJITA,

1990).

I.4. O Modelo Parabdlico

Diferentemente do que o modelo linear prevé, a atividade bioldgica ndo cresce
indefinidamente com o aumento da lipofilicidade (KUBINYI, 1979; KUBINYI, 1993a ; FUJITA,
1990). O que se observa em séries homoélogas em que existe grande variacdo da hidrofobicidade
(por exemplo variacdo de 3-5 unidades de logP) € que apds um dado valor de logP, a atividade
bioldgica passa a diminuir com o aumento da hidrofobicidade. Hansch atribuiu esse comportamento
ndo-linear ao processo de transporte e distribuicdo dos compostos através das multiplas biofases
(HANSCH & FUJITA, 1964; HANSCH & CLAYTON, 1973). Compostos muito hidrofébicos (por
exemplo compostos com valores de logP maiores do que 3) tenderiam a permanecer nas membranas
bioldgicas, enquanto que compostos pouco hidrofébicos (por exemplo compostos com valores de
logP menores do que zero) tenderiam a permanecer no compartimento aquoso, nao sendo capazes
de cruzar as membranas no processo de transporte. Essa explicacio leva ao conceito de
hidrofobicidade “6tima”, que seria aquela em que o composto teria a maior probabilidade de chegar
até seu local de acdo. Hansch propos que essa dependéncia nao-linear poderia ser descrita através de
um termo quadratico sobre o termo hidrofébico, em que o coeficiente de regressdao deveria ser
menor que zero (a < 0) (HANSCH & FUJITA, 1964; HANSCH & CLAYTON, 1973). Assim como
no modelo linear, a resposta bioldgica ainda poderia ser influenciada por efeitos eletronicos e
topoldgicos e, portanto, os termos relativos a esses efeitos permaneceram na equacdo quadratica

formulada (equacdo 14).

log 1/C = a logP* + b logP + ¢ ¢+ d Es + constante (equacdo 14)

onde:
log 1/C é o logaritmo da resposta bioldgica;
C ¢ a concentragdao molar da dose aplicada no local de administracao;

logP, o, E, sdao parametros fisico-quimicos que expressam as interacOes envolvidas
(hidrofébicas, eletronicas e estéricas, respectivamente) na resposta bioldgica medida;
a, b, ¢, d, sdo os coeficientes que expressam as contribui¢des relativas de cada pardmetro

(log P, o, Ei, respectivamente);
Constante é o coeficiente linear da funcdo matemaética envolvida na resposta bioldgica.

O modelo parabdlico de Hansch € incompativel com seu modelo linear anterior. O modelo
linear prevé o crescimento da atividade biolégica com a hidrofobicidade em uma reta, enquanto que

o modelo parabdlico prevé o crescimento em uma curva (KUBINYI, 1976; 1977).
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I.5. O Modelo Bilinear

Para eliminar a discrepancia entre os modelos linear e parabdlico, Kubinyi propds o modelo
bilinear (equacdo 15) (KUBINYI, 1976; KUBINYI, 1977; KUBINYI, 1993a) a partir do modelo
“probabilistico” de McFarland (McFARLAND, 1970). O modelo de McFarland considera a
probabilidade de um farmaco de chegar até seu local de agdo (Figura I.1.), baseando-se nas

constantes de velocidade de transferéncia de fases (k; e k).

k k
2 1

Figura 1.1. Representacio esquematica das constantes de velocidade
envolvidas na passagem de um soluto entre compartimentos de diferentes
composicoes quimicas.

Kubinyi reconsiderou o modelo de McFarland, levando em conta as diferencas de volume

entre as fases aquosa e organica.

log 1/C = alogP - b log(pP + 1) + constante (equacgdo 15)

onde:
log 1/C é o logaritmo da resposta bioldgica;
C ¢ a concentragdao molar da dose aplicada no local de administracao;
logP € o parametro hidrofébico;
a, b, ¢, B, sdo os coeficientes que expressam as contribui¢des relativas de cada parimetro;
constante é o coeficiente linear da funcdo matemaética envolvida na resposta bioldgica.

Esse modelo apresenta uma fun¢do de formato caracteristico (Figura 1.2.) sendo uma porcao
linear ascendente de coeficiente angular (a) e uma porcao linear descendente de coeficiente angular
(a-b), onde (b) € sempre maior que (a). Os valores de (a), (b) e da constante (¢) sdo obtidos por
regressdo linear. A componente ndo-linear £ representa a razdo entre os volumes da fase organica e

da fase aquosa e € obtida através de cdlculos iterativos (KUBINYI, 1993a).

log 1/C

' logP
-logf

Figura 1.2. Representacao esquematica do modelo bilinear para a
atividade bioldégica proposto por Kubinyi (1993a)
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Uma das limitagdes do modelo bilinear € a necessidade do ajuste de quatro varidveis, uma a
mais do que o modelo parabdlico e duas a mais do que o modelo linear. A presenca destas quatro
varidveis diminui os graus de liberdade do modelo bilinear em relacdo aos outros modelos. A
aplicacdo do modelo bilinear requer dados de atividade bioldgica de melhor qualidade e em maior

nimero, limitando sua aplicabilidade (FUJITA, 1990; KUBINYI, 1993a).

L.6. Critérios para a Analise de Hansch

Quando se aplica a andlise de Hansch (KUBINYI, 1993a; KUBINYI, in press) as solugdes
apresentadas (na forma de modelos matematicos), ndo sdo unicas e a escolha do melhor modelo é
feita baseando-se nos seguintes parametros estatisticos: intervalo de confianga de 95%; coeficiente
de correlacdo (r); desvio padrio (s); teste de Fischer (F); coeficiente de validagao cruzada (Qz);
desvio padrao da validagdo cruzada (Spgress). A equagdo 16 (UNGER & HANSCH, 1973) apresenta
um exemplo dos pardmetros estatisticos usados para validar um modelo e que sdao usados como
critérios de selecao quando duas ou mais solugdes sido possiveis.

O melhor modelo é aquele que apresenta o maior valor do coeficiente de correlagcdo (r), o
menor desvio padrdo (s) e no qual todos os termos da equagdo sdo significativos (indicados pelo
indice de 95% de confianga). Alternativamente, a equacdo com o maior valor de F (teste Fisher)
pode ser selecionada como a melhor. Por vezes, esses critérios nao sao suficientes para distinguir
uma equacao da outra e, nesses casos, usa-se o principio da parcimonia para a escolha do modelo
(i.e. em sendo todos os termos, aproximadamente, iguais opta-se pelo modelo mais simples)

(KUBINYTI, 1993a; FUJITA, 1990; KUBINYT, in press; UNGER & HANSCH, 1973).

log 1/C = 1,151 (£0,19)7- 1,464 (+0,38)0" + 7,817 (20,19) (equagdo 16)
n=22;r=0945 s=0,196; F = 78,63; O’ = 0,841 spress = 0,238

onde:
log 1/C é o logaritmo da resposta bioldgica;
C ¢ a concentragdo molar da dose aplicada no local de administracao;

7, 0" sdo os parametros hidrofébico e eletronico, respectivamente;

n é o nimero de compostos usados para gerar o modelo;

r € o coeficiente de correlacdo, que fornece uma medida relativa da qualidade do ajuste do
modelo aos dados experimentais;

s € o desvio padrao, que fornece uma medida absoluta da qualidade do ajuste do modelo;

F é o teste de Fisher, que fornece uma medida do nivel de significincia estatistica do
modelo de regressao;

QZ € o coeficiente de validacdo cruzada;

Spress € o desvio padrao da validac@o cruzada, ambos termos sao medidas da preditividade
interna do modelo.

Sendo que os nimeros entre parénteses representam os limites do intervalo de confianga de
95% dos coeficientes de regressdo da equagao.

10
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As equacdes resultantes da andlise de Hansch s@o compostas de diversos parametros fisico-
quimicos. A selecdo das varidveis independentes deve ser feita considerando o amplo espectro de
parametros fisico-quimicos existentes (e.g. logP, T, ©, 6*, 6*, 6*, MR, E,, entre outros). Todas as
combinacdes de varidveis devem ser testadas e para isso recomenda-se o uso de algoritmos
genéticos ou evolutivos. Vdrias estratégias para a selecdo das "melhores" equacdes de regressao sao
descritas na literatura (KUBINYI, 1993a) e, mais recentemente revisado no grupo (PIRES, 1998).

Os parametros selecionados devem ser independentes entre si (i.e. o valor da intercorrelagdao
entre eles deve ser menor que 0,6 — 0,7) (CRAIG, 1971). O nimero de varidveis deve ser limitado
(KUBINYI, 1993a; FUJITA, 1990; KUBINY]I, in press; UNGER & HANSCH, 1973). De acordo
com a sugestdo de Topliss e Costelo (TOPLISS & COSTELO, 1972), para que sejam diminuidas as
chances de se obter uma correlacdo ao acaso, deve haver pelo menos cinco a seis dados de atividade
bioldgica para cada varidvel presente no modelo. Finalmente, todo modelo empirico gerado deve
ser acompanhado de um modelo qualitativo, que seja consistente com o conhecimento mecanistico
fisiolégico e fisico-quimico organico do processo em questdo (KUBINYI, 1993a; FUJITA, 1990;
KUBINYT, in press; UNGER & HANSCH, 1973). A proposicao deste modelo qualitativo é o tema

do préximo item.

L.7. Interacoes Ligante e Receptor

A interacdo entre o composto bioativo, denominado “ligante” e seu alvo bioldgico,
denominado “receptor”, € o evento responsdvel pela resposta bioldégica (ANDREWS,
TINTELNOT, 1990; ANDREWS et al., 1984). Essas interacdes sdo em geral de cardter ndo-
covalente, pois interacdes covalentes sdo irreversiveis e, portanto, indesejaveis na maioria dos casos
(exceto para agentes alquilantes, quimioterdpicos e alguns inibidores irreversiveis).

A variagdo da energia livre (AGp ) resultante da interacdo entre o ligante e seu receptor € a
somatéria das variagdes de energia associadas as interacdes, respectivamente, eletrostaticas,

indutivas, ndo polares e hidrofébicas, menos o termo de energia associado as variacdes de entropia,

que ocorrem na formacdo do complexo entre as duas moléculas (equacdo 17) (ANDREWS,

TINTELNOT, 1990; ANDREWS et al., 1984).

AGr.g = 4H - TAS (equagdo 17)

onde:
AG g representa a variacao da energia livre da interagcdo entre o ligante e o receptor;
AH representa a variacao da energia entalpica;
T ¢ a temperatura (em graus Kelvin);
AS representa a variacdo da entrdpica.

11
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Na tabela I.1. estdao apresentados os varios tipos de interagdes envolvidas entre um ligante e

0 receptor, assim como as respectivas faixas de energia.

Tabela I.1. Principais tipos de interacées entre um composto e o sistema biolégico,
um exemplo e as respectivas faixas de energias envolvidas (ANDREWS,

TINTELNOT, 1990).
Tipo Energia(KJ/mol) Exemplo
covalente 170-600 CH;3-CH;
iOnica ~ 40 R 4NJ-r- ----0,C-R
fon-dipolo 4-17 RN ------ OH,
H
dipolo-dipolo 4-17 R,C=—=0---- EI:O
ligagao de 4-17 R,C=—=0----H—OH
hidrogénio
/\: N ’ R
hidrofobica -4 gt
van der Waals 2-4 /c: c: <<

A figura 1.3. apresenta esquematicamente os fatores entrépicos e entdlpicos envolvidos na

formacdo do complexo ligante/receptor.

ASrot
AStrans Lo .
AH, , AHp 2
) L-A 0.
ASconf
Q
Q
[ #]

Figura 1.3. Representacio esquematica dos fatores entropicos e
entalpicos envolvidos na interacdo entre o ligante e o receptor
(ANDREWS, TINTELNOT, 1990; ANDREWS et al., 1984).

As interacOes eletrostdticas entre o ligante e o receptor, representadas na figura 1.3. pelo
termo AHj g, sdo forgas atrativas que promovem o primeiro contato entre as moléculas e sdo

responsdveis pela orientacdo espacial do complexo. As interacdes eletrostiticas podem ser,

12
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respectivamente, do tipo: ion-ion; ion-dipolo; dipolo-dipolo; ligacdo de hidrogénio; transferéncia de
carga; dipolo-dipolo induzido. A intensidade das interagcdes eletrostaticas depende tanto do valor da
constante dielétrica no local da interacdo quanto da geometria e da distancia envolvidas entre as
moléculas do ligante e do receptor. Associada a interag@o eletrostatica, que € favordvel a formacao
do complexo, deve-se considerar a energia de dessolvatacdo dos grupos polares envolvidos nessas
interacdes. Essa energia, que estd representada na figura 1.3. pelos termos AHyp.a € AHg.a, é, no
entanto, desfavordvel para a formacdo do complexo, pois € a energia que deve ser fornecida ao
sistema para separar as moléculas de dgua do ligante e do receptor, respectivamente(ANDREWS,
TINTELNOT, 1990; ANDREWS et al., 1984).

As interagdes hidrofébicas, representadas pelo termo AS, sdo forcas de natureza
essencialmente entropicas que promovem a associacdo das regides hidrofébicas do ligante e do
receptor. A forca motriz dessa atracdo € o ganho de entropia proporcionado pela diminuicdo das
superficies hidrofébicas tanto do ligante como do receptor expostas ao solvente, aumentando a
liberdade das moléculas de dgua organizadas ao redor destas regides. A intensidade das interacdes
hidrofébicas € diretamente proporcional a superficie hidrofébica de contato entre as duas moléculas
(ANDREWS, TINTELNOT, 1990; ANDREWS et al., 1984).

Contribui¢des energeticamente desfavordveis para a associacdo entre o ligante e o receptor
se devem a perda das liberdades, respectivamente, rotacionais (AS;y), translacionais (ASy.) e
conformacionais (AScont) das moléculas ao se formar o complexo. Contribui¢des energeticamente
favordveis a associacdo podem surgir do aumento da entropia resultante da vibragao (AS.;,) das
ligacGes ndo-covalentes entre o ligante e o receptor.

O balanco final da energia livre (AGpr) resultante das interacdes eletrostdticas, e
hidrofébicas menos os custos energéticos associados as perdas de entropias rotacionais,
translacionais e conformacionais deve ser diretamente proporcional ao valor do logaritmo da
constante de dissociagdo do complexo ligante/receptor (logKy r) (equacdo 18) (ANDREWS,
TINTELNOT, 1990; ANDREWS et al., 1984).

AGpg = -2,3RT logK; (equacdo 18)

onde:
AG g representa a variacao da energia livre da interacdo entre o ligante e o receptor;
R € a constante universal dos gases;
T é a temperatura (em graus Kelvin);
logK € o logaritmo da constante de equilibrio da interag¢do entre o ligante e o receptor.

A obtencdo do valor de energia livre (AGy.r) a partir das estruturas quimicas do ligante e do
receptor (situacdo ideal que permitiria a determinacdo do valor da constante de dissociacdo do
complexo ligante/receptor - logKy r) € ainda uma das etapas que objeto de estudos exaustivos por

varios grupos de pesquisa (ANDREWS, TINTELNOT, 1990; ANDREWS et al., 1984,
13
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DULLWEBER et al, 2001). Entretanto, muito mais simples de serem obtidas, as variacdes de
energia livre (AAGL-r), causadas por mudancas estruturais no ligante, podem ser correlacionadas
com afinidades relativas desses ligantes por um mesmo receptor. Essa abordagem, usada em
andlises de Hansch, é chamada de “principio da ancora” (Anchor Principle (ANDREWS,
TINTELNOT, 1990)) e estd baseada na premissa de que a diferenca na energia de interacdo de um
ligante com, ou sem, determinado grupo funcional reflete apenas os fatores associados a esse grupo.
Sendo assim, parametros que descrevem caracteristicas estruturais e propriedades moleculares sao
usados para correlacionar, de modo quantitativo, variagdes na resposta bioldgica com mudangas na
estrutura quimica, em séries de compostos homoélogos. Em especial, sdo usadas propriedades fisico-
quimicas que sao diretamente relacionadas com as forgas intermoleculares envolvidas na interacao
entre o ligante e o receptor, e que igualmente descrevem as propriedades relacionadas ao transporte
e a distribui¢do do ligante no sistema biolégico (ANDREWS, TINTELNOT, 1990; ANDREWS et
al., 1984).

Tabela 1.2. Interacoes significativas entre o ligante e o receptor, as correspondentes
propriedades moleculares envolvidas e seus parametros descritores

Interacao P;i)(ﬁzic(;dl:(:e Parametro descritor
Eletrostatica Densidade eletronica | Ve_g 0%c_gi Om; Op; T3 R
Dispersao Polarizabilidade MR V
Estérica Topologia Eg ryv (L B1B2B3B4)
Hidrofébica Lipofilicidade logP © f

@ 13 5 4 . . 5 P
“Veoo € ) c—0 SA0 pardmetros espectroscopicos; O, ; G, sa0 constantes de grupo substituinte

de Hammett; J 9 sdo as constantes de Swain e Lupton; MR ¢ a refratividade molar; V € o
volume; E; é a constante de Taft; rv € o raio de Van der Waals; L, B, B,, B3, B4 sdo os
parametros estéricos propostos por Verloop; logP é o coeficiente de particao; T € a constante
de substituinte de Hansch; f € a constante de fragmento de Rekker

Nas secodes seguintes, serdo apresentados os principais parametros usados em andlises de

relagdes quantitativas entre estrutura quimica e atividade bioldgica (OSAR).

1.8. Parametros Eletronicos

As interacdes polares entre o ligante e o receptor podem ser descritas através de parametros
eletronicos. Esses parametros podem refletir, de modo quantitativo, a influéncia relativa de um certo
grupo ou substituinte na distribuicdo eletronica de um composto. A compreensdo da grandeza e
natureza do(s) efeito(s) eletronico(s) de cada substituinte depende do entendimento de conceitos de

fisico-quimica orgéanica desenvolvidos por Hammett (HAMMETT, 1937).
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Hammett estudou a ionizag@o de dcidos benzdicos meta e para substituidos, em dgua a 25°C.
Nesse estudo, foram analisados os valores das constantes de ionizagdo, K,, para uma série de acidos
benzodicos meta ou para substituidos. A seguir, foi verificada a relagdo logaritmica entre os valores
de log Kx (logaritmo da constante de ionizacdo para o correspondente dcido benzdico X-substituido)
e de log Ky (logaritmo da constante de ionizacdo do 4cido benzdico ndo-substituido, X = H). Dessa
forma, foi definido o parametro eletronico do substituinte, 6 de Hammett, expresso pela equagdo 19

(HAMMETT, 1937).

o=log (Kx/Kpg) (equagdo 19)

onde:
o ¢ a constante do grupo substituinte, relativa ao efeito eletronico;
Ky € a constante de ionizagdo do dcido benzdico ndo-substituido, X = H;
Kx € a constante de ionizagdo para o correspondente dcido benzdico X-substituido.

As constantes ¢ sdo denominadas constantes de grupo, uma vez que caracterizam o
comportamento eletronico de um dado substituinte, ndo importando a rea¢do quimica que as definiu
— originalmente o sistema 4cido benzodico/benzoato. Os valores absolutos de ¢ refletem a grandeza
do efeito eletronico, sejam eles indutivos ou de ressonancia, exercidos pelo substituinte sobre o
centro da reacdo ou sobre a propriedade fisico-quimica medida. Valores positivos de G sdo
observados para substituintes aceptores de elétrons, enquanto que valores negativos sao observados
em substituintes doadores de elétrons (BASTOS, 1984; HASCH er al., 2001; TAFT, 1952;
HANSCH & LEO, 1995).

A partir dos valores de ¢ obtidos para diversos substituintes Hammett propds uma relacao
linear de energia livre, que correlaciona os valores de 6 obtidos para substituintes nas posi¢des meta
ou para de anel benzénico sobre a posicdo de equilibrio (K) (equacdo 20), ou sobre a velocidade

para o estabelecimento do equilibrio (K) (equagdo 21) de reagdes de mesma espécie.

log Kx = po+ log Ky (equagdo 20)
log kx = po + log kn (equacgdo 21)

onde:
K representa a constante de equilibrio;
k. representa a constante de velocidade;
o ¢ a constante do grupo substituinte, relativa ao efeito eletronico;
p € a constante de reacao.

O moédulo de p mede a suscetibilidade da reag@o ao efeito polar exercido pelo substituinte. O
valor de p é positivo quando a reacdo é favorecida por grupos que atraem elétrons e, negativo

quando a reagdo 4 favorecida por grupos que repelem elétrons. O valor absoluto de p expressa a
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sensibilidade da reacdo ao efeito de grupos substituintes. Quanto maior for seu valor absoluto,

maior serd a suscetibilidade da reacdo ao efeito desses grupos (BASTOS, 1984; HASCH et al.,
2001; TAFT, 1952; HANSCH & LEO, 1995; CAREY, SUNDBERG, 1990).

A equacdo de Hammett (equagcdo 19) é essencialmente uma relagdo empirica, ou seja, 0s
valores de ¢ dependem do sistema e condi¢des em que sdo determinados. Em func¢ado disto, novas
constantes foram propostas com objetivo de diferenciar os efeitos eletronicos transmitidos por
indugdo daqueles transmitidos por ressonancia. Por exemplo, o valor de G, (constante de Hammett
para substituintes na posicdo meta) descreve principalmente os efeitos indutivos enquanto que o
valor de 6, (constante de Hammett para substituintes na posi¢do para) € uma combinagdo dos dois
efeitos, com predominancia do efeito de ressondncia. Diversas coletaneas (KUBINYI, 1993a;
HANSCH, LEO, HOCKMAN, 1995) de constantes foram desenvolvidas, como por exemplo ¢ e
6 que descrevem respectivamente o efeito eletronico de substituintes que doam e recebem pares de
elétrons do anel benzénico por ressonancia direta e 61 € Gg que separam o efeito eletronico de

substituintes em suas componentes indutiva e de ressonancia, respectivamente.

O aparecimento de grande nimero de escalas de ¢ foi criticado por Swain e Lupton (1968) e
com intuito de interromper sua proliferacdo os autores propuseram a definicdo de constantes
eletronicas, a partir dos efeitos indutivo (J) e de ressonancia () dos grupos substituintes. Em seu
trabalho, Swain e Lupton assumiram que qualquer escala de © poderia ser descrita por uma

combinagao linear dos termos (I, ) conforme a equagdo 22.

c=a3 + b (equagdo 22)

onde:
o ¢é a constante do grupo substituinte, relativa ao efeito eletronico;
J corresponde aos efeitos indutivos e de campos;
9 corresponde ao efeito de ressonancia;
a e b sdo coeficientes empiricos obtidos através de andlise de regressao.

Os valores de J e de 9 foram definidos partindo do principio de que na dissociacido dos
acidos biciclo(2,2,2)-octano-carboxilico 4-substituidos ndo haveria contribuicio de efeitos de
ressonancia (b = 0) e que o substituinte N*(CH3); teria % = 0. Mais tarde Hansch e Clayton (1973)
redefiniu a escala dos valores de J e 97 de forma mais consistente. Compila¢des recentes contém,
entre outros, os valores de o ¢ de 6, de Hammett e de I e de 9 de Swain e Lupton redefinidos
por Hansch. A tabela I.3. apresenta valores selecionados das constantes de substituintes 6, € G, de
Hammett e de § ¢ de 9 de Swain e Lupton de dez substituintes retirados da literatura (HANSCH,
LEO, HOCKMAN, 1995).
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Tabela 1.3. Valores selecionados de constantes de substituinte tipo-

Hammett, o, Gp, 3 € 9 retirados da literatura, para dez grupos
substituintes (HANSCH, LEO, HOCKMAN, 1995)

Substituinte Om Op J x
-CF; 0,43 0,54 0,38 0,19
-CN 0,56 0,66 0,51 0,19
-CH3 -0,07 | -0,17 | -0,04 | -0,13

-F 0,34 0,06 0,43 0,34
-H 0,0 0,0 0,0 0,0

-1 0,35 0,18 0,40 | -0,19
-NO, 0,71 0,78 0,67 0,16

-OH 0,12 | -0,37 | 0,29 | -0,64
-OCH3 0,12 -0,27 0,26 -0,51
-SOCH3 0,52 0,49 0,52 0,01

Pardmetros experimentais obtidos por técnicas espectroscopicas (V_,) ou medidas de RMN

(8" _o) podem ser utilizados em estudos de QSAR como pardmetros eletronicos para descri¢do do
efeito eletronico transmitido por substituintes (KUBINYIL, 1993a; AMARAL & AMARAL, 1976;
AMARAL et al.,1997, TAVARES & AMARAL, 1997) Adicionalmente, dados obtidos de calculos

de orbitais moleculares (energia de HOMO e LUMO e cargas atdmicas parciais), bem como dados
de potencial de oxi-reducdo (PIRES er al., 2001) sdo, também, utilizados como parametros
eletrobnicos em andlise de (QSAR. A principal vantagem da utilizacdo de valores obtidos
experimentalmente, em alguns casos por cdlculo (BRUNS et al., 2002) é que estes podem ser
usados como parametros eletronicos em sistemas nos quais valores de constantes eletronicas de
substituintes, como por exemplo, G, ou ndo sdo tabelados ou, ndo adequados para o sistema em

estudo (TAVARES & AMARAL, 1997).
1.9. Parametros Estéricos

Os parametros estéricos usados em andlises de Hansch buscam descrever de modo
quantitativo os efeitos da variagao da forma e do tamanho de um substituinte na atividade bioldgica
de um composto. A andlise desses efeitos estéricos permite 0 mapeamento do receptor dentro do
espaco quimico explorado. Por outro lado, a falta de informagdes a respeito da estrutura do receptor
impossibilita qualquer previsdo de efeitos estéricos fora do modelo proposto (HANSCH & LEO,
1995; SILIPO & VITTORIA, 1990).

Taft (TAFT, 1952) reconheceu a importancia de separar os efeitos estéricos de um
substituinte de seus efeitos eletronicos e hidrofébicos. Para tanto, Taft partiu do principio de que na
hidrdlise acida de ésteres alifaticos do tipo (XCH,COOR) o efeito eletronico do substituinte (X) era

desprezivel. Dessa forma, Taft definiu a constante estérica Eg de acordo com a equagdo 23.
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Es = log (kx/kg) (equagdo 23)

onde:
E, é a constante de Taft;
k. € a constante de velocidade da hidrodlise acida do éster alifatico XCH,COOR;
ky € a constante de velocidade da hidrdlise acida do éster alifatico CH;COOR.

Por defini¢do o valor de E; € zero quanto o substituinte (X) for igual a (H). A aplicacao do
parametro E; de Taft € limitada em fun¢do da impossibilidade de se obter os valores de E para
substituintes que formam compostos instaveis (e.g. —CN, -NO, halogénios, alcoxidos, etc)
(HANSCH & LEO, 1995).

Outra limitagdo do pardmetro E; é que este foi definido para caracterizar o efeito estérico
intramolecular de reagdes organicas, em ésteres alifaticos, e, portanto nem sempre é capaz de
descrever as interacdes estéricas intermoleculares que ocorrem entre o ligante e o receptor. Charton
(CHARTON, 1969) percebeu que os valores de E; eram correlacionados com os valores do raio de
Van der Waals dos substituintes e formulou a equacdo 24.

O problema apresentado pela abordagem de Charton € a parametrizacdo do efeito eletronico
de substituintes grandes e complexos. Para substituintes monoatémicos como o (-F), o (-Cl), e o (-
Br) o valor do raio de van der Waals reflete claramente o efeito estérico desses substituintes,
entretanto para substituintes mais complexos o raio de van der Waals ndo € um bom descritor de sua
estrutura tridimensional. Essas consideracdes levaram Verloop (VERLOOP et al., 1976) a
desenvolver os parametros STERIMOL, que fornecem uma medida das dimensdes de substituintes
nao-esféricos em cinco dire¢des (L, B;, B,, B3, B4, Bs), de modo que se torna possivel descrever sua
forma de modo mais detalhado. A figura 1.4. apresenta uma representacao esquematica do arranjo
tridimensional de um substituinte, expressa pelos parametros estéricos propostos por Verloop,

respectivamente L, By, By, B3, By, Bs.

B2

B1 B3 .’I

Figura 1.4. Representacao esquematica tridimensional de um substituinte (-
CH,CH,CH,Cl) através dos parametros estéricos L, By, B, B3, By,
Bs.propostos por Verloop (VERLOOP et al., 1976)
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E,=-1,839r, + 3,484 (equagdo 24)
(n=6,r=0,996,s=0.132)

onde:
E, é a constante de Taft;
7.y € 0 valor do raio de Van der Waals;
n € o numero de compostos;
r € o coeficiente de correlacdo;
s € o desvio padrao.

Alem desses, outros parametros relativos ao composto e relacionados, respectivamente, com
tamanho, forma e geometria, como por exemplo, volume de van der Waals, volumes molares, drea
de acesso ao solvente, refratividade molar, indices topoldgicos e indices de conectividade, entre
outros, t€ém sido usados para descrever efeitos estéricos em andlises de Hansch (SILIPO &

VITTORIA, 1990).

1.10. Parametros Relacionados a Polarizabilidade

As forgas de dispersdo, ou forcas de London, sdo forcas de atracdo entre moléculas nao-
polares a curtas distancias (ATKINS, 1990). Essas for¢as s@o resultantes de dipolos temporarios que
se formam em moléculas ndo-polares devido ao movimento de seus elétrons. Esses dipolos
instantaneos induzem dipolos em moléculas apolares adjacentes, levando a uma atracao eletrostatica
mutua. Apesar de serem forcas de baixa intensidade, sua contribuicdo para a energia de interacdo
entre um ligante e o receptor pode ser importante, principalmente quando existe uma significativa
area de contato intimo entre as duas moléculas (DEARDEN et al., 1991; KUBINYI, 1993a).

Uma medida quantitativa da energia das forcas de dispersdao é expressa pela equagcdo 25
(SILIPO & VITTORIA, 1990).

a; & I I

E;=-1,5 * (equagdo 25)

2]‘6 I] + 12

onde:
E; é a energia relativa as forcas de London;
I é o potencial de ionizagdo;
a € a polarizabilidade;
r € a distancia entre as moléculas.

Como a polarizabilidade (@) de uma molécula esta relacionada com o valor da refratividade
molar (MR) através da equagdo 26 é possivel estabelecer uma relacdo direta entre os valores de MR
e a energia das forcas de dispersdo (mantidos constantes os valores da energia de ionizagdo (/) e a
distancia (r) entre as moléculas) (SILIPO & VITTORIA, 1990).

Os valores de MR podem ser facilmente obtidos a partir de valores experimentais do indice

de refracdo (n) segundo a relacdo de Lorenz-Lorentz (equagdo 27) (SILIPO & VITTORIA, 1990;
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KUBINYI, 1993a).
4N

MR = — 3 (equacdo 26)
onde:

MR ¢ arefratividade molar;

N € nimero de Avogadro;

a € a polarizabilidade.

2
-1
MR = n2 * PM (equagdo 27)
n- + 2 d

onde:

MR ¢ arefratividade molar;
n € o indice de refratividade;
PM ¢é o peso molecular;

d é a densidade do composto.

A equagdo 27 revela que os valores de MR sdo diretamente correlacionados com o o0s
valores do volume molar (V,,) pois (PM/d = V,). Adicionalmente, os valores de MR também se
correlacionam com os termos hidrofébicos devido a j4 mencionada relacdo entre MR e o volume
molar (KUBINYI, 1993a; TAYLOR, 1990; DEARDEN et al., 1991).

Com base nessas consideracdes existem pelo menos duas interpretagdes para o uso do termo
MR em andlises de Hansch. Primeiramente os valores de MR podem representar as forcas de
dispersdo que contribuem para a interacdo entre o ligante e o receptor, € nesse caso, esperam-se
valores positivos para o coeficiente do termo relativo a polarizabilidade MR. Alternativamente os
valores de MR podem representar uma medida do volume do ligante e refletir o impedimento
estérico da interagdo deste com o receptor, € nesse caso, esperam-se valores negativos para o
coeficiente do termo MR. Naturalmente pode haver uma combinag¢ao dos dois efeitos, o que torna a
interpretacdo da relacdo ainda mais complexa (DEARDEN et al., 1991). Usualmente os valores de
MR s3o multiplicados por 0,1 para que se obtenha valores do coeficiente de regressdao linear
escalonados (KUBINYI, 1993a; TAYLOR, 1990).

Finalmente, o uso adequado do termo relativo a polarizabilidade MR para descrever a
contribuicao das forcas de dispers@o para a interacdo entre o ligante e o receptor depende da escolha
correta dos substituintes, de modo que seja possivel a separacdo dos efeitos caracterizados pelo

termo MR (KUBINYI, 1993a; DEARDEN et al., 1991).

I.11. Parametros Hidrofébicos

Os parametros hidrofébicos podem ser usados em andlises de OSAR tanto para descrever a

interacdo entre o ligante e o receptor, quanto para explicar as propriedades de ADME de um
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composto (i.e. absor¢do, distribuicao, metabolismo e excre¢do) (PLISKA, ef al. 1996; TESTA et al.
2000). Os parametros hidrofébicos devem refletir a lipofilicidade de uma molécula.

A lipofilicidade € uma propriedade molecular que expressa a afinidade de um composto por
uma fase organica (apolar) em relacdo a sua afinidade por uma fase aquosa (polar). Quanto mais
intensas forem as interacdoes hidrofébicas entre o composto e a fase aquosa, maior serd sua
lipofilicidade. Por outro lado, quanto mais intensas forem as interagdes polares entre 0 composto e a
fase aquosa, maior serd sua afinidade pela fase aquosa (i.e. maior hidrofilicidade) e,
conseqiientemente menor serd a sua lipofilicidade. Essas relacdes de afinidades relativas entre as
duas fases podem ser expressas pela equacdo 28, onde a lipofilicidade € considerada como o
resultado da somatdria das interagdes hidrofobicas menos a somatoria das interagdes polares entre

composto e o sistema bifasico (TESTA et al., 1996).
Lipofilicidade = Interacoes hidrofobicas — Interacoes Polares (equacgdo 28)

A fatoracdo da lipofilicidade em seus termos hidrofébicos e polares € um dos modelos que
contribui para a compreensdo da natureza das forcas que compdem a lipofilicidade e
conseqiientemente que atuam sobre compostos bioativos, determinando suas propriedades
farmacocinéticas e farmacolégicas (TESTA et al., 1996; PLISKA, et al. 1996).

A seguir, serdo apresentados os diversos parametros hidrofébicos descritos na literatura e as
correspondentes interacdes hidrofébicas e polares reveladas por aqueles. Adicionalmente, serdo

apresentadas e discutidas algumas metodologias para a determinag¢do dos parametros hidrofébicos.

I.11.1. O coeficiente de Particao

Uma medida quantitativa da lipofilicidade de uma molécula inteira pode ser obtida através
da determinacdo da razdo de suas concentra¢des, no equilibrio, considerando a particio do mesmo
entre uma fase organica e uma fase aquosa. Esta razao de concentragdes é denominada (P) (equacdo
29). Por defini¢dao, usa-se a concentracdo do composto na fase orgdnica no numerador e a
concentracdo da fase aquosa no denominador (TAYLOR, 1990; KUBINYI, 1979; 1993; HANSCH
& FUJITA 1964; HANSCH & LEO, 1995).

[ A ]fase organica
pPp=— (equacgdo 29)
[ A ] fase aquosa

onde:

P ¢é o valor do coeficiente de particao, sendo expresso pela razdo das concentracdes no
equilibrio do soluto (A) particionado entre uma fase organica e uma fase aquosa;

[AJeseoreanica ¢ o concentracdo do soluto “A” dissolvido na fase organica;

[AJ#5¢@amosa g g concentracdo do soluto “A” dissolvido na fase aquosa.
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Considerando-se que (P) € a constante de equilibrio, relativa a particdo de um soluto entre as
fases organica e aquosa, o correspondente parametro hidrofébico usado nas andlises de OSAR deve

ser expresso na sua forma logaritmica, ou seja logP, também denominado coeficiente de particdo

(TAYLOR, 1990), com valores variando de -5 a 5, para os compostos bioativos comercialmente
conhecidos (LIPINSKI et al., 1997).

Valores positivos do logP refletem uma maior afinidade do soluto pela fase orginica em
relacdo a fase aquosa, e valores negativos do logP refletem uma maior afinidade pela fase aquosa
em relacdo a fase organica.

A grandeza de logP depende principalmente da intensidade e da natureza das intera¢des que
ocorrem entre o soluto e as moléculas de dgua, ou seja, durante a particdo, o soluto pode tanto ser
expulso da 4gua (interacOes hidrofobicas) como solvatado pela dgua (interagdes polares). A
natureza da fase organica determina quais das interagdes serdo relativamente mais significativas na
particdo (TESTA, et al., 1996).

O n-octanol € o solvente de escolha para a fase organica. Sua capacidade de dissolver grande
quantidade de dgua (2,3 mol/L ou aproximadamente 4/1 n-octanol/dgua) garante que parte da esfera
de solvatacdo ao redor do soluto seja preservada, mesmo estando este dissolvido na fase orgénica.
No sistema n-octanol/dgua, as interagdes polares - principalmente ligacdes de hidrogénio - entre o
soluto e os dois solventes sdo equivalentes. O valor do logP medido no sistema n-octanol/dgua
reflete, principalmente, as interagdes hidrofébicas entre o soluto e a dgua (este fato justifica o termo
logP ter sido denominado como parametro hidrofébico e nao parametro lipofilico). Existem outras
caracteristicas que justificam o uso do n-octanol, como o solvente de escolha para a determinacdo
do valor do logP, (LEO & HANSCH, 1971; LEO, HANSCH, ELKINS, 1971; TAYLOR, 1990;
KUBINYI, 1993a) sendo elas:

e assim como as membranas bioldgicas o n-octanol € formado por uma cadeia alifatica
hidrofébica ligada, em sua porcao terminal, a um grupamento polar;

e o grupamento hidroxila do n-octanol tem caracteristicas anfifilicas, ou seja, pode ser
tanto um doador de liga¢des de hidrogénio como um aceptor;

® 0 n-octanol é capaz de solubilizar uma grande variedade de compostos organicos,
aumentando sua aplicabilidade;

® o n-octanol € praticamente insolivel na dgua (i.e. isto € ndo perturba,
significativamente a estrutura da dgua);

® 0 n-octanol tem uma baixa pressdo de vapor a temperatura ambiente;

® 0 n-octanol € transparente a luz UV, o que permite a medida direta da concentragdo
por técnicas espectrofotométricas;

e existe um extenso banco de dados de valores de logP medidos no sistema n-

octanol/agua;
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® as constantes de substituinte T de Hansch e as constantes de fragmento f de Rekker
foram definidas para o sistema n-octanol/dgua;

Na literatura (LEAHY et al., 1989; LEAHY et al., 1992; REKKER, 1977) sdo encontradas
publicacdes em que outros solventes (como por exemplo: alcanos, cloroférmio, dinonanoato de
propilenoglicol (PGPD; propylene glycol dipelargonate)) sao usados como modelos para a parti¢ao
no sistema bioldgico. Taylor (TAYLOR, 1990; LEAHY et al., 1989) propds o uso do PGDP como
um solvente para ser usado complementarmente ao n-octanol para descrever o transporte através de
membranas e, Rekker (REKKER, 1977) sugeriu o uso de n-heptano como modelo para a barreira
hemato-encefdlica. Mais recentemente, Testa (BOUCHARD et al., 2001) estudou a particdo de
compostos ionizdveis usando o solvente 1,2-dicloroetano como modelo de membranas.
Alternativamente, podem ser usados sistemas de parti¢do envolvendo modelos bioldgicos, como por
exemplo, células da mucosa intestinal (ARTURSSON et al., 2001; CAMENISCH et al., 1997) ou
lipossomas (KRAMER, 2001; AVDEEF et al. 1998). Assim, a escolha de um sistema modelo de
particdo para o sistema bioldgico é, ainda hoje, um tema polémico (BOUCHARDT et al., 2001;
TAYLOR, 1990; KUBINYI, 1993a).

O uso de sistemas de solventes de particdo como um modelo para o sistema bioldgico €

justificado pela equacdo de Collander (COLLANDER, 1950), que correlaciona os valores de logP

medidos no sistema n-octanol/dgua com valores de logP medidos em outros sistemas de solventes
como, por exemplo, heptano/dgua ou cloroférmio/dgua. A forma geral da equacdo de Collander é

representada através da equagdo 30.

logP> = a logP; + b (equacgdo 30)

onde:
logP; representa os valores de logP determinados no sistema de solventes /;
log P, representa os valores de logP determinados no sistema de solventes 2;
a, b sdo os valores dos coeficientes da regressao.

Leo e Hansch (LEO & HANSCH, 1971; LEO, HANSCH, ELKINS, 1971), aplicaram a
equagao de Collander (equagdo 30) para um grande nimero de sistemas de particdo. Os autores
analisaram os valores do coeficiente de particdo, extraidos da literatura, de mais de 6000 compostos
de estruturas diversas, determinados em aproximadamente 60 diferentes sistemas de solventes, e
verificaram a validade da aplicacdo da equacdo de Collander, observando relagdes como a
apresentada no exemplo da equacdo 31, que expressa a relacdo entre os valores de logP obtidos
para uma série compostos doadores de ligacdes de hidrogénio, nos sistemas de solventes n-
octanol/dgua (logPoctano)) € n-butanol/dgua (logPputano) respectivamente (LEO & HANSCH, 1971;
LEO, HANSCH, ELKINS, 1971).
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10gPputanor = 0,70 (£ 0,02) 10gP yetan01 — 0,38 (£0,03) (equacdo 31)
(n=57; 7 =0,986; s = 0,123)
onde:
l0gPputanor representa os valores de logP determinados no sistema de solventes n-
butanol/dgua;
l0gPoctanot  TEpresenta os valores de logP determinados no sistema de solventes n-
octanol/4dgua.

Adicionalmente, a equacdo de Collander foi aplicada em outros sistemas de particdo como,
por exemplo, a particio de uma série de 4lcoois em membranas de eritrocitos (logPeritrscitos)
(SEEMAN et al., 1971) (equacdo 32) ou a ligacdo de compostos neutros a albumina (log 1/Cy.;)
(HELMER et al., 1968) (equacdo 33).

108P erinriitos = 1,003 (£0,13) 10gPocranot — 0,883 (+0,39) (equagdo 32)
(n=5;r=0998; s = 0,082)

log (1/Cy.1) = 0,751 (£0,07) logP yetanor + 2,0301 (£ 0,15) (equagdo 33)
(n=42;r=0,960; s = 0,159)

onde:
L0gP .risréciros TEPTEsenta os valores de logP determinados no sistema eritrocitos/agua;
logP,cianoi  representa os valores de logP determinados no sistema de solventes n-
octanol/agua;
log (1/C;.;) representa a concentracio para a ligacdo (1:1) entre os solutos e a albumina.

A aplicagdo da equagdo de Collander na comparacdo de valores de logP medidos em
diferentes sistemas de solventes revela caracteristicas sobre as distintas naturezas das interagdes
hidrofébicas do soluto, nos diferentes sistemas de particao. Por exemplo, na equagcdo 32 observa-se
que valores do coeficiente angular sdo préximos da unidade, indicando que ambos os sistemas de
particdo (a saber, eritrcitos/dgua e n-octanol/dgua) apresentam interacdes hidrofébicas similares.
Analogamente, em equagdes de OQSAR cldssico, como exemplificado na equacdo 34 (HANSCH et
al., 1989), valores do coeficiente de regressdo proximos da unidade indicam que na etapa
determinante da atividade (inibicdo de 50% do consumo de oxigénio em mitocOndrias) os
compostos da série analisada (série de barbitiricos) se particionam para um ambiente com

hidrofobicidade similar a do n-octanol (HANSCH & LEO, 1995; TAYLOR, 1990).

log (1/C) = 0,91 (£0,24) logP yctanor + 1,58 (£0,41) (equagdo 34)
(n=14; ¥ =0,848; s = 0,187)

onde:
log (1/C) representa o logaritmo do reciproco da concentracdo (em mol/L) que causa a
inibi¢cdo de 50% do consumo de oxigénio em mitocdndrias por barbituricos;
logP ,c1anor TEpresenta o coeficiente de particao determinado no sistema n-octanol/agua.
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Na equacdo de Collander, valores do coeficiente de regressdo menores que a unidade, como
verificado na equacdo 31, indicam que os sistemas de particdo apresentam diferentes polaridades
(valores da constante dielétrica, €, iguais a 10,3 e a 17,8 respectivamente para n-octanol e para n-
butanol (HANDBOOK 1971-72), e, portanto, diferentes interagdes hidrofébicas com cada soluto.
Analogamente, em equacdes de QSAR Cldssico, valores do coeficiente de regressao menores do que
a unidade podem ocorrer por dois fatos. Primeiro porque a hidrofobicidade da biofase em que o
composto bioativo se particiona ¢ menor do a hidrofobicidade do sistema escolhido como modelo,
ou segundo, porque o composto bioativo ndo entra totalmente na biofase e exerce sua atividade
apenas na superficie de uma biomacromolécula e, assim, somente parte de sua regido hidrofébica
estaria sendo dessolvatada (HANSCH & LEO, 1995; TAYLOR, 1990).

Ao aplicar a equacdo de Collander em uma série de compostos com diferentes capacidades
doadora e aceptora de ligacdo de hidrogénio, utilizando os sistemas de solventes n-octanol/agua e
cicloexano/dgua, respectivamente, Seiler (1974) observou que tanto os valores do coeficiente
angular quanto os valores do coeficiente de regressdao da equacdo de Collander (equacdo 30)

resultante se aproximavam da unidade, ao se incluir uma varidvel indicadora, Iy para descrever a

capacidade de cada composto de estabelecer ligagcdes de hidrogénio. Os valores da constante Iy
foram definidos considerando-se a diferenca entre os valores de logP obtidos nos sistemas
cicloexano/dgua e m-octanol/dgua, respectivamente, e expresso pela equacdo 34. A tabela 14.

apresenta os valores de Iy para alguns grupamentos mais significativos.

lOchicloexano - logpoctanol = AlOgP =2XIy-016 (equagdo 34)
(n=195; r=0,967; s = 0,333; F = 107)
onde:
l0gP icivexano TEPTesenta os valores de [logP determinados no sistema de solventes
cicloexano/agua;
l0gP,cianoi  Tepresenta os valores de logP determinados no sistema de solventes n-
octanol/4dgua;

AlogP representa a variacdo dos valores de logP determinados nos sistemas de solventes
cicloexano/agua e n-octanol/agua;
2'Iy € a varidvel indicadora da capacidade composto de estabelecer ligacdes de hidrogénio.

Tabela 1.4. Valores da variavel indicadora (Iy) de seis
grupamentos propostos por Seiler (1974) e obtidos a partir da
diferenca entre os valores de logP icioexano € 10€Poctanor. de uma série
de 230 compostos de diferentes classes

Grupamento Iy
Aromatico-COOH 2,87
Aromatico-OH 2,60
Alifatico-OH 1,82
Alifatico-NH, 1,33
R,C=0 0,31
-O- 0,11
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Com o objetivo de definir a importancia relativa dos fatores intra- e inter-moleculares
envolvidos na particdo de solutos, Abraham (KAMLET et al., 1984), estudando uma série de 47
compostos de estruturas diversas, utilizou a equacdo solvatocromica, proposta inicialmente por
Kamlet e Taft (1979), para descrever os valores de logP determinados no sistema n-octanol/dgua. A
equagdo solvatocromica, descrita pela equagdo 35, inclui uma série de parametros moleculares
baseados nas interacdes moleculares que ocorrem entre o soluto e os solventes durante o processo

de solvatacdo em cada uma das fases.

10gP yeranor = nMR* + pIT+ aXa+ bEB + vV + ¢ (equagdo 35)

onde:

logPocianot Tepresenta o coeficiente de particdo determinado no sistema de solventes n-

octanol/4dgua;

MR* ¢ a refratividade molar em excesso - definida como a refratividade do composto menos

a refratividade de um alcano, de mesmo volume;

I7¢ a polaridade/polarizabilidade do soluto;

2oré a somatéria da capacidade do soluto de doar ligagdes de hidrogénio;

2B é a somatdria da capacidade do soluto de receber ligacdes de hidrogénio;

V é o volume do soluto;

n, p, a, b, v, ¢ sdo os coeficientes que expressam as contribui¢des relativas de cada descritor

para a particao no sistema de solventes n-octanol/agua.

A equagdo solvatocréomica considera que o equilibrio de particdo de um soluto, no sistema
n-octanol dgua ¢ uma decorréncia do balanco energético resultante do processo de solvatagdo do
soluto em cada um dos solventes, respectivamente. O processo de solvatacdo envolve a formagao de
uma cavidade dentro do solvente bem como as interacdes entre soluto e o solvente. A formacgao da
cavidade é um processo endergdnico, em que a quantidade de energia usada para formar a cavidade
¢ proporcional ao volume do soluto (representada pelo termo V). As interacdes entre o soluto e
solvente podem envolver (i) forcas de dispersdo, descritas pela refratividade molar em excesso
(representada pelo termo MR¥*), (ii) interacdes entre dipolos e dipolos induzidos, descritas pela
polaridade do soluto (representada pelo termo 7J7) e (iii) ligagdes de hidrogé€nio de naturezas tanto
doadoras como aceptoras (representada pelos termos Zae 2f5)) (ABRAHAM & CHADHA, 1996).

Na equac@o resultante, da combinagdo dos descritores moleculares MR*, I, Xa, Xffe V, os
valores dos coeficientes de regressdo (n, p, a, b, v,) representam, respectivamente, a sensibilidade
do sistema de parti¢do para cada uma das intera¢des consideradas. O valor do coeficiente (n) é uma
medida da diferenca na polarizabilidade entre os solventes que compdem o sistema de parti¢do; o
valor do coeficiente (p) € uma medida da diferenca de polaridade entre os solventes; o valor do
coeficiente (a) é uma medida da diferenca na capacidade aceptora para ligacdes de hidrogénio e o
valor do coeficiente (b) € uma medida da diferenca na capacidade de doar ligacdes de hidrogénio; o

coeficiente (v) é uma medida diferenca na hidrofobicidade entre os dois solventes (ABRAHAM &

CHADHA, 1996).
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A equagdo 36 apresenta um exemplo (ABRAHAM & CHADHA, 1996) de aplicagcdo da
equagdo solvatocrémica para a particdo de uma série de compostos de diferentes classes quimicas

no sistema n-octanol/agua.

10gPoctanor = (0,5620,01)MR* — (1,0540,02)IT+ (0,0320,02)Lcx —(3,4670,03) X8 +
(3,8120,01)V+ (0,0940,02) (equagdo 36)
(n =613; ¥ =0,995; s =0,116; F = 23162)

onde:
logP,cianor Tepresenta o coeficiente de particdo determinado no sistema de solventes n-
octanol/agua;
MR* ¢ a refratividade molar em excesso;
I7¢ a polaridade/polarizabilidade do soluto;
2oré a somatéria da capacidade do soluto de doar ligacdes de hidrogénio;

23 é a somatdria da capacidade do soluto de receber ligacdes de hidrogénio;
V € o volume do soluto.

Verifica-se tanto pela grandeza como pelo sinal dos coeficientes da equacdo 36, que os
termos associados ao volume dos compostos (V) e as forcas de dispersdao entre os compostos € 0s
solventes (MR*) contribuem para o aumento do valor do [0gP,cane, €nquanto que sua
polaridade/polarizabilidade (/7) e sua capacidade aceptora de prétons (Zf) contribuem para
diminuir o valor do [0gPoctanoi- Como esperado, a capacidade dos compostos de receber ligacdes de
hidrogénio (X&) é um fator que ndo contribui significativamente para a particdo no sistema n-
octanol/dgua, revelando que ambos os solventes apresentam, dentro do erro experimental, a mesma
capacidade aceptora de prétons (ABRAHAM & CHADHA, 1996). Outros exemplos de aplicacio
de aplicacdo da equacgdo solvatocromica podem ser encontrados na literatura (QUINA et al., 1995).

A grande limitacdo para a aplicacdo da equacdo solvatocromica é a determinacdo dos
valores dos descritores, uma vez que os valores de 77 o e Xf sdo obtidos apenas através de
métodos experimentais. Os valores de /7 sdo obtidos a partir do momento de dipolo da molécula e
os valores de Lo e de Xf séo obtidos a partir de valores do logP do composto, determinados em

diferentes sistemas de solventes (ABRAHAM & CHADHA, 1996).

I.11.2. O coeficiente de particao de Compostos Ionizaveis

Muitos farmacos apresentam em sua estrutura quimica um ou mais grupamentos ionizaveis.
Em um estudo recente, baseando-se nos 51.596 compostos listados no World Drug Index, Comer e
Tam (2000) sugeriram que aproximadamente 63% do total, isto é, 32.437 moléculas apresentavam
pelo menos um grupamento ionizdvel. Ao se determinar o coeficiente de partigdo de compostos
ionizdveis, a influéncia da ionizacdo deve ser considerada (TAYLOR, 1990; KUBINYI, 1993a;

TESTA et al., 1996). O termo logP,,,, denominado coeficiente de particdo aparente, inclui uma
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corre¢do para ionizagdo e é definido como a razdo das concentragdes das espécies ionizada (BH") e
ndo-ionizada (B) nas fases orginica e aquosa respectivamente. O termo logP,,, € expresso pela
equagdo 37.

O valor de logP,,, de compostos ionizdveis depende tanto do valor da constante de
ionizacao (pK,) do composto como do pH na fase aquosa em que esté dissolvido (COMER & TAM,
2001). As concentracdes das espécies ionizada (BH') e ndo-ionizada (B) dependem,
respectivamente dos equilibrios de particdo de cada uma das espécies separadamente (i.e. particao
da espécie nao-ionizada, expressos pelo valor do coeficiente logP,; e a parti¢do da espécie ionizada
representada pelo valor do coeficiente de particao logP;), bem como dos equilibrios de ionizacao em
cada uma das fases (i.e. o equilibrio de ionizag¢do na fase aquosa, expresso pelo valor da constante
pK,*; e o equilibrio de ionizacdo na fase orginica, expresso pelo valor da constante pK,’”). A
figura 1.5. apresenta um esquema com os quatro equilibrios simultdneos envolvidos na parti¢do de

um composto contendo grupo ionizdvel (COMER & TAM, 2001; SCHERRER, 2001).

orgdnica + orgdnica

[5H]

[ 5] ~
logP,p,, = [ 5 ]aqm)sa (equagdo 37)

+ [ B H+] aquosa

onde:
logP,,, é o valor da razdo das concentragdes no equilibrio das espécies ionizada (BH") e
nao-ionizada (B) particionadas entre uma fase organica e uma fase aquosa;
[B]°"8%"* & a concentracdo da espécie ndo-ionizada dissolvida na fase orgénica;
[B]*""”** é a concentra¢do da espécie ndo-ionizada dissolvida na fase aquosa;
[BH* 78" & 3 concentracdo da espécie ionizada dissolvida na fase orgénica;
[BH™ ]“1"** ¢ a concentragdo da espécie ionizada dissolvida na fase aquosa.

K oct
a
A/BH =g — +
B+ H Fase
Orgdnica
Pi Pl’l
‘y ‘y Fase
A+ BH === = B4 H Aquosa
K

a

Figura L.5. Representacio esquematica dos equilibrios simultineos que ocorrem
durante a particio de uma base fraca (B), onde P; representa a particao da espécie
ionizada (BH"), P, representa a parti¢io da espécie nio-ionizada, (B"), K,"? representa
a constante de ionizacdo na fase aquosa e K,°” representa a constante de ionizacfio na
fase organica; (A”) representa o contra-ion que se particiona junto com a espécie
ionizada.

A equagdo 38 descreve o valor do logP,,, de uma base em funcdo, respectivamente, dos

valores de pH, do logP, do logP;e do pK,*"* (COMER & TAM, 2001; KUBINYI, 1993a).
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10gPyp = log (P 10°" + P 10°%) — log (10°%* + 10°") (equagdo 38)

onde:
logPp,p € 0 valor do coeficiente de particdo aparente;
logP, € o valor do coeficiente de particdo da espécie nao-ionizada;
logP;é o valor do coeficiente de particdo da espécie ionizada;
pK, € o valor da constante de ioniza¢do do composto.

O grafico apresentado na figura 1.6. ilustra a varia¢do dos valores de logP,,, da efedrina em
funcdo do pH determinados pelo método Shake-flask utilizando o sistema n-octanol/dgua

(GULYAEVA, et al., 2002).

logP
B
1
]

o

v
I
ot

. & Hn/\/\C| N\‘\C(CH_Q,
34 1 w0 =
2 1 6 8 10 12 14
pH

Figura 1.6. Grafico do perfil de variacio dos valores de logP,,
(determinados pelo método Shake-flask, sistema n-octanol/agua; pu=0,15M
(NaCl); tampao Universal 0,01M; a 20°C) em funcio do pH para a efedrina
(GULYAEVA, et al., 2002).

Observando o perfil de variagdo dos valores de logP,,, da efedrina em funcdo do pH
apresentado na figura 1.6. nota-se o formato sigmoidal caracteristico de graficos de pH vs. logP .

A figura 1.7. apresenta esquematicamente um perfil de logP,,, em fun¢do do pH de uma

dgua,

sep

base fraca hipotética onde estio identificados no grafico os termos logP,, logP;; pK, )

respectivamente (COMER & TAM, 2001).

logPapp
i
i
i

logP,p,, = logP;

A A

/ \ pH - pKaoctanol

4
’

pH
Figura 1.7. Representacio esquematica do perfil de variacao dos
valores de logP,,, de uma base fraca em funcdo dos valores de pH
(COMER & TAM, 2001)
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Os valores de logP,p, sdo usados em andlises de QSAR para descrever processos de absor¢ao
e de transporte de compostos ionizdveis através de membranas (WATERBEEMD & SMITHS,
2001; SCHERRER & HOWARD, 1977; DEARDEN, 1990; KANSY et al. 2001; WATERBEEMD,
2001). Em condi¢des de equilibrio, observa-se (SHORE et al. 1957) que o perfil de particio de um
composto ionizavel em fun¢do do pH na fase aquosa (logP,,, x pH) sdo idénticos, dentro do erro
experimental, aos respectivos perfis de absorcdo e de transporte em func¢do do pH (logK,us x pH).
Em uma publicacio mais recente Hadgraft e Valenta (HADGRAFT & VALENTA, 2000)
compararam os valores experimentais do logP,,,, medidos no sistema n-octanol/dgua (u=0,15M
(NaCl); Tampao Acetato/Fosfato/Trisma/Borato 0,01M; a 25°C) (AVEDEEEF et al., 1998), com as
do fluxo de permeagdo através da pele, de um acido representativo (dcido ibuprofeno), em diversos
valores de pH. Os resultados apresentados no trabalho confirmam a correlagdo significativa entre os
valores de logP,,, e das constantes de velocidade no transporte do acido ibuprofeno através de
barreiras lipidicas.

A figura L.8. ilustra o modelo (HARDMAN et al., 1996) de absorcio de compostos
ionizdveis em fung¢do do pH. A espécie neutra (B), gerada no compartimento 1, pode atravessar por
difusdo passiva a membrana lipidica, para logo em seguida, regenerar a espécie ionizada (BH") no
compartimento 2. Quanto mais deslocado para a direita estiver o equilibrio de dissociagao no

compartimento 1, mais rapida serd a passagem do composto de um compartimento para o seguinte.

BH" H +B B+H" BH"
Compartimento 1 Compartimento 2
aquoso aquoso
Membrana

(barreira lipidica)

Figura 1.8. Representacio esquematica do modelo de absorcao e de
transporte através de membranas de compostos ionizaveis.

Os valores de logP,,, ndo devem ser usados para descrever os equilibrios envolvidos na
interacao de equilibrio da interacdo entre o ligante e o receptor (KUBINYI, 1993a). Nesses casos,
devem ser usados os valores dos coeficientes de particio correspondentes somente a espécie
responsavel pela atividade, seja ela a espécie ionizada (logP;) ou a espécie ndo-ionizada (logP,)
(SCHERRER, 2001).

No entanto, para que se possam usar os valores de logP; ou de logP, como parametros
hidrofébicos, em andlises de Hansch, € preciso que estes nao sejam intercorrelacionados. Scherrer,
(SCHERRER, 2001) propds algumas modificacdes na estrutura quimica de uma série de compostos
que permitiriam distinguir os valores de logP; dos valores de logP, e, ainda, identificar qual das

duas espécies (ionizada ou nao-ionizada) seria a espécie responsdvel pela atividade.
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Scherrer partiu do principio de que na fase orgénica a espécie ionizada (/BH']) s6 existe na
forma de um par idnico (/BH" J[A']) (DEARDEN & GEORGE, 1978; COMER & TAM, 2001). O
par i6nico é uma espécie eletricamente neutra, formada pelo contato intimo entre o soluto, em sua
forma ionizada, ¢ um determinado contra-ion (QUINTANAR-GUERRERO, et al., 1997). As
modifica¢des sugeridas por Scherrer (SCHERRER, 2001), visavam a um aumento seletivo da
estabilidade do par i6nico na fase organica (n-octanol). As mudancas a serem introduzidas eram: (1)
a adic@o ou a remog¢do de heterodtomos; (2) a mudanca do grupamento ionizavel; (3) a variagdao do
pK. aquoso e (4) a mudanga no impedimento estérico.

Scherrer sugere (SCHERRER, 2001) que os valores respectivamente de logP; e de logP,
podem ser obtidos diretamente a partir dos valores de logP,,,, como indicado na figura 1.7. Na
literatura sdo descritos outros métodos para se obter os valores de logP,,, €, conseqiientemente 0s

valores de logP, e de logP;.

[.11.3. Determinacao do Coeficiente de Particao
L11.3.1. Por Shake-flask

Dentre os varios métodos de determinacdo do coeficiente de particdo, o método do frasco
agitado (em inglés; Shake-flask) é recomendado, em QSAR, por se tratar de um método de
determinacgdo direta. Este método se baseia na dissolu¢do de um composto em um sistema bifasico,
formado por um solvente polar (dgua, solucao tampao) e outro apolar (n-octanol, CHCls, n-heptano,
cicloexano, etc.). Depois de atingida a condicdo de equilibrio a concentracdo do composto é
determinada, de preferéncia em ambas as fases, por métodos analiticos adequados. A determinacdo
experimental dos valores de (P), pelo método Shake-flask é a principio uma metodologia simples.
Entretanto, por se tratar da determinacdo da razdo de concentracdes em um equilibrio, fatores como
temperatura, forca-idnica, pH, concentracao do soluto, natureza do contra-ion, tempo de agitagao,
pré-saturagdo das fases, separacdo das fases, volume das fases e pureza dos solutos podem
influenciar o valor do logP obtido e devem ser controlados. Dearden e Bresnem publicaram
(DEARDEN & BRESNEM, 1988) uma revisdo dos procedimentos experimentais e os cuidados que
devem ser tomados com a metodologia Shake-flask. Dearden e Bresnem chamaram a atenc¢do para o
fato de que, na literatura, o mesmo composto pode apresentar diferentes valores de logP, e
classificaram como aceitdveis variagdes de até 0,3 unidades de log para um mesmo composto. A
tabela 1.5. apresenta as faixas de valores de logP publicados (DEARDEN & BRESNEM, 1988) de
alguns compostos conhecidos.

As desvantagens do método Shake-flask sdo: (i) somente pode ser aplicado para compostos

com valores de logP na faixa de -3 a 3; (ii)) é uma metodologia trabalhosa e demorada; (iii) é
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sensivel a pureza dos compostos e dos solventes usados na parti¢do; (iv) requer relativamente

grande quantidade de material (ao redor de 0,5 mg) para a analise.

Tabela 1.5. Faixas de valores de logP encontradas na
literatura® de alguns compostos conhecidos

Composto Faixa de valores de logP

Fenol 0,62 a 2,20

Metanol -0,82 a —0,52
Tolueno 2,11a2,94
Clorobenzeno 2,18a2,84

Sulfanilamida -1,05 a-0,60
Salicilato de metila 1,73 22,60
Pentaclorofenol 4,16 a 5,86

@ DEARDEN & BRESNEM, 1988

L11.3.2. Por Cromatografia

O parametro hidrofébico logP pode ser obtido, indiretamente, a partir do tempo de retenc¢ao
de um soluto em um sistema cromatografico (KALISZAN, 1981; VAN de WATERBEEMD et al.,
1996; AMARAL et al., 1997; KLEIN, et al., 1988; YAMAGAMI, 2001; YAMAGAMI, 2002).
Para tanto, as fases estaciondria e a mével do sistema cromatogrifico devem reproduzir as
grandezas e as naturezas das interacdes de um soluto, quando este se particiona em um sistema
bifasico (liquido-liquido; n-octanol/dgua). Em um sistema cromatogréfico de fase reversa (i.e. onde
a fase movel é polar e a fase estaciondria € apolar), quanto mais lipofilico for o soluto, maiores
serdo as interagdes entre o soluto e a fase estaciondria e, conseqiientemente, maior sera o tempo de
retencdo do soluto quando comparado com compostos pouco lipofilicos. De modo contrario, um
soluto hidrofilico terd maior afinidade pela fase mével e portanto, terd um tempo de retencdo menor
do que o tempo de retencdo de um composto lipofilico.

Os valores do tempo de retencdo podem ser determinados através dos sistemas
cromatograficos HPLC (do inglés High Performance Liquid Chromatography) (VAN de
WATERBEEMD et al., 1996; AMARAL et al., 1997; KLEIN et al., 1988; YAMAGAMI, 2001);
TLC (do inglés Thin Layer Chromatography) (MANNHOLD et al., 1996) ou CPC (do inglés
Centrifugal Partition Chromatography) (TSAI et al., 1996). O valor de logP é obtido a partir do

fator de capacidade k’, aplicando-se a equacdo 39.

k’=(t,—1t9)/ 1y (equagdo 39)

onde:
k’ € o fator de capacidade;
t, € o tempo de reten¢do do soluto;
tp € o tempo de retencdo de um composto que nao € retido pela fase estaciondria (usualmente
tiouréia ou um sal inorgénico).
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O logaritmo do fator de capacidade k’ se correlaciona linearmente com os valores de logP. A
determinagdo dos valores de logP a partir de valores de logk’ é feita através da constru¢cdo de uma
curva de padronizacdo do sistema cromatografico. Essa curva € tracada, determinando-se os valores
de k’, de compostos padrdes, com valores ja conhecidos de logP (KALISZAN, 1981; VAN de
WATERBEEMD et al., 1996; AMARAL et al., 1997; KLEIN et al., 1988, PIRES et al., 2001;
RANDO et al., 2002).

Em seguida, determina-se para cada composto a ser analisado, o correspondente valor de k’,
e, a partir da curva de padronizacdo do sistema cromatogréfico, calcula-se o correspondente valor
de logP do composto analisado (equagdo 40) (KALISZAN, 1981; VAN de WATERBEEMD et al.,
1996; AMARAL et al., 1997; KLEIN, et al., 1988; PIRES et al., 2001; RANDO et al., 2002).

logP = a logk’ + b (equacgdo 40)

onde:
logP € o coeficiente de particao;
logk’ e coeficiente de capacidade determinado pelo método HPLC;
a, b sdo os coeficientes da angulares.

A determinac¢do do parametro hidrofébico por cromatografia, em especial usando o sistema
HPLC, apresenta uma série de vantagens sobre o método tradicional Shake-flask. A determinagdo
dos valores de logP por HPLC é, particularmente indicada para compostos muito lipofilicos, uma
vez que esse método pode ser aplicado com sucesso para compostos que possuam o coeficiente de
particdo na faixa compreendida entre 0 e 6 (KLEIN, et al., 1988) unidades de logP. O método de
determinacdo do valor de logP por HPLC ¢ considerado mais rdpido, mais eficiente, e mais
reprodutivel do que o método Shake-flask, sendo possivel ainda a utilizacdo de compostos nao
puros ou a determinacdo simultanea do valor de logP de dois ou mais compostos em um Unico
ensaio analitico (KUBINYI, 1993a). Por ser um processo dindmico, acredita-se que o método
cromatogrifico seja um modelo melhor da passagem de compostos através de membranas
bioldgicas (KARAJIANNIS & WATERBEEMD, 1995). Uma das desvantagens desse método, por
ser indireto, € a necessidade de constante padronizacdo do sistema cromatografico para garantir a
validade e reprodutibilidade dos dados. Outra desvantagem € a impossibilidade de se determinar
com precisdo os valores de logP de compostos hidrofilicos (i.e. com valores de logP menores do
que zero) (KLEIN, et al., 1988). Também €& reconhecido (KARAJIANNIS & WATERBEEMD,
1995; VAN de WATERBEEMD et al., 1996) que os valores de logP determinados por HPLC de
uma classe de compostos ndo pode ser extrapolada para outros compostos de classes de compostos
diferentes, uma vez que diferentes interagdes podem ocorrer entre os compostos e a fase
estaciondria. Finalmente, ao contrdrio do que no método Shake-flask os equipamentos usados sdo
complexos e caros, porem apresentam a vantagem de permitir a automacao do processo de obtencao

do parametro hidrofébico.
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r11.33. Por Potenciometria

Outro método para a determinac¢do dos valores de logP de compostos ionizdveis € através do
emprego da titulacdo potenciométrica (AVDEEF, 1996; CLARKE & CAHOON, 1987; CLARKE
& CAHOON, 1996; TAKACS-NOVAK & AVDEEF, 1996; AVDEEF, 1992; AVDEEF, 1993 ).

Esse método se baseia na variacdo do valor da constante de ionizagao (pK,) de dcidos ou de
bases fracas, registrada em uma titulacdo potenciométrica, em um sistema bifdsico, em rela¢do ao
respectivo valor da constante de ioniza¢do observado, em um sistema aquoso. Para bases fracas que
se particionam em um sistema bifdsico, como por exemplo no sistema n-octanol/dgua, quanto mais
lipofilica for a espécie neutra, menor a sua concentracdo na fase aquosa e maior serd o valor
correspondente de pH, no qual a concentragdo das duas espécies, na fase aquosa é igual (i.e. onde o
pH = pK,), quando comparados com compostos hidrofilicos; conseqiientemente, mais alto € o valor
do pK, observado em uma titulagdo potenciométrica em sistemas bifasicos. De modo contrério,
quanto mais hidrofilica for a espécie neutra, menor serd afinidade pela fase organica e maior sua
concentracdo na fase aquosa, resultando em menor variacdo do valor do pK, observado apds
titulagdo potenciométrica em sistema bifdsico em relacdo a titulacdo em solucdo aquosa, quando
comparados com compostos lipofilicos. A figura 1.9. apresenta, esquematicamente, as curvas de
titulagdo potenciométrica de uma base fraca, em fases, respectivamente, aquosa € em um sistema
bifasico, indicando a correspondente variacdo dos valores do pK, observada nos dois sistemas

(AVDEEF, 1996; CLARKE & CAHOON, 1987; AVDEEEF, 1992).

pH Titulagdo em

sistema bifasico

\
\

Titulacao em
fase aquosa

A pka{

equivalentes

Figura 1.9. Representacao esquematica das curvas de titulacio potenciométrica de
uma base fraca em fases, respectivamente, aquosa e em um sistema bifasico,
indicando a correspondente variacio dos valores do pK, observada nos dois
sistemas.
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Os valores de logP; e de logP, sdo obtidos a partir do ajuste, dos dados de uma titulagdo
potenciométrica determinados em um sistema bifésico, aos parametros da equagdo 41 (CLARKE &

CAHOON, 1987).

f}’l VEKG

— + (equagdo 41)
JilH'] +f,

Volume titulado = W

onde:
f,, = fator de particdo da espécie ndo ionizada = 1 + (P, Vol*™™! / Vol*&"?);
f; = fator de parti¢io da espécie ionizada = 1 + (P; Vol®™™! / Vol*");
V. = volume equivalente;
K, = constante de ionizagdo;
[H'] = concentragio de fons H; ,
C,, = é a contribui¢io da ionizac¢do da dgua = Vol*®"* (K/[H"] — [H'])/N.

Através do método potenciométrico é possivel determinar simultaneamente os valores de
pK., de logP; e de logP,, diretamente a partir de duas titulacdes, quais sejam uma em fase aquosa e
outra em um sistema bifdsico. Por outro lado, no método Shake-flask, esta determinagdo € feita a
partir dos valores de logP,,, obtidos em diversos valores de pH (TAKACS-NOVAK & AVDEEF,
1996).

Outra vantagem do método potenciométrico € a possibilidade de automacdo do processo,
sendo que ja sdo disponiveis aparelhos comerciais com esse propdsito. A principal limitacdo do
método potenciométrico € a sua restricdo de aplicabilidade apenas a compostos ionizdveis

(TAKACS-NOVAK & AVDEEEF, 1996).

r11.34. Por Calculo

O parametro hidrofébico logP pode ser obtido (ou estimado) por célculo (HANSCH & LEO,
1995; KUBINYIL 1993a; LEO, 1990). Diferentes programas se baseiam estrutura na estrutura de
moléculas para se obter uma estimativa do valor do coeficiente de particao (LEO, 1990; WANG et
al., 2000, MEYLAN & HOWARD, 2000; VISWANADHAN et al., 2000; PETRUSKAS
&KOLOVANOV, 2000).

Em geral, esses programas se referem a valores experimentais de logP obtidos no sistema n-
octanol/dgua, e ,de um modo geral, os valores tedricos obtidos apresentam boa concordancia com os
valores determinados pelos métodos experimentais (Shake-flask ou HPLC) (HANSCH & LEO,
1995; KUBINYIL, 1993a; LEO, 1990; LEO 1996). Comparagdes (DUBAN et al. 2001) entre os
diversos programas comerciais disponiveis para se calcular o valor do coeficiente de particdo
indicam que os programas que se baseiam no conceito de aditividade dos fragmentos apresentam o

maior poder de predicdo, i.e. sdo os mais precisos. O conceito de aditividade de fragmentos foi
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definido por Rekker (REKKER, 1977) e parte do principio de que o valor do logP pode ser
determinado a partir da soma das contribui¢des individuais dos fragmentos que compdem a
estrutura de uma molécula, mais os fatores de correcdo que surgem das interacdes entre oS

fragmentos. Esse conceito pode ser formulado na forma da equacdo 42.

logP = X anfn + bmFm (equagdo
42)

onde:
a € a freqiiéncia que determinado fragmento f do tipo n aparece na molécula;
b ¢ a fregiiéncia que determinado fator de corre¢do F do tipo m aparece na molécula.

Um dos programas mais empregados no calculo de valores de logP é o CLOGP (Biobyte
Corp., 1995), desenvolvido no Pomona College. Esse programa tem a vantagem de ser simples e, de
facil aplicacdo, pois as estruturas das moléculas sao introduzidas usando-se a linguagem SMILES.
A principal limitacdo do programa CLOGP € ndo considerar nos calculos do coeficiente de particao
a contribuicdo de fragmentos i6nicos ou de fragmentos ndo conhecidos (LEO, 1993).

A obtencdo dos valores do coeficiente de particdo por cdlculo ndo elimina a necessidade da
determinagdo experimental, ao contrario, os métodos tedricos e experimentais devem ser usados

concomitantemente pois as informagdes obtidas em cada método sao complementares (LEO, 1987).

I.11.4. O Parametro ® de Hansch

As interagdes hidrofébicas de um substituinte em um anel aromético podem ser descritas
pelo parametro hidrofébico m. Esse parametro foi definido por Hansch e Fujita (HANSCH &
FUJITA, 1964), procedendo analogamente ao proposto para o parametro eletronico ¢ de Hammett.
O parametro T representa a contribuicdo hidrofébica relativa a substituicio de um atomo de
hidrogénio por um determinado substituinte. O valor de 7 € obtido a partir da diferenca entre o valor
do logaritmo do coeficiente de particdo do composto substituido e o logaritmo do coeficiente de

particdo de seu andlogo ndo-substituido, sendo representado pela equacdo 43.

7y = logPr.x — logPgr.1 (equagdo 43)

onde:
Ttx representa a contribui¢c@o hidrofébica do substituinte do tipo X;
logPr x representa o logaritmo do coeficiente de particdo do composto substituido e logPr.y
representa o logaritmo do coeficiente de particdo do andlogo nao-substituido.

A aplicacdo do parametro 7 € limitada a sistemas aromadticos, e sua utilizacdo em sistemas

alifaticos pode levar a erros significativos. A posi¢cdo do grupo substituinte (meta ou para) pode
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influir no valor de 7, sendo possivel observar valores diferentes para o0 mesmo grupo substituinte
em funcdo de sua posi¢do relativa na molécula (KUBINYTI, 1993a).

Por defini¢do, o valor de 7 para o hidrogénio é zero (g = 0). Valores positivos (>0) de 7t de
Hansch indicam substituintes mais lipofilicos que o hidrogénio, enquanto que valores negativos
(<0) de m indicam substituintes mais hidrofilicos que o hidrogénio. E importante ressaltar que os
valores de logP nao sdao a soma de valores de T, entretanto os valores de ™ de Hansch podem ser
usados para o calculo do logP contanto que o valor de T seja adicionado ao valor de logP de

composto aromético, conforme formulado na equacdo 44 (KUBINY]I, 1993a).

logPyrx = logPyry + 7oy + 7 (equagdo 44)

onde:
logPyrx € o coeficiente de particdo do composto substituido;
logPyry € o coeficiente de particao do seu andlogo ndo-substituido;
Ty € o valor da contribuicdo do substituinte Y;
Ttx € o valor da contribuic@o do substituinte X.

1.12. Anestésicos Locais

Neste trabalho, com o objetivo de desenvolver relacdes quantitativas entre estrutura quimica,
em especial por suas caracteristicas lipofilicas, e atividade bioldgica para uma série de andlogos da
procaina com potencial atividade anestésica local. Assim torna-se importante apresentar alguns
aspectos relevantes a respeito das relagdes estrutura-atividade e sobre o mecanismo de agdo, do
ponto de vista molecular, de compostos com atividade anestésica local.

Os anestésicos locais causam a perda da sensibilidade no local de aplicac@o pela interrupg¢ao
do impulso nervoso. Sua acdo é tempordria pois o bloqueio da transmiss@o do potencial de acao que
conduz o impulso nervoso € um processo reversivel. Os anestésicos locais podem agir sobre todo o
sistema nervoso e em qualquer tipo de fibra nervosa, causando paralisia sensorial € motora quando
aplicados sobre feixes de nervos (COVINO & VASSALLO, 1976; COVINO, 1986; ARTHUR,
1987; CATTERALL & MACKIE, 1996; VIANNA, 1992, NARAHASHI, 2000; BISCOPING &
BACHMANN-MENNENGA, 2000).

A estrutura geral dos anestésicos locais, apresentada na Figura 1.10. é composta por uma
porcao hidrofilica e uma porg¢do lipofilica, separadas por uma cadeia intermediaria, geralmente com
a presenga, por exemplo, de uma ligacdo dos tipos €ster ou amida. Usualmente, a porcao hidrofilica
€ composta por um amino-grupo, ionizavel, com valores de pK, situados entre 8 e 9. Devido a
presenca desse grupamento amino, no pH fisiolégico (por volta de 7,4) os anestésicos locais
apresentam-se como um equilibrio entre as formas neutra e protonada, variando suas proporcdes
relativas de acordo com o pK, do composto. A por¢ao lipofilica € composta, em geral, de um anel

aromadtico, na maioria das vezes substituidos na posi¢do orto ou para (CATTERALL & MACKIE,
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1996). A natureza da cadeia intermedidria determina algumas propriedades farmacoldgicas dos
anestésicos locais. Por exemplo, os anestésicos locais com ligacdes do tipo éster na cadeia
intermedidria podem ser rapidamente hidrolisados e, conseqiientemente, apresentam menores
tempos de acdo quando comparados com compostos com outras fungdes (como por exemplo
compostos com ligagdes do tipo amida ou cetona) na cadeia intermedidria (RECANATINI &
VALENTINI, 1988; BISCOPING & BACHMANN-MENNENGA, 2000; AMARAL et al., 1997).

Por¢do Cadeia Por¢ao
Lipiofilica Intermedidria  Hidrofilica

Ri/— R
—Y—(CHp)x|-N
\_/ H

onde:
R, = grupo alquila, amino, alquilamino, alcoxi
Y = grupo éster, amida, cetona
n=2,3
R, e R3=H, grupo alquila

Figura 1.10. Estrutura geral esquematica dos anestésicos locais.

As relacdes entre a poténcia dos anestésicos locais e suas propriedades fisico-quimicas,
foram revisadas (STRICHARTZ, RITCHIE, 1987; GUPTA, 1998). Sua poténcia depende, dentre
outras varidveis, do balanco lipofilico-hidrofilico decorrente da interacdo entre as duas por¢des da
molécula (RECANATINI & VALENTINI, 1988; GUPTA, 1998). O aumento da lipofilicidade de
um anestésico local estd associado, em geral, ao aumento de sua poténcia e do tempo de duragdo de
sua acdo. Isto ocorre pois o aumento da afinidade por ambientes apolares aumenta a particdo dos
anestésicos locais para seu local de acdo (as membranas celulares) e diminui a probabilidade de
metabolizacdo por enzimas plasmadticas, por exemplo esterases, ou enzimas do figado. A toxicidade
de anestésicos locais também aumenta com o aumento da lipofilicidade, levando alguns autores a
sugerir que a atividade anestésica local e a toxicidade ocorram através de mecanismos semelhantes.
(STRICHARTZ, RITCHIE, 1987).

O mecanismo de acdo dos anestésicos locais ao nivel molecular ainda ndo foi totalmente
esclarecido. (GUPTA, 1991; CATTERALL & MACKIE, 1996; RECANATINI & VALENTINI,
1988; STRICHARTZ, RITCHIE, 1987, NARAHASHI, 2000; YUN et al., 2002; AMARAL et al.,
1997). Dentre as vdrias teorias propostas duas delas sdo amplamente citadas na literatura. Uma
delas propde que os anestésicos locais atuam de modo ndo especifico a nivel de membrana,
interagindo com os componentes protéicos ou lipideos (CATTERALL & MACKIE, 1996; YUN et
al., 2002). Concordante € o fato de que os anestésicos locais alteram algumas fun¢des da membrana

quando nela dissolvidos. Esta teoria estd de acordo com a observacdo da existéncia de correlacdo
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entre tanto a poténcia como a toxicidade dos anestésicos locais com suas lipofilicidades. A outra
teoria considera que existe um alvo especifico para os anestésicos locais situado na porcdo
intracelular dos canais de sédio voltagem dependentes de células excitdveis (BUTTERWORTH E
STRICHARTZ, 1990, NARAHASHI, 2000; LI et al., 1999; PAPKE, et al., 2001) Segundo esta
teoria, os anestésicos locais ionizdveis, na sua forma neutra penetram na célula através da
membrana lipidica, e na sua forma protonada se ligam ao sitio de acdo. Acredita-se que esse sitio de
ligacdo seja hidrofébico por natureza e por isso a afinidade dos compostos por seu receptor € maior
quanto maior for sua hidrofobicidade. (CATTERALL & MACKIE, 1996; STRICHARTYZ,
RITCHIE, 1987; RECANATINI & VALENTINI, 1988; COVINO, 1986; ARTHUR, 1987;
PAPKE, et al., 2001; NARAHASHI, 2000; LI et al., 1999).

ﬁNN @VK

PROCAINA LIDOCAINA
O CH,
H
N
N N
o) CH;4
0 CH,
DICLONINA BUPIVACAINA

Figura I.11. Estrutura de alguns anestésicos locais comerciais (HARDMAN et al., 1996)

Os anestésicos locais também podem agir sobre o sistema colinérgico interrompendo a
transmissao do impulso nervoso na jun¢do neuromuscular esquelética e provocando o relaxamento
muscular. Essa acdo ocorre devido ao bloqueio dos receptores/canais idnicos nicotinicos (NEHER
& STEINBACH, 1978; CATTERALL & MACKIE, 1996; STEINBACH, 1977; FLAMMIA et al.,
1999; RYAN & BAENZIGER, 1999; PAPKE, et al., 2001; ARIAS, 1998).

Estudos relatam que a acdo bloqueadora da transmissdo neuromuscular exercida por
compostos com atividade anestésica local ocorre através de um mecanismo nao-competitivo e
alostérico (i.e. sem alteracdo na ligacdo agonista) (IKEDA et al., 1984; TIEDT et al., 1979;
FLAMMIA et al., 1999; RYAN & BAENZIGER, 1999; ARIAS, 1998). Acredita-se que esses
compostos se ligam reversivelmente a um sitio especifico do canal i6nico induzindo uma mudanca
de conformacdo no receptor nicotinico, fechando o canal, ou impedindo a sua ativacdo e,
conseqiientemente, inibindo o fluxo de fons pelo canal. Observou-se, (IKEDA et al., 1984;

SIQUEIRA, 2001) que a introducdo de um grupo metila na cadeia lateral da bupivacaina (Figura
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1.11.), levando a formacao do grupamento contendo um atomo de nitrogénio quaterndrio cationico,
proporcionou O aumento na poténcia inibitéria. Outros estudos (STENLAKE et al.,, 1992;
STENLAKE et al., 1993) inferem que a poténcia de agentes bloqueadores neuromusculares é
aumentada quando substituintes lipofilicos estdo préximos ou diretamente ligados ao grupo
amonio, embora os valores de lipofilicidade ndo tenham sido medidos. Esses fatos sugerem que a
forma ionizada dos anestésicos locais € a espécie ativa e que seu sitio de liga¢do no canal idnico dos

receptores nicotinicos seja de natureza hidrofébica (SIQUEIRA, 2001).
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II.  Materiais e Métodos
I1.1.Reagentes e Solventes

Acetanilida (P.A. Merck);

Acetofenona (99%, P.A. - Aldrich);

Acetona (99,5%, P.A. - ACS - CAAL);

Acido acético (P.A. - J.T.Baker);

Acido bérico (P.A. — Carlo Erba);

Acido citrico (P.A. Merck);

Acido cloridrico (38,0% Cinética quimica);

Acido orto-fosférico (P.A. Merck);

Base trizma (P.A. - Sigma);

Benzamida (P.A. Merck);

Ciclo-hexilamina (99%, P.A. - Acros);

4-Clorofenol (P.A. Merck);

Cloreto de benzoila (P.A. Merck);

Cloreto de calcio anidro (CAAL);

Cloreto de dietilamina (99%, P.A. - Acros);

Cloreto de dimetilamina (P.A. - Aldrich);

Cloreto de sodio (P.A. - Becto);

Cloroférmio (P.A. CAAL);

Etanol (99,5%, P.A. - ACS - CAAL);

Eter etilico (P.A. - CAAL);

Fosfato de sédio (P.A. — Sigma);

Hidréxido de sédio (P.A. - Codex);

1-Metilpiperazina (99%, P.A. - Acros);

Morfolina (99%, P.A. - Acros);

N,N-dimetiletilenodiamina (98%, Merck)

Paraformaldeido (Vetec - Quimica Fina);

Piperidina (99%, P.A. - Acros);

Pirrolidina (99%, P.A. - Acros);

Sulfato de magnésio anidro (Merck);

Tampao-titrisol pH = 3,0 (Merck);
Tampao-titrisol pH = 7,0 (Merck);
Tampao-titrisol pH = 9,0 (Merck);

Materiais e Métodos

Tiouréia (P.A. Merck);

Solventes espectroscopicos e/ou deuterados

1-octanol extra puro (=99,0%, Merck);

Cloroférmio-d; (99,9%d, Aldrich)
Tetrametilsilano (TMS) (99,9%, Aldrich)
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I1.2. Equipamentos

11.2.1. Espectrometro de Ressoniancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN 'H e de RMN-"?C foram registrados no espectrometro Bruker AC-200
(200 MHz), operando em transformada de Fourier. A precisdo nas medidas foi limitada pelo erro
sistematico de 0,001% do equipamento de acordo com as especificacdes do mesmo.

As amostras foram preparadas na concentracao de 0,1 M, utilizando-se cloroférmio-d; como
solvente e tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna, para caracterizagdo da estrutura. Estes
foram realizados utilizando-se o equipamento pertencente a Central Analitica do Instituto de

Quimica da USP.

I1.2.2. Analisador Elementar

As andlises quantitativas dos elementos: carbono, hidrogénio e nitrogénio dos compostos
preparados foram determinadas em um analisador elementar marca Perkin-Elmer 2400 CHN
automatizado, no laboratério de microanalise da Central Analitica do Instituto de Quimica da

Universidade de Sdo Paulo.

11.2.3. Espectrometro Infravermelho
Todos os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram realizados em pastilhas de
KBr e registrados em um espectrometro FTIR, BOMEM modelo MB-100. Estes foram realizados

na Central Analitica do Instituto de Quimica da USP.

IL.2.4.pH-ametro

Todos os valores de pH das solugdes tampao utilizados na determinagdo do coeficiente de
particdo obtidos pelos métodos Shake-flask e HPLC, foram determinados em um pH-ametro marca
Digicrom, modelo DM-20, utilizando-se eletrodos de vidro Ag/AgCl, KCly) calibrados com
solucdo tampao-titrisol, nos valores de pH = 3,0; de 7,0 e de 9,0, respectivamente.

Os valores de pH determinados nas titulagcdes potenciométricas foram registrados em um

computador interfaceado com o pH-ametro, marca Digicrom, modelo DM-20.

11.2.5. Titulador automatico
As titulagdes potenciométricas para a determinacdo dos valores do coeficiente de parti¢ao
por potenciometria foram conduzidas utilizando-se o injetor automatico marca Shimadzu, modelo

SIL-10A..
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11.2.6. Espectrofotometro Ultravioleta (UV)

Todos as andlises espectrofotométricas utilizadas para a determinacdo dos valores do
coeficiente de parti¢do (logP,,,) obtidos pelo método Shake-flask, dos compostos da série de
andlogos da procaina, foram realizados em um espectrofotometro marca Hitashi, modelo U-2000,
pertencente ao nosso grupo de estudos, laboratério de QSAR, 1Q-USP, SP utilizando-se cubetas de

quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm.

11.2.7.Ponto de Fusao
Os valores dos pontos de fusdao dos reagentes e dos produtos obtidos foram determinados
em um aparelho tipo Kofler, marca Thomas/Scientific Aparatus (Micro Hot Stage, modelo 40).

Estes ndo foram corrigidos.

11.2.8. Centrifugas
Para a separacdo das fases na determinacdo do valor do coeficiente de parti¢ao pelo método
Shake-flask foram utilizadas as centrifugas Hitachi, modelo Himac CF 15D2 e Incibrdz, modelo

spin IV.

11.2.9. Cromatografo

A determinacdo dos valores do coeficiente de particdo aparente (logP,,,) obtidos pelo
método cromatogrifico (CLAE, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - “HPLC, Higth
Performance Liquid Cromatography”), dos compostos da série de andlogos da procaina, foi
realizada em um cromatégrafo marca Shimadzu, pertencente ao nosso grupo de estudos, laboratério
de OSAR, 1Q-USP, SP, equipado com injetor automatico modelo SIL-10Ai, bomba de fluxo da fase
movel, modelo LC-10Ai, detector Diode Array, modelo SPD-M10Avp, desgaseficador DGU-14A e
unidade controladora modelo CBM 10A. Utilizou-se uma pré-coluna de fase reversa preenchida

com octadecilsilano marca Supelco modelo Supelcosil LC 18DB, de 20,0 mm x 4,0 mm (5 wm).

I1.3.Metodologias

I.3.1. Planejamento da série

Os compostos da série de andlogos de procaina, estudados neste trabalho, foram
selecionados de acordo com critérios sugeridos por Scherrer (2001), visando ao aumento seletivo da
estabilidade das espécies ionizadas na fase organica (n-octanol). As modificacdes moleculares a
serem introduzidas envolvem: (1) a adi¢do ou a remocdo de heterodtomos; (2) a variacdo do

grupamento ionizdvel; (3) a variagdo do pK, aquoso e (4) a mudanga no impedimento estérico.
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Outro critério a ser observado na selecdo de substituintes se referem as faixas de variacio
tanto de cada parametro fisico-quimico analisado bem como do pardmetro bioldgico, devendo estas

ser significativas.
IL3.2. Série de compostos estudados

Neste trabalho foram estudados série de andlogos da procaina, a saber: o cloreto de 3-
(dimetilamina)propiofenona (composto 1); o cloreto de 3-(dietilamina)propiofenona (composto 2);
cloreto de 3-(1-pirrolidina)propiofenona (composto 3); cloreto de 3-(1-piperidina)propiofenona
(composto 4); cloreto de 3-(1-morfolina)propiofenona (composto 5); cloreto de 3-[1-(4-
metilpiperazina)] propiofenona (composto 6); cloreto de 3-(ciclo-hexilamina)propiofenona
(composto 7); cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)etil]benzamida (composto 8); cloreto de N-[(N,N-

dimetilamino)metil|benzamida (composto 9); cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)etil]benzoato

0 O
~ -+ HC NN . HCI
N
| J

cloreto de 3-(dimetilamina)propiofenona cloreto de 3-(dietilamina)propiofenona
(composto 1) (composto 2)

cloreto de 3-(1-pirrolidina)propiofenona cloreto de 3-(1-piperidina) propiofenona

(composto 10).

(composto 3) (composto 4)
0 0
Nﬁ - HCI Nﬁ - 2HCI
k/o K/N\
cloreto de 3-(1-morfolina)propiofenona cloreto de
(composto 5) 3-[1-(4-metilpiperazina)]propiofenona
composto 6
O T
o o
cloreto de cloreto de
3-(ciclo-hexilamina)propiofenona N-[(N,N-dimetilamino)etil]benzamida
(composto 7) (composto 8)
(6] (0] |
©)LNH/\T/ . HCI ©)J\O/\/N\ « HCl
cloreto de cloreto de
N-[(V,N-dimetilamino)metil]benzamida  N-[(/V,N-dimetilamino)etil]benzoato
(composto 9) (composto 10)

Figura I1.1. Representacao da estrutura fundamental e nomenclatura dos compostos
derivados da procaina estudados neste trabalho.
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I1.3.3. Rotas sintéticas utilizadas.

Os compostos 1 a 7 foram preparados pela reacdo de Mannich, (Rota A), a partir da
acetofenona e das correspondentes aminas livres (compostos 3 a 7) ou da amina na forma de
seus cloridrato (compostos 1 e 2); procedendo-se de acordo com métodos triviais descritos na
literatura (BECKER et al., 1997, TRAMONTINI & ANGIOLINI, 1990; TRAMONTINI, 1973)

conforme esquema de reacdo de preparacdo apresentado na figura I1.2.

CH,
s / / \
Ly 5 v=-N o
CH,
/_CH3 /T \
o o) 2 Y=-N 6 v=-N N—
. \—CH3 \_/
[HY]'C; (CH,0), Y—H Cl’<
-
CHCH,OH
Refluxo 3 Y="N 7 Y=-HN
4 Y= N
\Z

Figura II.2. Rota sintética (Rota A) utilizada para a preparacdo dos cloretos de 3-(Y)
propiofenona, sendo Y = -N(CH3); (1); -N(CH>CH3); (2); 1-pirrolidina (3); 1- piperidina (4); 1-
morfolina (5); [1-(4-metilpiperazina)] (6) e ciclo-hexilamina (7).

O cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)etil]benzamida (composto 8) foi preparado a partir do

cloreto de benzoila, de acordo com rota sintética B, apresentada na figura I1.3.

(¢} ¢}

| HC1
N
o N /\/ .
H,NCH,CH,N(CH3), H
Eter etilico

Figura II.3. Rota sintética (Rota B) utilizada para a preparacao do cloreto de N-[(V,N-
dimetilamino)etil]benzamida (8)

Da série de compostos de andlogos da procaina selecionados, alguns ja haviam sido
anteriormente sintetizados em nosso grupo e, foram imediatamente utilizados. Sao eles o cloreto de
N-[(N,N-dimetilamino)metil]benzamida, (composto 9) preparado por Y. Miyazaki (AMARAL, et
al., 1995) de acordo com os procedimentos indicados por Hellmann (HELLMANN, 1957;
ZANATTA & RITTNER, 1983); e o cloreto de N-[(V,N-dimetilamino)etil|benzoato (composto 10)
preparado por Wander A. de Souza (SOUSA, 1997), de acordo com os procedimentos indicados por
Rabjohn (RABJOHN, 1955). O grau de pureza para cada composto foi avaliado pelos

correspondentes pontos de fusdo (P.F.) ndo corrigidos e andlise elementar.

45



Materiais e Métodos

11.3.4.Métodos de preparaciao dos cloretos de 3-(Y) propiofenona, sendo Y = -N(CH3),
(1); -N(CHCH3); (2); 1-pirrolidino (3); 1- piperidino (4); 1-morfolino (5); [1-(4-

metilpiperazino)] (6); ciclo-hexilamino (7); rota A, Figura 1.

Procedeu-se de acordo com as indicagdes da literatura (BECKER er al., 1997,
TRAMONTINI & ANGIOLINI, 1990; TRAMONTINI, 1973). A aparelhagem utilizada consiste de
um baldo de fundo redondo de 100 mL equipado com condensador para refluxo protegido com tubo
de cloreto de célcio, banho de 6leo de silicone munido com termdmetro e chapa de aquecimento
com agitacao magnética.

Apoés a montagem da aparelhagem, foram adicionados 20,0 mL de etanol tratado e seco,
conforme indicacdes da literatura (PERRIN & ARMAREGO, 1988), e 0,10 mol da amina
correspondente. A esta solucdo foi acrescentado dcido cloridrico concentrado até pH ligeiramente
dcido, indicado por papel indicador universal. Em seguida, foram adicionados 12,01 g (0,10 mol) de
acetofenona (previamente destilada na faixa de temperatura de 54-56 °C, em sistema apropriado
equipado com coluna Vigreux, sob pressdao reduzida de aproximadamente 3 mmHg, apresentando
apos a destilagdo grau de pureza maior que 99% analisado por cromatografia gasosa (C.G.)), e 5,10
g (0,17 mol) de paraformaldeido (previamente seco em dessecador). Esta mistura foi aquecida sob
agitacdo na temperatura de refluxo do etanol pelo periodo de aproximadamente 1 hora. O
aquecimento e a agitacdo foram cessados. A mistura reacional foi transferida para um erlenmeyer
de 125mL e o baldo que continha o meio reacional foi lavado com 5 mL de etanol. O erlenmeyer foi
vedado e a mistura cristalizou a temperatura ambiente formando um material sélido branco que foi
filtrado em funil com placa de vidro sinterizado. Este foi, a seguir, lavado com acetona tratada, seca
(PERRIN & ARMAREGO, 1988) e gelada. O material foi recristalizado de etanol/acetona, ambos
tratados e secos (PERRIN & ARMAREGO, 1988). O produto da reagao, sélido branco cristalino, foi

seco em bomba de vacuo.

11.3.5.Método de preparacao do cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)metil]benzamida (8);

rota B Figura 2.

Procedendo-se de acordo com indicagdes de Testa (1983), em um baldo de 3 bocas de 250
mL, equipado com funil de adicdo, tubo de CaCl, anidro, agitador magnético, cuba de gelo/agua,
foram adicionados 40 mmol de N,N-dimetiletilenodiamina, 50 mL de éter etilico (tratado e seco)
(PERRIN & ARMAREGO, 1988) e lentamente, 40 mmol de cloreto de benzoila, preparado ou
comercial, observando-se a formagao de um precipitado. Apds a adi¢do do cloreto de 4cido, o banho
de gelo foi retirado e a mistura reacional foi mantida sob agitacdo por ~1 hora a temperatura

ambiente. O produto da reagdo, sélido, foi filtrado através de funil de placa de vidro sinterizado. O
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residuo sélido branco cristalino separado foi seco em dessecador e, a seguir, recristalizado de éter

etilico/etanol.

I1.4. Métodos de determinacdo dos parametros fisico-quimicos e estruturais
IL4.1. Parametros lipofilicos
.4.1.1. Determinaciao dos valores do coeficiente de particio aparente por Shake-
flask, logP,,,""

Os valores do coeficiente de particdo aparente (logP,,,) para cada um dos compostos da
série de andlogos da procaina (compostos 1 - 10) foram determinados pelo método Shake-flask,
utilizando-se como fase orgéanica n-octanol e, como fase aquosa solugdes tampdao com valores de
pHs, respectivamente iguais a: 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0 sendo u = 0,10 M
(acertada com NaCl) e procedendo-se de acordo com indicagdes de Dearden (DEARDEN &
BRESNEM, 1988) e de Amaral (AMARAL et al., 1997). Todos os procedimentos descritos a seguir
foram realizados em sala com temperatura controlada e ajustada para 23,0 £ 1,0 °C. A parti¢cdo foi
avaliada na fase aquosa espectrofotometricamente, através das determinacdes das absorcdes inicial
e final, ou seja, antes e depois da particao de cada composto. Todas as medidas foram realizadas em
duplicata.

Primeiramente sdo preparadas solugdes concentradas (0,01 M) de cada composto,
respectivamente, em dgua bidestilada recentemente fervida. A partir destas solucdes sdo preparadas,
por diluicdo com solu¢do tampao pré-saturada de n-octanol (tampao p.s.0.), as solugdes para a
particdo de cada composto. A solugcdo utilizada na particdo deve, idealmente, apresentar
concentracao inicial menor que 1,0 x 10* M e absorbancia inicial na faixa de 0,8 a 1,2 unidades de
absorbancia, bem como estar na faixa de linearidade da lei de Lambert-Beer. Uma aliquota de 2,0
mL da soluc@o de particdo € transferida para uma cubeta de quartzo de caminho 6ptico 10,0 mm,
para que seja lida e registrada a absorbancia inicial (A;) da soluc¢do para a particdo. A estabilidade
de cada composto na fase aquosa € verificada lendo-se e registrando-se novamente a absorbancia da
solugdo inicial (A;’) apds o periodo de particdo. Todas a leituras sdo feitas em trés comprimentos de
onda, sendo que um deles é necessariamente o comprimento de onda de méxima absorcdo de cada
composto. As leituras sdo feitas automaticamente pelo espectrofotdmetro em triplicata sendo que o
valor registrado é a média aritmética.

Em seguida, um volume (V,q) da solugdo de parti¢do (fase aquosa) € transferido para um
tubo de vidro de fundo chato e um volume (V) de n-octanol pré-saturado com tampao (fase
organica) € adicionado a este. Os valores da relacdo de volumes entre as fases (Ry) dada pelo razao
(Vag/ Voer) s@o escolhidos de modo que a relacdo entre o valor da parti¢do (P) e o valor de R, esteja

na faixa de 0,1 a 10 (equagdo 45), ou seja:
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0,1 >P/R,> 10 (equagdo 45)

onde:
P = [Clocr/[c]aq
R, = Vaq/voct
[C],e: = concentragdo do composto na fase organica (n-octanol);
[C]ag = concentragdo do composto na fase aquosa (tampao);
Vag = volume da solugdo aquosa (tampao) utilizada para a parti¢do;
Voer = volume de n-octanol utilizado para a parti¢ao;

O tubo contendo as duas fases é submetido a agitacio magnética por um periodo de 60
minutos, em um banho termostatizado mantendo-se a temperatura do banho controlada e ajustada
para 23+1 °C. Apés este periodo, a agitagio magnética € interrompida e o tubo é mantido em
repouso para permitir a separacdo parcial das fases. Entdo, com o auxilio de uma pipeta a fase
aquosa ¢ transferida para um tubo eppendorff e este € submetido a centrifugacao (15.000 rpm por 5
minutos) para garantir a total separagdo das fases. Depois da centrifugacdo, uma aliquota de
aproximadamente 1,5 mL € transferida para uma cubeta de quartzo, caminho 6ptico de 1 cm, para
que seja lida e registrada a absorbancia final (Af) na fase aquosa apds a parti¢ao.

A partir dos valores de absorbancia (A; e Af) obtidos, s@o calculados (equagdo 46) os valores
do coeficiente de particdo aparente (logP,,,) de cada composto e em cada valor de pH

respectivamente:

logPupp = log[(Ai — ANADI/[(Vag/(Vocr)] (equagdo 46)

onde:
logP,p,p € a parti¢do aparente
A; € a absorbancia inicial da solugdo de parti¢ao (antes da parti¢ao)
Aré a absorbancia final da solugdo de parti¢do (depois da parti¢do)
Vag € 0 volume da solugdo de parti¢do utilizado para a parti¢do
Voer € 0 volume de n-octanol utilizado para a particao

m4.1.2. Determinacio dos valores de pK,*9, de pK,’", de logP, e de logP;

Através do ajuste dos valores dos coeficientes da equagdo 47 a partir dos valores de logP,,,
determinados experimentalmente na faixa de pH de 3-11 como descritos no item I1.3.1.1 foram
obtidos, respectivamente, os valores de pK,", de pK,”", de logP, e de logP; para cada um dos
compostos da série de andlogos da procaina (compostos 1 - 10). O ajuste foi feito usando a op¢ao
“non linear curve fitting” do programa Origin 6.0 (OriginLab® Corporation © 1991-2002). A
equagcdo 47 € fornecida ao programa, que ajusta os paradmetros da equacdo aos dados experimentais
até atingir o valor minimo de x-quadrado. Uma vez determinados os valores de pK,", de pK,*", de

logP, e de logP; estes sdo usados para criar a curva do perfil de logP,,, em fun¢do do pH. Esta
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curva é criada adicionando-se os valores ajustados de pK,", de pK,*", de logP, e de logP; na

equagdo 47 e determinando os valores de logP,,, para qualquer valor de pH.
l0gPyp = log(P+P, 10" "5 log(1+(P, 10 """ a"Pw) (equagdo 47)

onde:
P,y = parti¢do aparente
P; = particdo da espécie ionizada
P, = parti¢do da espécie nao-ionizada
K,*? = constante de ionizag¢do na dgua
K’ = constante de ioniza¢io no n-octanol

1.4.13. Determinacio dos valores do coeficiente de particao aparente por HPLC,

log Papp HPLC

Os valores do coeficiente de parti¢do (logP,,,) dos compostos da série de andlogos da
procaina, compostos 1 - 10, foram obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
utilizando-se uma coluna de fase reversa preenchida com octadecilsilano (C-18) e encapada com

uma pelicula de n-octanol como fase estaciondria e solu¢des tampao em valores de pH: 3,0; 7,4 e

10,0; sendo WL = 0,10 M (acertada com NaCl) como fase mével (eluente), procedendo-se de acordo
com indicagdes da literatura (KALISZAN, 1981; VAN de WATERBEEMD et al., 1996; AMARAL
et al., 1997; KLEIN et al, 1988; YAMAGAMI, 2001; YAMAGAMI, 2002). Todos os
procedimentos descritos a seguir foram realizados em sala com temperatura controlada e ajustada
para 23,0 + 1,0 °C. Todas as inje¢des foram feitas em duplicata, e os valores dos tempos de reteng¢ao
registrados correspondem as médias aritméticas das duas injecdes. O tempo de retencdo € o tempo
que o pico do analito leva para alcancar o detector apds a introducio da amostra na porta de injecao.

Inicialmente prepara-se o sistema cromatografico que deve estar composto de um recipiente
para o eluente (que € reciclado durante as determinagdes), uma bomba de fluxo continuo, uma porta
injetora de amostra, uma coluna cromatografica, um detector e um recipiente para o descarte da
amostra e do eluente. Aliquotas de aproximadamente 50 uL de n-octanol sdo injetadas na coluna
pela porta injetora até que sejam observadas goticulas de n-octanol na saida para o descarte. O
sistema € deixado em fluxo continuo (0,250 mL/min) de eluente pelo periodo necessédrio para a
estabilizacdo da linha de base do detector. Depois de estabilizada a linha de base, amostras de
compostos padrdao, com valores de logP conhecidos na literatura sao injetadas na coluna pela porta
de injecdo. O valor do tempo de reten¢do de cada padrdo € registrado. A tiouréia é usada para a
determinagdo do tempo morto do sistema cromatogrifico. Todos os padrdes sdo injetados na forma

de solucdo preparada com o préprio eluente empregado. O volume de inje¢do dos padrdes € de 1,0
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uL. Os valores da constante de capacidade k&’ foram determinados para cada um dos padrdes. Este é

definido como sendo:

k’a = (ta-to)/to (equagdo 48)

onde:
k’4 € a constante de capacidade
19 € o tempo de reten¢@o para um composto que nao € retido pela coluna
t4 € o tempo da retencdo da espécie A.

As substancias padrio, cujos valores de logP foram extraidos da literatura (KLEIN et al.,
1988) sao, tiouréia (logP=-0,90); benzamida (logP=0,64); acetofenona (logP=1,00); fenol
(logP=1,50); acetanilida (logP=1,58); nitrometano (logP=1,85) e 4-clorofenol(logP=2,40). Os
valores de k’ obtidos para as substancias padrao e seus correspondentes valores de logP obtidos na

literatura s@o usados para caracterizar, calibrar e validar o sistema cromatografico(equagcdo 49).

logP=alogk’ +b (equagdo 49)

onde:
logP é o logaritmo do coeficiente de particio determinado pelo método Shake-flask
utilizando-se o sistema de solventes n-octanol/dgua
logk’ € o logaritmo do coeficiente de capacidade determinado pelo método HPLC
a, b sdo os coeficientes da angulares

Soluc¢des iniciais de cada um dos compostos da série de andlogos da procaina (compostos 1 -
10) foram preparadas dissolvendo-se uma pequena quantidade (aproximadamente 10 mg) de cada
substancia em 4,0 mL do eluente (tampao p.s.0.). Cinco dilui¢des seqiienciais de cada uma das
solugcdes iniciais foram preparadas adicionando-se em 500 L da solucdo inicial volumes de,
respectivamente, 100 uL, 200 puL, 300 uL, 400 uL e 500 uL do eluente (tampao p.s.0.). A seguir,
aliquotas de 1,0 pL. de cada uma das solucdes correspondentes as dilui¢des foram injetadas, em
duplicata, no sistema cromatografico pela porta de injecido e os valores do tempo de retengdo (tg)
foram registrados. A partir da média dos valores do tempo de retencao (tg) de cada diluicdo obteve-
se, graficamente, o tempo de retencdo extrapolado para concentracdo zero (tr—p), para 0s cCompostos
1 -10. A partir dos valores do tempo de retencdo extrapolado para concentracio zero (tr—o), foram
determinados os correspondentes valores de k’. A seguir, substituindo-se os valores de k’ na

Equagdo 49 obtiveram-se os valores de logP,,, correspondentes.
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4.14. Determinacdo dos valores do coeficiente de particio por titulacio

potenciométrica

Procedendo-se de acordo com indicacdes de Clarke (CLARKE & CAHOON, 1987;
CLARKE & CAHOON, 1996) os valores do coeficiente de particdo (logP) dos compostos da série
de andlogos da procaina, (compostos 1 - 10) foram determinados, pelo método potenciométrico,
empregando-se um pH-ametro equipado com um injetor automatico para as titulacdes e utilizando
um eletrodo de vidro Ag/AgCl, KCly). Os valores de pH determinados nas titulacdes
potenciométricas foram registrados em um computador interfaceado com o pH-ametro. Todos os
procedimentos descritos a seguir foram realizados em sala com temperatura controlada e ajustada
para 23,0 + 1,0 °C.

As titulagdes potenciométricas foram realizadas titulando-se sucessivamente uma solugdo
aquosa de cada composto, mantendo-se u=0,10 M (NaCl) e, em seguida misturas heterogéneas da
solucdo aquosa do composto em n-octanol, em diferentes propor¢des de volumes, mantendo-se
u=0,10 M pela adi¢dao de NaCl.

Para cada um dos compostos da série de andlogos da procaina, o valor do coeficiente de
particdo da espécie ionizada logP; e o valor do coeficiente de particdo da espécie ndo ionizada logP,
foram obtidos a partir da variacdo observada entre os valores do pK, obtidos nas titulacdes de cada
composto respectivamente em meio aquoso €, em meio aquoso na presenca de n-octanol, em
diferentes propor¢des de volumes.

Primeiramente sao preparadas solucdes (0,01 mol/L) de cada composto, em dgua bidestilada
recém fervida e livre de CO,. O valor da forca-idnica de cada solugdo € ajustado para u=0,10 M
com a adi¢do de NaCl. Em seguida, de cada uma das solu¢des preparadas, cinco aliquotas de 9,0mL
sdo transferidas, respectivamente, para cinco tubos de vidro de fundo chato. A seguir, volumes de
1,0; de 2,0; de 4,0 e de 8,0 mL de n-octanol sdo adicionados a quatro dos cinco tubos. Cada um dos
tubos € titulado com uma solucao de NaOH; 1,00 N; Solu¢do-Titrisol Merck. A titulacao é realizada
sobre vigorosa agitacdo magnética, em um banho termostatizado com temperatura controlada e
ajustada para 23,0 £ 1,0 °C, com borbulhamento continuo de N, (livre de CO,) para manter a
atmosfera livre de CO,. O titulador automético € ajustado para adicionar, sucessivamente e a cada
minuto, aliquotas de 3,0 UL do titulante. Um computador interfaceado com o pH-ametro registra, a
cada minuto, os valores de pH lidos para cada tubo de titulag@o.

Através do ajuste dos valores dos coeficientes da equacdo 50 (CLARKE & CAHOON,
1987) aos valores determinados experimentalmente em cada titulacao, sdo obtidos, respectivamente,
os valores de pK,", de logP, e de logP; para cada um dos compostos da série de andlogos da
procaina. O ajuste foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do programa Origin 6.0

(OriginLab® Corporation © 1991-2002).
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A equacdo 50 é fornecida ao programa, que ajusta, de modo interativo os parametros da
equacgdo aos dados experimentais até que um valor minimo de X2 (chi-quadrado) seja observado:
K=Y - ¥) Va
onde:
x2 = chi-quadrado
Y; = valores previstos

y; = valores observados
vV, = nimero de graus de liberdade dos residuos

Inicialmente o valor do pK, é determinado usando-se os dados da titulacdo em meio aquoso.
Para este caso, a equacdo 50 é simplificada, pois o termo correspondente a relagdo de volumes €
nulo reduzindo a equagdo para o caso de uma titulagdo simples em fase homogénea.

Posteriormente, o valor de pK, determinado a partir da titulacdo em meio aquoso € usado
como parametro na equagdo 50, permitindo seu ajuste aos dados das titulacdes nas misturas
heterogéneas dgua/n-octanol.

Para cada titulacdo em solugdo aquosa salina acrescida de diferentes volumes de n-octanol
sdo obtidos os correspondentes valores de logP; e de logP,. Os valores de logP; e de logP,
independem da relacdo de volumes utilizada, portanto os valores finais, respectivamente de logP; e
de logP, registrados sdo as correspondentes médias aritméticas dos valores obtidos em cada uma

das relacdes de volume.

foVeK, Vag [ Ko .
Volume Titulado = I K + N (H] T [H'] (equagdo 50)

onde:
fa=[(Pu/R)+ 1]
fi=[(Pi/R)+1]
R, = relagdo de volumes = (V,/Vyy)
V. = volume equivalente
[H"] = concentra¢io de fons H'. Obtido experimentalmente a partir dos valores de pH
K, = constante de ionizac¢do do 4cido [(R);N*-H S (R);N + H']
K,, = constante de ioniza¢do da d4gua [HO-H S HO + H']
V,» = volume da fase aquosa
V., = volume de n-octanol
N =normalidade do titulante

1.4.1.5. Obtencao do valor do coeficiente de particao por calculo (logP...)

Para cada um dos compostos da série de andlogos da procaina, (compostos 1 - 10) foram
determinados os valores do coeficiente de particao logP.,. através do programa CLOGP, versao 1.0
para Windows (1995), Byobyte, USA (HANSCH & LEO, 1995; KUBINYI, 1993; LEO, 1990;
Biobyte Corp., 1995).
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As estruturas das moléculas s@o inicialmente construidas em linguagem SMILES. Em
seguida os valores do coeficiente de particdo sdo obtidos pela equacdo 7 em funcdo da estrutura

molecular:

logP = 2a, fo + 2by Fy (equagdo 51)

onde:
a € o numero do ocorréncias do fragmento f do tipo n, e b € o nimero de ocorréncias do fator
de correcdo F do tipo m.

I1.5.Método de determinacao do parametro biolégico

O parametro bioldgico avaliado foi o bloqueio da transmiss@do neuromuscular no sistema
musculo diafragma-nervo frénico de camundongos (albino Swiss 25-30g). Os camundongos foram
sacrificados por anestesia, por inalagdo de éter-etilico. Os musculos e seus respectivos nervos foram
isolados imediatamente e mantidos em solucdo fisiolégica contendo solucdo Tyrode: (em mM)
NaCl 135, NaHCOs; 15, KC1 5, CaCl, 2, mgCl, 1, NaH,PO4 1 e glicose 11; pH 7.3 — 7.4 depois de
gaseificacdo com 95% O, e 5% CO,. Os miusculos diafragma-nervo frénico foram montados em
uma cuba contendo 2 mL de uma solucdo fisiol6gica continuamente gaseificada com 95% O, e 5%
de CO, em um banho termostatizado com temperatura controlada e ajustada para 25,0 °C. As
contracOoes musculares foram promovidas por um eletrodo pulsador regulado para originar
estimulacdo nervosa supramaxima (pulsos de aproximadamente 0,1 Hz em intervalos de 0,5 ms) e
as contracdes dos musculos foram isometricamente registradas usando um transdutor de forca
(“force-displacement transducer” FT03, Grass Instruments) em um poligrafo (Beckman R116). O
transdutor de forca € calibrado com um peso padrdao de 1,00 g e uma tensdo de 0,5 g € aplicada no
sistema musculo-nervo frénico. Depois de 30 minutos de estabilizacdo, a tensdo de repouso foi
reajustada e os efeitos dos compostos da série de andlogos da procaina foram registrados por 30
minutos (SOUCCAR et al., 1999; SOUCCAR et al., 1998).

Todas as determinagcdes do bloqueio da transmissdo neuromuscular para a série de
compostos estudados neste trabalho foram realizadas no Departamento de Farmacologia da

Universidade Federal de Sdo Paulo (UniFeSP), sob a orientagdo do Prof. Dr. Antdnio José Lapa.
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III.  Parte Experimental
ITL.1. Preparacao dos Compostos

II1.1.1. Preparacio do cloreto de 3-(dimetilamina)propiofenona (1). Rota A

Procedendo-se de acordo com o método descrito no item I1.3.4., partiu-se de 12,01 g
(0,10 mol) de acetofenona, de 17,5 mL de etanol tratado e seco, de 8,05 g (0,10 mol) de cloreto
de dimetilamdnio e de 5,10 g (0,17 mol) de paraformaldeido. O produto da reacdo foi
recristalizado de etanol-acetona. Foram obtidos 9,07 g de um material sélido branco e cristalino.
n=42%
p.f.exp = 137-139°C  (ndo corrigido)
p-fuaie. = 155-156 °C (HUANG & HALL, 1996)
Andlise elementar:
calec. C(%)61,82  H(%)7,55 N(%)6,55
exp. C(%)61,46 H(%)7,11 N(%)6,50

RMN 'H (Cloroférmio CDCls; ref. TMS):
O (ppm): 10,83 (s, 1H, ("NH)); 8,04-8,01 (m, 2H, (Ar-H)); 7,72-7,55 (m, 3H, (Ar-
H)); 3,65 (t, 2H, (CH2N+), J=7,50); 3,40 (t, 2H, (CH2CO), J=7,50); 2,80 (s, 6H,
(+N(CH3)2))

5
RMN "*C(Cloroférmio CDCl;; ref. TMS):
8 (ppm): 135,58 (C1); 128,91 (C2, C6); 128,32 (C3, C5); 134,14 (C4); 195,82
(C7); 33,87 (C8); 52,81 (C9); 43,39 (C10, C11).

IV (cm™):  1678(Vemy ); 2648-2439 (Vi nn); 754 (8 11 (arom)-

I11.1.2. Preparacao do cloreto de 3-(dietilamino)propiofenona (2) Rota A

Procedendo-se de acordo com o método descrito no item I1.3.4., partiu-se de 12,01 g
(0,10 mol) de acetofenona, de 17,5 mL de etanol tratado e seco, de 10,9 g (0,10 mol) de cloreto
de dietilamonio e de 5,10 g (0,17 mol) de paraformaldeido. O produto da reagdo foi recristalizado
de etanol-acetona. Foram obtidos 10,29 g de um material sélido branco e cristalino.

n=47%

p.fiexp = 110-111°C  (ndo corrigido)

p.fic = 108-110 °C (HUANG & HALL, 1996)
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Andlise elementar:
calc. C(%)64,59 H(%)8,34 N(%)5,79
exp. C(%)64,25 H(%)8,17 N(%)5,86

RMN 'H (Cloroférmio CDCls; ref. TMS):
O (ppm): 11,94 (s, 1H, (+NH)); 8,04-8,00 (m, 2H, (Ar-H)); 7,76-7,44 (m, 3H, (Ar-
H)); 3,81 (t, 2H, (CH2N+), J=7,46); 3,52 (t, 2H, (CH2CO), 1=6,58); 3,22 (q, 4H,
(+N(CH2CH3)2), J=7,02); 1,44 (t, 6H, (CH2CH3)2), 1=7,02)

RMN "*C(Cloroférmio CDCls; ref. TMS):
8 (ppm):135,67 (C1); 128,90 (C2, C6); 128,36 (C3, C5); 134,07 (C4); 196,18
(C7); 33,55 (C8); 47,26 (C9); 46,82 (C10, C11):8,42(C12,C13)

IV (cm™): 1686 (Veso ); 2499-2749 (Vrana); 797 (Stap c-Harom )-

I11.1.3. Preparacao do cloreto de 3-(1-pirrolidina)propiofenona (3) Rota A

Procedendo-se de acordo com o método descrito no item II1.3.4., partiu-se de 12,01 g
(0,10 mol) de acetofenona, de 20,0 mL de etanol tratado e seco, de 7,10 g (0,10 mol) de
pirrolidina e de 5,10 g (0,17 mol) de paraformaldeido. O produto da reacdo foi recristalizado de
etanol-acetona. Foram obtidos 8,9 g de um material sélido branco e cristalino.
N =30%
p.f.exp = 148-150°C  (ndo corrigido)
p.fuic=165-167 °C (HUANG & HALL, 1996)
Andlise elementar:
calec. C(%)65,13  H(%)7,57 N(%)5,84
exp. C(%)65,19 H(%)7,72 N(%)5,92

RMN 'H (Cloroférmio CDCls; ref. TMS):
O (ppm):12,41 (s, 1H, (+NH)); 8,01-7,98 (m, 2H, (Ar-H)); 7,64-7,44 (m, 3H, (Ar-
H)); 3,77 (t, 4H, (+N(CH2CH2)2), J=6,58); 3,58 (t, 2H, (CH2N+), J=5,26); 2,93
(m, 2H, (CH2CO)); 2,19-2,11 (m, 4H, (+N(CH2CH?2)2).
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RMN "*C(Cloroférmio CDCls; ref. TMS):

O (ppm): 135,67 (Cl); 128,89 (C2, C6); 128,33 (C3, C5); 134,07 (C4); 196,20
(CT7); 34,73 (C8); 53,93 (C9); 49,9 (C10,C11); 23,3(C12,C13).

IV (ecm™): 1683 (Veso ); 2481-2677 (Vrans); 752 (Stap C-Harom )-

I11.1.4. Preparacao do cloreto de 3-(1-piperidina)propiofenona (4) Rota A

Procedendo-se de acordo com o método descrito no item II.3.4., partiu-se de 12,01 g
(0,10 mol) de acetofenona, de 20,0 mL de etanol tratado e seco, de 8,50 g (0,10 mol) de
piperidina e de 5,10 g (0,17 mol) de paraformaldeido. O produto da reacdo foi recristalizado de
etanol-acetona. Foram obtidos 16,72 g de um material s6lido branco e cristalino.
n =70%
p.f.exp = 185-186 °C  (ndo corrigido)
p-faie=193-195 °C (HUANG & HALL, 1996)
180-184 °C (GUL et al., 2000)
Andlise elementar:
calc. C(%)66,26  H(%)7,94 N(%)5,52
exp. C(%)66,10 H(%)7,63 N(%)5,53

RMN 'H (Cloroférmio CDCly; ref. TMS):
O (ppm):12,24 (s, 1H, (+NH)); 8,03-7,98 (m, 2H, (Ar-H)); 7,65-7,44 (m, 3H, (Ar-
H)); 3,84 (t, 2H, (CH2N+), J=7,46); 3,55 (m, 4H, (+N(CH2CH2)2); 2,07-2,68 (m,
2H, (CH2CO)); 2,38-2,18 (m, 2H, (CH2)2CH2)); 1,9-1,7 (m, 4H, ((CH2CH?2)2)

RMN "*C(Cloroférmio CDCls; ref. TMS):
& (ppm): 135,53 (C1); 128,36 (C2, C6); 128,32 (C3, C5); 134,14 (C4); 195,82
(C7); 43,39 (C8); 53,83 (C9); 5281 (C10, C11); 33,87 (C12, C13); 22,64 (C14).

v (Cm'l)i 1682 (Ve=o ); (Vr3N-H,); 760 (5fdp C-Harom )-
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I11.1.5. Preparacio do cloreto de 3-(1-morfolino)propiofenona (5) Rota A

Procedendo-se de acordo com o método descrito no item II.3.4., partiu-se de 12,01 g
(0,10 mol) de acetofenona, de 20,0 mL de etanol tratado e seco, de 8,71 g (0,10 mol) de
morfolina e de 5,10 g (0,17 mol) de paraformaldeido. O produto da reacdo foi recristalizado de
etanol-acetona. Foram obtidos 6,42 g de um material s6lido branco e cristalino.
n=25%
p.f.exp = 168-170 °C  (ndo corrigido)
p.fuic= 182 °C (HUANG & HALL, 1996)
175-179 °C (GUL et al., 2000)
Andlise elementar:
calec. C(%)61,05 H(%)7,09 N(%)5,48
exp. C(%)61,18 H(%)6,84 N(%)5,54

RMN 'H (Cloroférmio CDCls; ref. TMS):
S (ppm):13,19 (s, 1H, (+NH)); 8,04-8,00 (m, 2H, (Ar-H)); 7,67-7,46 (m, 3H, (Ar-
H)); 4,3-3,9 (m, 4H, (+N(CH2-)2, J=7,46); 3,83 (t, 2H, (CH2N+), J=7,2); 3,53 (t,
2H, (CH2CO)); 3,5-3,0 (m, 4H, (CH2CH?2)20)

2 11

RMN "*C(Cloroférmio CDCl;; ref. TMS):

O (ppm): 135,53 (C1); 128,36 (C2, C6); 128,32 (C3, C5); 134,14 (C4); 195,8 (C7);
43,39 (C8); 53,83 (C9); 52,8 (C10, C11); 33,8 (C12,C13).

IV (Cm_l): 1686 (Vc=0 ); 2465'2677 (VRSN-H,); 757 (afdp C-Harom )

I11.1.6. Preparacao do cloreto de 3-[1-(4-metilpiperazina)]propiofenona (6) Rota A

Procedendo-se de acordo com o método descrito no item II1.3.4., partiu-se de 12,01 g
(0,10 mol) de acetofenona, de 20,0 mL de etanol tratado e seco, de 10,0 g (0,10 mol) de
4-metilpiperazina e de 5,10 g (0,17 mol) de paraformaldeido. O produto da reacdo foi
recristalizado de etanol-acetona. Foram obtidos 15,39 g de um material s6lido branco e cristalino.

n =50%

p.foexp = 158-160 °C  (ndo corrigido)

p.fuic=197 °C (HUANG & HALL, 1996)
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Andlise elementar:
calc. C(%)55,03 H(%)7,34 N(%)9,00 (calculados considerando-se a
presenca de 0,3 moléculas de dgua)
exp. C(%)54,04 H(%)7,46 N(%)8,97

RMN 'H (Cloroférmio CDCls; ref. TMS):
8 (ppm):7,98-7,95 (m, 2H, (Ar-H)); 7,56-7,40 (m, 3H, (Ar-H)); 3,9-3,5 (m, 12H,
(COCH?2 CH2N+(CH2CH?2)2-)2; 2.9 (s, 3H, (NCH3))

RMN "*C(Cloroférmio CDCl;; ref. TMS):
8 (ppm): 137,22 (C1); 129,62 (C2, C6); 129,32 (C3, C5); 135,04 (C4); 197,69
(C7); 32,57 (C8): 53,26 (C9); 51,24 (C10, C11); 43,36 (C12, C13); 34,15 (C14).

IV (em™): 1679 (Veso ); 2405-2633 (Vran-s); 754 (Stap C-Harom )-

I11.1.7. Preparacao do cloreto de 3-(ciclo-hexilamino)propiofenona (7) Rota A

Procedendo-se de acordo com o método descrito no item IL.3.4., partiu-se de 12,01 g
(0,10 mol) de acetofenona, de 20,0 mL de etanol tratado e seco, de 6,9 g (0,07 mol) de
ciclo-hexilamina e de 5,10 g (0,17 mol) de paraformaldeido. O produto da reagdao foi
recristalizado de etanol-acetona. Foram obtidos 5,3 g de um material s6lido branco e cristalino.
n =30%
pfiexp =179 °C (nao corrigido)
p.fuic=177-179 °C (HUANG & HALL, 1996)
Andlise elementar:
calc. C(%)67,28 H(%)8,28 N(%)5,23
exp. C(%)61,46 H(%)7,66 N(%)5,24

RMN 'H (Cloroférmio CDCls; ref. TMS):
d (ppm): 9,51 (s, 2H, (+NH?2)); 7,96-7,91 (m, 2H, (Ar-H)); 7,55-7,36 (m, 3H, (Ar-
H)); 3,81 (t, 2H, (CH2N+), J=7,02); 3,42 (m, 2H, (CH2CO)); 3,20 (m, 1H,
(+N(CH(CH2)2)); 2,34-2,28 (m, 2H, (CHCH2CH?2); 1,86-1,64 (m, 6H,
(CH2CH2CH?)); 1,32-1,22 (m, 2H, (CH2CH2CH?2).
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RMN "*C(Cloroférmio CDCls; ref. TMS):
8 (ppm): 136,01 (C1); 128,73 (C2, C6); 128,14 (C3, C5); 133,73 (C4); 196,90
(C7); 35,10 (C8); 58,02 (C9); 40,16 (C10); 29,38 (C12, C11); 24,85 (C13, Cl14);
24,49 (C15).

IV (em™): 1681 (Veso ); 2616-2932 (Vran.t): 747 (Stap C-Harom )-

I11.1.8. Preparacao do cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)etil]benzamida (8) Rota B.
Procedendo-se de acordo com o método descrito no item IL.3.5., partiu-se de 8,81 g
(0,10 mol) de N,N-dimetiletilenodiamina, de 14,06 g (0,10 mol) de cloreto de benzoila em
125 mL de éter etilico (tratado e seco). Foram obtidos 17,45 g de um sélido amorfo branco, que
foi lavado com éter etilico.
n =80%
p.fexp. = 123-125 °C (ndo corrigido)
p.f.aie = 149 °C (TESTA, 1983)
Andlise elementar:
calc. C(%)57,76  H(%)7,49 N(%)12,25
exp. C(%)57,33 H(%)7,58 N(%)12,04
RMN 'H (Cloroférmio CDCls; ref. TMS):
O (ppm): 7,92-7,45(m, 5H, Ar-H); 3,78 (t, 2H, (NHCH,), J=6,00); 3,41 (t, 2H,
(CH)N (CHs)y), J=5,70); 2,99(s, 6H, N(CH3)»).

o
: |

RMN "*C(Cloroférmio CDCls; ref. TMS):
8 (ppm): 134,69(C1), 129,69(C2-6), 128,57(C3-5), 133,22(C4); 171,09(C7),
36,44(C8), 58,82(C9), 43,99(C10-11).

IV (cm™): 1642 (Ve=o ); 2704 (Vran,); 716 (Btap C-Harom )-

Estdo apresentados nas tabelas IIl.1-4. as constantes fisicas; os rendimentos e as
massas dos produtos obtidos nas preparagdes bem como os resultados das andlises
elementares, dos valores dos deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN-'H,
de RMN-"°C e das freqiiéncias de absor¢do caracteristicas na regido do infravermelho para a

série de andlogos da procaina.
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Tabela III.1. Valores das constantes fisicas, dos rendimentos e das analises elementar calculada e obtida

experimentalmente dos produtos obtidos nas preparacoes dos compostos 1 — 8.

o
/%é\ Cl-
.
©)}\X "

vl x |n v Férmula | PM. | PF. | P.Fy |Rend %C %H %N

o Molecular  |(g.mol™)  (°C) C) (%) cale exp |calc | exp |calc | exp
1 |-CHx-| 1| -N(CH3), | C;H;¢NOCI | 213.7 | 137-139 |155-156°| 42 |61,82 | 61,46 | 7,55 | 7,11 | 6,55 | 6,50
2 |-CHy-| 1| -N(CyHs), | Ci3HNOCI | 241.8 | 110-111 [108-110°| 47 |64,59| 64,25 | 8,34 | 8,17 | 5,79 | 5,86
3 |-CH,-| 1 | Pirrolidina | C;3H;gNOCI | 239,7 | 148-150 |165-167°| 30 |65,13| 65,19 | 7,57 | 7,72 | 5,84 | 5,92
4 |-CH,-| 1| -Piperidina | C;4HxNOCI | 253.8 | 185-186 |193-195°| 70 |66,26| 66,10 | 7,94 | 7,63 | 5,52 | 5,53
5 |-CHy-| 1| -Morfolina | C;3H;sNO,Cl | 255.8 | 168-170 | 182° | 25 |61,05| 61,18 | 7,09 | 6,84 | 5,48 | 5,54
6 |-CH,-| 1| -Piperazina | Ci4H2N,OCl, | 268.8 | 158-160 | 197 ° 55 154,037 54,04 |7,34"| 7,46 |9,00°| 8,97
7 |-CH,-| 1 |-c-hexilamina| C;sH4NOCI | 267.8 179 |177-179°| 30 |67,28| 67,29 | 8,28 | 7,66 | 5,23 | 5,24
8 |-NH-| 2| -N(CH3), | C\{H7N,OCl | 228,7 | 123-125 | 149°¢ 80 [57,76| 57,33 | 7,49 | 7,58 | 12,25 | 12,04

(a) Valores calculados considerando-se a presenga de 0,3 moléculas de d4gua para cada molécula do composto

(b) (HUANG & HALL, 1996)
(c) (TESTA, 1983)




Tabela III.2. Valores dos deslocamentos quimicos (8) em ppm, relativos ao TMS, das multiplicidades e das constantes de
acoplamento (J) em Hz, observados nos espectros de RMN 'H ®, para a série de derivados da procaina (compostos 1 — 8)
utilizando-se o CDCI - d; como solvente.

0 )
cl
X/H\i?
n
Sy

N X n Y 0 (ppm), multiplicidade e J (Hz)
| CHy 1 NCHy, [083GIH (NH)); 8,04-8,01 (m, 2H, (Ar-H)); 7,72-7,55 (m, 3H, (Ar-H)); 3,65 (t, 2H, (CH2N+),
= J=7,50); 3,40 (t, 2H, (CH2CO), J=7,50); 2,80 (s, 6H, (+N(CH3)2))
11,94 (s, 1H, (+NH)); 8,04-8,00 (m, 2H, (Ar-H)); 7,76-7,44 (m, 3H, (Ar-H)); 3,81 (t, 2H, (CH2N+),
2 -CH,- 1 -N(CyHs), J=7,46);3,52 (t, 2H, (CH2CO), J=6,58); 3,22 (q, 4H, (+N(CH2CH3)2), J=7,02); 1,44 (t, 6H,
((CH2CH3)2), J=7,02)
12,41 (s, IH, (+NH)); 8,01-7.98 (m, 2H, (Ar-H)); 7.64-7.44 (m, 3H, (Ar-H)); 3,77 (t, 4H,
3 -CH,- 1  (Pirrolidina (+N(CH2CH2)2), J=6,58); 3,58 (t, 2H, (CH2N+), J=5,26); 2,93 (m, 2H, (CH2CO)); 2,19-2,11 (m,
4H, (+N(CH2CH?2)2)
12,24 (s, 1H, (+NH)); 8,03-7,98 (m, 2H, (Ar-H)); 7,65-7,44 (m, 3H, (Ar-H)); 3,84 (t, 2H, (CH2N+),
4 -CH» 1 -Piperidina J=7,46); 3,55 (m, 4H, (+N(CH2CH2)2); 2,07-2,68 (m, 2H, (CH2CO)); 2,38-2,18 (m, 2H,
(CH2)2CH?2)); 1,9-1,7 (m, 4H, (CH2CH?2)2)
13,19 (s, 1H, (+NH)); 8,04-8,00 (m, 2H, (Ar-H)); 7,67-7,46 (m, 3H, (Ar-H)); 4,3-3,9 (m, 4H,
5 -CH,- 1 -Morfolina (+N(CH2-)2,]=7,46); 3,83 (t, 2H, (CH2N+), J=7,2); 3,53 (t, 2H, (CH2CO)); 3,5-3,0 (m, 4H,
(CH2CH?2)20)
6 CH- | Piperazina 105795 (m: 2H. (Ar-H)): 7.56-7.40 (m, 3H. (Ar-HD); 3.9-3.5 (m. 12H, (COCH?
= CH2N+(CH2CH?)2-)2; 2,9 (s, 3H, (NCH3))
9,51 (s, 2H, (+NH2)); 7,96-7,91 (m, 2H, (Ar-H)); 7,55-7,36 (m, 3H, (Ar-H)); 3,81 (t, 2H, (CH2N+),
7 -CH,- 1 -c-hexilamina J=7,02); 3,42 (m, 2H, (CH2CO)); 3,203 (m, 1H, (+N(CH(CH2)2)); 2,34-2,28 (m, 2H,
(CHCH2CH?2); 1,86-1,64 (m, 6H, (CH2CH2CH?)); 1,32-1,22 (m, 2H, (CH2CH2CH2)
7,92-7,45(m, 5H, Ar-H); 3,78 (t, J=6,00Hz, 2H, NHCH.); 3,41 (t, J=5,70Hz, 2H, CH>N (CHs),);
8 -NH- 2 -N(CHs)

2,99(s, 6H, N(CH3)2)

(a) Os espectros foram registrados em um espectrometro marca Bruker, modelo AC-200, ambos operando em transformada de Fourier., em que a precis@o nas medidas foi
considerada como sendo igual ao erro sistematico de 0,001%.



Tabela II1.3. Valores dos deslocamentos quimicos (8) em ppm retirados dos espectros de RMN
série de derivados da procaina (compostos 1 — 8), na concentracio de aproximadamente 0,1M, utilizando-se o CDCI - d; como

13C (a)

, relativos ao TMS, para a

solvente.
cl-

/(/?17,\8)%(9,10,11,12)
N | X n Y C1 c2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 c9 cio | c11 | C12
1 |-CHy-| 1 -N(CH3), | 135,58 128,91 | 128,32 | 134,14 | 195,82 | 33,87 | 52,81 - 43,39
2 |-CHx-| 1 | -N(CyHs), |135,67 128,90 | 128,36 | 134,07 | 196,18 | 33,55 | 47,26 - 46,82 | 8,42
3 |-CHx-| 1 | _Pirrolidina | 135,67 | 128,89 | 128,33 | 134,07 | 196,20 | 34,73 | 53,93 - 49,98 | 23,38
4 |-CHx-| 1 | -Piperidina | 135,53 | 128,36 | 128,32 | 134,14 | 195,82 | 33,87 | 53,83 - 52,81 | 43,39 | 22,64
5 |-CHx-| 1 | -Morfolina | 135,69 | 128,92 | 128,39 | 134,08 | 196,28 | 33,66 | 52,59 - 52,81 | 43,39 | 22,64
6 |-CH-| 1 | -Piperazina | 137,22 |129,62|129,32| 135,04 | 197,69 | 32,57 | 53,26 - 51,24 | 43,36 | 34,15
7 |-CHz-| 1 |-c-hexilamina| 136,01 | 128,73 | 128,14 | 133,73 | 196,90 | 35,10 | 58,02 - 40,16 | 29,38 | 24,85 | 24,49
8 | -NH-| 2 -N(CH3), | 134,69 | 129,69 | 128,57 | 133,22 171,09 - 36,44 | 58,82 | 43,99

(a) Os espectros foram registrados em um espectrometro marca Bruker, modelo AC-200, ambos operando em transformada de Fourier., em que a precisdo nas

medidas foi considerada como sendo igual ao erro sistemdtico de 0,001%.




Parte Experimental

Tabela II1.4. Valores observados das posicdes das bandas de absorcio, em cm™,

no espectro L.V., obtidos em pastilhas de KBr, para a série de derivados da procaina

(0]
]
+

(compostos 1 —10)

N X Il Y vc=0 (a) VRR7>%?7H Cle 8fdp (b)
; C-Harom
1 | CH- | 1 -N(CH3)2 1678 2648-2439 754
2 | CH2- | 1 -N(C2H5)2 1686 2499-2749 797
3 | CHx- | 1 -Pirrolidino 1683 2481-2677 752
4 | CHx- | 1 -Piperidino 1682 2399-2681 760
5 | -CHz- | 1 -Morfolino 1686 2465-2677 757
6 -CHp- 1 -Piperazino 1679 2405-2633 754
7 | -CH2- | 1 | -c-hexilamino | 1681 2616-2932 747
8 -NH- | 2 -N(CH3)2 1642 2704 716
9 -NH- | 1 -N(CH3)2 1673 2394-2652 694
10 -0- 2 -N(CH3)2 1722 2471-2660 713

@y - Deformagio axial.

® § . Deformacio angular.

II1.2. Obtencao de parametros lipofilicos

I11.2.1. Preparacao das solucoes tampao para serem utilizadas nos procedimentos de
Shake-flask e HPLC

Procedendo-se de acordo com as indicagdes de Perrin e Dempsey (1994), foram
preparadas solugdes tampao em valores de pH iguais a 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0 e
11,0. Todas as solucdes tampdo foram preparadas na concentracdo de 0,05 M da espécie
tamponante e ajustadas para uma forga i6nica de i = 0,10 M com a adi¢do de NaCl. Cada uma
das solugdes tampao foi preparada de acordo com o procedimento geral descrito a seguir e cujos
valores individuais encontram se na fabela I11.5.

Dissolveram-se os componentes de cada uma das solu¢des tampdo, em aproximadamente
0,9 L de 4gua bidestilada, recém-fervida, de acordo com as quantidades especificadas na tabela
I11.5. O valor de pH desejado para cada solugdo tampao € ajustado com o auxilio de um pH-
ametro, adicionando-se HCI ou NaOH (1 N) conforme necessario. Por fim, completa-se o volume
de cada uma das solucdes tampdo para um volume final de 1,0 L com dgua bidestilada e recém-

fervida.
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Tabela II1.5. Valores das quantidades de cada componente usadas na preparacao das
solucoes tampao em valores de pH iguais a 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 e 10,0; sendo a

concentracio do tampao 0,05M e a forca ionica u=0,10M(NaCl), e um volume final de 1,0L.

H Espécie Tamponante Conc. do Massa da espécie Massa de
p P P Tampao (M) tamponante (g) NaCl (g)
2,0 Ac. Fosférico 0,05 4,9 4,5
3,0 Ac. Fosférico 0,05 4,9 32
4,0 Ac. Acético 0,05 3,0 5,3
5,0 Ac. Acético 0,05 3,0 3,8
6,0 Citrato de Sodio Dibasico 0,05 1,2 0,0
7,0 | Fosfato de s6dio monobasico 0,05 1,2 0,0
8,0 Trisma 0,05 6,1 3,4
9,0 Trisma 0,05 6,1 5,5
10,0 Ac. Bérico 0,05 3,1 33
11,0 Bifosfato de sédio 0,05 4,9 0,1

I11.2.2. Pré-saturacio das fases

Em um erlenmeyer de 500 mL, equipado com agitador e magnético banho termostatizado
com temperatura controlada e ajustada para 23%1 °C, sdo adicionados volumes iguais de n-
octanol (fase organica) e solu¢do tampao (fase aquosa). Este sistema é mantido sob agitacao
magnética por, pelo menos, 8 horas (overnight). Em seguida, as fases sdo separadas e
centrifugadas com rotagdo de 15.000 rpm por 5 minutos em centrifuga termostatizada com

temperatura controlada e ajustada para 23%1 °C. As fases sdo usadas imediatamente.
I11.2.3. Determinacao dos valores do coeficiente de particao por Shake-flask (logPappSF

m1.23.1. Determinacéo dos valores do coeficiente de particio logP,,,"" do cloreto de

3-(dimetilamino)propiofenona (1)

Procedendo-se como descrito no item IIL.4.1.1. foram determinados os valores do
coeficiente de particao, logPa,,,,SF , do cloreto de 3-(dimetilamino)propiofenona (1), nos valores de
pH de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; L = 0,10 M (NaCl). Os valores dos volumes de
solug¢do tampdo (V,q) e de n-octanol (V) utilizados na particdo, os valores das absorbancias
registradas na fase aquosa no inicio (A;) e no final (Ay) da particao, o valor da relacdo P/R, e o
valor do coeficiente de parti¢io (logP,,," ") obtido em cada valor de pH estdo indicados na tabela

11.6.
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Tabela I11.6.Valores do volume da fase aquosa (V,,) e da fase orgénica (V) utilizados na
particio; das absorbéncias registradas no inicio (A;) e final (A;) da particdo, da relacio P/R,
e do coeficiente de particao (logPa,,,,SF ) do cloreto de 3-(dimetilamino)propiofenona (1)
obtidos na faixa de pH de 3-10(a), determinados pelo método Shake-flask, usando n-
octanol/tampﬁo,(],)l, =0,10 M (NaCl) e a 23+1°C

pH V,(mL) | V_, (mL) A, A, | PR, logPy
3,0 1,00 20,0 1,65 | 122 | ~05 -1,77 £ 0,02
4,0 2,00 15,0 063 | 055 ] ~0,1 -1,60 + 0,02
5,0 1,00 30,0 064 | 023 [ -2 -1,43 £0,01
6,0 2,00 20,0 1,64 | 095 [ ~1 -1,14 £0,01
7,0 4,00 10,0 045 | 021 [ ~1 -0,33 £0,01
8,0 4,00 10,0 060 | 006 [ -8 0,54 0,03
9,0 3,00 1,00 1,60 | 025 | -5 1,21 +0,01
10,0 5,00 1,00 0,75 | 057 [ ~11 1,74 + 0,01

(a)Solugées tampao: pH=3,0/Fosfato; pH=4,0/Acetato; pH=5,0/Acetato; pH=6,0/Citrato;
pH=7,0/Fosfato; pH=8/Tris; pH=9/Tris; pH=10/Borato.

m.2.3.2. Determinacao dos valores do coeficiente de particao logPappSF do cloreto de
3-(dietilamino)propiofenona (2)

Procedendo-se como descrito no item IL4.1.1. foram determinados os valores do
coeficiente de particao, logPappSF , do cloreto de 3-(dietilamino)propiofenona (2), nos valores de
pH, respectivamente iguais a: 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; L = 0,10 M (NaCl). Os valores
do volume de solugdo tamp@o (V,q) € volume de n-octanol (V) utilizados na parti¢do, os valores
das absorbancias registradas na fase aquosa no inicio (A;) e no final (A¢) da particdo, o valor da
relacao P/R, e o valor do coeficiente de parti¢ao (logPappSF ) obtido em cada valor de pH estdo

indicados na tabela 111.7.

Tabela I11.7.Valores do volume da fase aquosa (V,,) e da fase orgénica (V) utilizados na
particio; das absorbéncias registradas no inicio (A;) e final (A;) da particdo, da relaciao P/R,
e do coeficiente de particao (logPa,,,,SF ) do cloreto de 3-(dietilamino)propiofenona (2) obtidos

na faixa de pH de 3-11(3), determinados pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampao,
p=0,10 M (NaCl) e a 23+1°C

pH @ V, (mL) V. (mL) A, A, | PR, logP,,,""
3,0 2,00 30,00 1,60 | 097 | ~05 -1,36 £0,01
4,0 2,00 10,00 087 | 064 [ ~05 -1,16 40,02
5,0 2,00 10,00 0,84 | 056 [ ~05 -0,99 £0,01
6,0 2,00 10,00 0,96 | 0,67 [ ~05 -0,77 £0,01
7,0 2,00 10,00 1,07 [ 0,18 [ -5 -0,02 0,01
8,0 8,00 4,00 096 | 0,19 [ ~4 0,89 £0,01
9,0 20,00 2,00 148 [ 045 [ -2 1,39 0,03
10,0 20,00 2,00 1,65 | 046 [ ~2 1,57 £0,02
11,0 20,00 2,00 1,53 | 030 [ ~4 1,64 +0,03

Solugdes tampao: pH=3,0/Fosfato; pH=4,0/Acetato; pH=5,0/Acetato; pH=6,0/Citrato;
pH=7,0/Fosfato; pH=8/Tris; pH=9/Tris; pH=10/Borato; pH=11/Fosfato.

m.2.3.3. Determinacao dos valores do coeficiente de particao logPappSF do cloreto de
3-(1-pirrolidina)propiofenona (3)
Procedendo-se como descrito no item IIL4.1.1. foram determinados os valores do

coeficiente de particao, logPa,,,,SF , do cloreto de 3-(1-pirrolidina)propiofenona (3), nos valores de
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pH de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 1 = 0,10 M (NaCl). Os valores do volume de solu¢do
tampao (V,q) € volume de n-octanol (V) utilizados na particdo, os valores das absorbancias
registradas na fase aquosa no inicio (A;) e no final (Af) da particdo, o valor da relacdo P/R, e o

valor do coeficiente de partigio (logP,,," ") obtido em cada valor de pH estdo indicados na tabela

11.8.

Tabela 111.8.Valores do volume da fase aquosa (V, ) e da fase organica (V) utilizados na
particdo; das absorbancias registradas no inicio (A;) e final (A;) da particio, da relaciao P/R,
e do coeficiente de particao (logPappSF ) do cloreto de 3-(1-pirrolidina)propiofenona (3)

obtidos na faixa de pH de 3-11% , determinados pelo método Shake-flask, usando n-
octanol/tampio, i = 0,10 M (NaCl) e a 23+1°C
@

pH V,(mL) | V,, (mL) A, A, P/R, logP,,,>"
3,0 2,00 25,0 0,78 054 | ~05 -1,31 £0,01
4,0 2,00 25,0 0,82 0,48 ~1 -1,33 £ 0,06
5,0 2,00 25,0 0,81 0,45 ~1 -1,17 £ 0,01
6,0 2,00 20,0 0,80 0,09 ~7 -0,98 + 0,02
7,0 2,00 5,00 0,97 0,38 ~2 -0,23 £0,01
8,0 8,00 2,00 1,04 0,45 ~2 0,71 £0,01
9,0 18,0 2,00 1,20 0,30 ~3 1,43 0,01
10,0 18,0 2,00 1,21 0,14 ~8 1,89 + 0,02
11,0 20,0 2,00 1,48 0,19 ~7 1,93 + 0,05

@ Solucdes tampdo: pH=3,0/Fosfato; pH=4,0/Acetato; pH=5,0/Acetato; pH=6,0/Citrato;
pH=7,0/Fosfato; pH=8/Tris; pH=9/Tris; pH=10/Borato; pH=11/Fosfato.
m.2.3.4. Determinacao dos valores do coeficiente de particao logPappSF do cloreto de
3-(1-piperidina)propiofenona (4)

Procedendo-se como descrito no item II.4.1.1. foram determinados os valores do
coeficiente de parti¢ao, logPa,,,,SF , do cloreto de 3-(1-piperidina)propiofenona (4), nos valores de
pH de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; L = 0,10 M (NaCl). Os valores do volume de solug¢do
tampao (V,q) € volume de n-octanol (V) utilizados na parti¢do, os valores das absorbéncias
registradas na fase aquosa no inicio (A;) e no final (As) da particdo, o valor da relacdo P/R, e o
valor do coeficiente de particao (logPappSF ) obtido em cada valor de pH estao indicados na tabela
11.9.

Tabela 111.9. Valores do volume da fase aquosa (V,,) e da fase organica (V) utilizados na
particdo; das absorbancias registradas no inicio (A;) e final (A;) da particio, da relaciao P/R,

e do coeficiente de particao (logPa,,,,SF ) do cloreto de 3-(1-piperidina)propiofenona (4)

obtidos na faixa de pH de 3-10% , determinados pelo método Shake-flask, usando n-
octanol/tampdo, W = 0,10 M (NaCl) e a 23+1°C

pH © V, (mL) Vv, (mL) A, A, | PR, logP,,,>"
3,0 1,00 20,00 092 | 028 | ~2 -0,89 +0,03
4,0 2,00 20,00 053 | 022 | ~I -0,86 + 0,01
5,0 1,00 5,00 037 | 020 | ~I -0,77 £ 0,02
6,0 2,00 20,00 067 | 0,18 | -~3 -0,55 +0,02
7,0 3,00 3,00 056 | 0,14 | -~3 0,46 % 0,02
8,0 5,00 1,00 051 | 012 | -~3 1,22 + 0,02
9,0 25,00 1,00 052 | 0,14 | -~3 1,84 + 0,01
10,0 20,00 1,00 0,54 | 0,03 | ~10 2,38 +0,08

@ Solugdes tampdo: pH=3,0/Fosfato; pH=4,0/Acetato; pH=5,0/Acetato; pH=6,0/Citrato;
pH=7,0/Fosfato; pH=8/Tris; pH=9/Tris; pH=10/Borato.
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m1.23.5. Determinacéo dos valores do coeficiente de particio logP,,,"" do cloreto de

3-(1-morfolino)propiofenona (5)

Procedendo-se como descrito no item IIL.4.1.1. foram determinados os valores do
coeficiente de parti¢do, logPa,,,,SF , do cloreto de 3-(1-morfolino)propiofenona (§), nos valores de
pH de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 1 = 0,10 M (NaCl). Os valores do volume de solu¢do
tampao (V,q) € volume de n-octanol (V) utilizados na particdo, os valores das absorbancias
registradas na fase aquosa no inicio (A;) e no final (Ay) da particao, o valor da relacdo P/R, e o
valor do coeficiente de parti¢io (logP,,," ") obtido em cada valor de pH estdo indicados na tabela

11.10.

Tabela I11.10. Valores do volume da fase aquosa (V,,) e da fase organica (V) utilizados na
particio; das absorbéncias registradas no inicio (A;) e final (A;) da particdo, da relaciao P/R,
e do coeficiente de particao (logPappSF ) do cloreto de 3-(1-morfolino)propiofenona (5)
obtidos na faixa de pH de 3-10(a), determinados pelo método Shake-flask, usando n-

octanol/tampio, u = 0,10 M (NaCl) e a 23+1°C

pH” | V, (mL) V. (mL) A, A, | PR, logP,,,""
2,0 1,00 40,00 1,18 0,19 ~6 -1,72 +0,12
3,0 0,50 40,00 1,20 0,21 ~5 -1,58 £ 0,02
4,0 0,50 40,00 1,30 0,27 ~4 -1,17 £ 0,05
5,0 1,00 30,00 1,02 0,12 ~7 -0,57 £ 0,06
6,0 2,00 5,00 1,23 0,12 ~9 -0,38 +£ 0,01
7,0 6,00 2,00 1,12 0,16 ~5 1,05 £0,01
8,0 6,00 2,00 1,10 | 042 | ~2 1,21 0,01
9,0 6,00 2,00 1,95 1,00 ~1 1,24 +0,01
10,0 20,00 1,00 0,54 0,03 ~9 1,25 £0,01

@) Solugdes tampdo: pH=3,0/Fosfato; pH=4,0/Acetato; pH=5,0/Acetato; pH=6,0/Citrato;
pH=7,0/Fosfato; pH=8/Tris; pH=9/Tris; pH=10/Borato.

m1.23.6. Determinacéo dos valores do coeficiente de particio logP,,,"" do cloreto de

3-[1-(4-metipiperazina)]propiofenona (6)

Procedendo-se como descrito no item IIL4.1.1. foram determinados os valores do
coeficiente de particao, logPa,,,,SF , do cloreto de 3-[1-(4-metipiperazina)]propiofenona (6), nos
valores de pH de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; i = 0,10 M (NaCl). Os valores do volume
de solucdo tampdo (V,) e volume de n-octanol (V) utilizados na particdo, os valores das
absorbancias registradas na fase aquosa no inicio (A;) e no final (Af) da particdo, o valor da
relacao P/R, e o valor do coeficiente de parti¢ao (logPappSF ) obtido em cada valor de pH estdo

indicados na tabela 111.11.
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Tabela I111.11. Valores do volume da fase aquosa (V,) e da fase organica (V) utilizados na
particio; das absorbéncias registradas no inicio (A;) e final (A;) da particdo, da relaciao P/R,
e do coeficiente de particao (logPa,,,,SF ) do cloreto de 3-[1-(4-metipiperazina)]propiofenona
(6) obtidos na faixa de pH de 3- 10(a) determinados pelo método Shake-flask, usando n-
octanol/tampao, ],L 0,10 M (NaCl) e a23+1°C

pH @ V,(mL) Vv, (mL) A, A, | PR, logP,,,""

3,0 o 50 40,00 0,80 | 058 | ~05 | -2,50+0,06
4,0 0,50 40,00 0,81 | 0,21 ~3 -1,52 +0,06
5,0 0,50 27,00 098 | 023 | -3 1,24 +0,02
6,0 0,50 20,00 104 | 029 | ~2 -0,56 + 0,01
7,0 2,00 6,00 1,60 | 0,31 ~4 0,12 0,01
8,0 2,00 6,00 1,67 | 008 | ~15 0,82 + 0,01
9,0 2,00 6,00 1,68 | 005 | ~15 1,07 + 0,08

2,00 6,00 1,66 | 003 | ~15 1,18 + 0,01

@ Solugdes tampdo: pH=3,0/Fosfato; pH=4,0/Acetato; pH=5,0/Acetato; pH=6,0/Citrato;
pH=7,0/Fosfato; pH=8/Tris; pH=9/Tris; pH=10/Borato.

m1.23.7. Determinacéo dos valores do coeficiente de particio logP,,,"" do cloreto de
3-(ciclo-hexilamino)propiofenona (7)

Procedendo-se como descrito no item IIL.4.1.1. foram determinados os valores do
coeficiente de particao, logPappSF , do cloreto de 3-(ciclo-hexilamino)propiofenona (7), nos
valores de pH de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; i = 0,10 M (NaCl). Os valores do volume
de solu¢do tampdo (V,q) e volume de n-octanol (V) utilizados na particdo, os valores das
absorbancias registradas na fase aquosa no inicio (A;) e no final (Af) da particdo, o valor da
relacdo P/R, e o valor do coeficiente de particdo (logPappSF ) obtido em cada valor de pH estao
indicados na tabela I11.12.

Tabela I11.12.Valores do volume da fase aquosa (V,,) e da fase organica (V) utilizados na
particdo; das absorbancias registradas no inicio (A;) e final (A;) da particio, da relaciao P/R,

e do coeficiente de particao (logPappSF ) do cloreto de 3-(ciclo-hexilamino)propiofenona (7)
obtidos na faixa de pH de 3- 10(3) determinados pelo método Shake-flask, usando n-

octanol/tamp3o, u 0,10 M (NaCl) ea23+1°C

pH” | V,(mL) oot (ML) A, A, | PR, logP,,,""
3,0 p ,00 8,00 0,99 | 026 | -3 -0,04 0,01
4,0 2,00 8,00 1,02 | 020 | ~4 0,02 + 0,02
5,0 2,00 8,00 0,9 | 0,19 | ~4 0,05 + 0,02
6,0 2,00 2,00 0,76 | 051 | ~1 0,15 +0,01
7,0 2,00 2,00 126 | 030 | -3 0,50 + 0,01
8,0 2,00 2,00 129 | 026 | ~4 1,30 + 0,03
9,0 11,00 2,00 128 | 026 | ~4 1,98 + 0,01
10,0 25,00 1,00 127 | 032 | -3 2,44 + 0,04

@ Solucdes tampao: pH=3,0/Fosfato; pH=4,0/Acetato; pH=5,0/Acetato; pH=6,0/Citrato;
pH=7,0/Fosfato; pH=8/Tris; pH=9/Tris; pH=10/Borato.

n2.38. Determinacao dos valores do coeficiente de particao logPappSF do
cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)etil]benzamida (8)
Procedendo-se como descrito no item IL4.1.1. foram determinados os valores do

coeficiente de partigdo, logPappSF , do cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)etil]benzamida (8), nos

valores de pH de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; i = 0,10 M (NaCl). Os valores do volume

68



Parte Experimental

de solucdo tampdo (V,) e volume de n-octanol (V) utilizados na particdo, os valores das
absorbancias registradas na fase aquosa no inicio (A;) e no final (Af) da particdo, o valor da
relacao P/R, e o valor do coeficiente de parti¢ao (logPappSF ) obtido em cada valor de pH estao

indicados na tabela 111.13.

Tabela 111.13.Valores do volume da fase aquosa (V,,) e da fase orgénica (V) utilizados na
particio; das absorbéncias registradas no inicio (A;) e final (A;) da particdo, da relacio P/R,
e do coeficiente de particao (logPa,,,,SF ) do cloreto de N-[(V,N-dimetilamino)etil]benzamida

(8) obtidos na faixa de pH de 3-10(a), determinados pelo método Shake-flask, usando n-
octanol/tampio, i = 0,10 M (NaCl) e a 23+1°C

pH “ V,(mL) V. (mL) A, A, | PR, logP,,,""
3,0 0,50 30,00 0,60 | 036 | ~1 -1,72 £0,01
4,0 0,50 40,00 052 | 029 | ~1 -1,84 0,15
5,0 0,50 25,00 094 | 046 | ~1 -1,72 £ 0,05
6,0 1,00 15,00 080 | 032 | ~I -1,43 £0,01
7,0 2,00 6,00 056 | 027 | ~2 -0,53 £ 0,01
8,0 3,00 2,00 0,62 | 008 | ~6 0,30 0,01
9,0 3,00 2,00 0,73 | 027 | ~2 0,78 + 0,02
10,0 8,00 2,00 062 [ 0,14 | -~3 1,07 £ 0,01

@ Solugdes tampao: pH=3,0/Fosfato; pH=4,0/Acetato; pH=5,0/Acetato; pH=6,0/Citrato;
pH=7,0/Fosfato; pH=8/Tris; pH=9/Tris; pH=10/Borato.

m1.239. Determinacéo dos valores do coeficiente de particio logP,,,"" do cloreto de
N-[(N,N-dimetilamino)metil]benzamida (9)

Procedendo-se como descrito no item II.4.1.1. foram determinados os valores do
coeficiente de particdo, logPa,,,,SF , do cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)metil]benzamida (9), nos
valores de pH de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; i = 0,10 M (NaCl). Os valores do volume
de solu¢do tampdo (V,q) e volume de n-octanol (V) utilizados na particdo, os valores das
absorbancias registradas na fase aquosa no inicio (A;) e no final (Af) da particdo, o valor da
relacdo P/R, e o valor do coeficiente de particdo (logPappSF ) obtido em cada valor de pH estao
indicados na fabela I11.14.

Tabela I11.14.Valores do volume da fase aquosa (V,,) e da fase organica (V) utilizados na
particdo; das absorbancias registradas no inicio (A;) e final (A;) da particio, da relaciao P/R,
e do coeficiente de particao (logPappSF ) do cloreto de N-[(V,N-dimetilamino)metil]benzamida
(9) obtidos na faixa de pH de 3-10% , determinados pelo método Shake-flask, usando n-

octanol/tampio, U = 0,10 M (NaCl) e a 23+1°C

pH” | V,(mL) Vv, (mL) A, A, | PR, logP,,,""
3,0 0,50 20,00 0,77 | 049 | ~05 -1,67 £ 0,04
4,0 0,50 20,00 049 [ 025 | ~1 -1,62 0,07
5,0 1,00 10,00 1,06 | 0,67 | ~0,5 -1,26 + 0,02
6,0 2,00 15,00 092 | 026 | ~2 -0,56 + 0,08
7,0 3,00 4,00 065 | 022 | ~2 0,22 +0,04
8,0 3,00 2,00 065 | 0,14 | ~4 0,72 0,04
9,0 5,00 2,00 0,66 | 025 | ~2 0,71 £ 0,05
10,0 4,00 2,00 0,69 | 0,16 | -3 0,80 + 0,01

@ Solucdes tampao: pH=3,0/Fosfato; pH=4,0/Acetato; pH=5,0/Acetato; pH=6,0/Citrato;
pH=7,0/Fosfato; pH=8/Tris; pH=9/Tris; pH=10/Borato.
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m2310. Determinacio dos valores do coeficiente de particio logP,,,"" do
cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)etil]benzoato (10)

Procedendo-se como descrito no item IIL.4.1.1. foram determinados os valores do
coeficiente de partigdo, logPappSF , do cloreto de N-[(V,N-dimetilamino)etil]benzoato (10), nos
valores de pH de 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; i = 0,10 M (NaCl). Os valores do volume
de solu¢do tampdo (V,q) e volume de n-octanol (V) utilizados na particdo, os valores das
absorbancias registradas na fase aquosa no inicio (A;) e no final (Af) da particdo, o valor da
relacdo P/R, e o valor do coeficiente de particdo (logPappSF ) obtido em cada valor de pH estao
indicados na tabela I11.15.

Tabela I11.15. Valores do volume da fase aquosa (V,,) e da fase orgénica (V) utilizados na
particdo; das absorbancias registradas no inicio (A;) e final (A;) da particio, da relaciao P/R,

e do coeficiente de particao (logPappSF ) do cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)etil]benzoato

(10) obtidos na faixa de pH de 3-10% , determinados pelo método Shake-flask, usando n-
octanol/tampio, p = 0,10 M (NaCl) e a 23%1°C
@

pH Vv, (mL) Vv, (mL) A, A, | PR, logP,,,>"
3,0 0,80 25,00 0,75 | 035 | ~I1 -1,43 +0,04
4,0 1,00 20,00 045 | 028 | ~0,5 -1,44 + 0,08
5,0 0,50 10,00 061 | 024 | ~2 -1,12 0,01
6,0 2,00 2,00 065 | 0,17 | -~3 -0,35+0,11
7,0 3,00 1,00 048 | 0,16 | ~2 0,54 0,03
8,0 10,00 1,00 048 | 0,14 | ~2 1,36 + 0,02
9,0 20,00 1,00 056 | 0,19 | ~2 1,69 + 0,02
10,0 20,00 1,00 046 | 0,11 | -~3 1,74 + 0,10

@ Solucdes tampdo: pH=3,0/Fosfato; pH=4,0/Acetato; pH=5,0/Acetato; pH=6,0/Citrato;
pH=7,0/Fosfato; pH=8/Tris; pH=9/Tris; pH=10/Borato.

1.2.4. Caracterizacio, calibracio e validacao do sistema cromatografico HPLC
Procedendo-se como descrito no item II.4.1.3. foram determinados os valores do tempo
de retencdo das substancias padrao em valores de pH 3,0; 7,4 e 10,0 (Solu¢des Tampao: Fosfato;
Tris-HCI e Borato, respectivamente, com | = 0,10 M (NaCl)). A tabela II1.16. apresenta um
exemplo tipico para a constru¢do de uma curva de calibragio do sistema cromatografico, através
da obtencdo dos valores de tg logk’e logP"™. As curvas de calibracdo do sistema cromatografico

foram obtidas de modo sistematico (no minimo uma vez ao dia) e, intercaladas as determinagdes

HPLC

dos valores de logP,,, ., para a série de derivados da procaina (compostos 1 —10)

Tabela I11.16. Exemplo tipico de valores respectivamente, do tempo de retencio te®

do logk’ e do logP extraido da literatura®™ das substincias padrio utilizadas para
caracterizar, calibrar e validar o sistema cromatografico

SubstanciasPadrio tR™ (min) logk’ | logP™
Tiouréia 0,82 0,00 -
Benzamida 2,02 0,17 0,64
Acetanilida 4,89 0,70 1,00
Acetofenona 13,5 1,19 1,73
Nitrobenzeno 21,2 1,40 1,85
4-Clorofenol 90,8 2,04 2,40

@ Determinados em pH 7,40 (Tampao Tris-HCL, = 0,10 M (NaCl)) usando uma coluna C-18
encapada com n-octanol e a 23,0 = 1,0 °C
® KLEIN ez al., 1988
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Parte Experimental
A partir dos valores do log kK’ determinados experimentalmente e dos valores do logP
extraidos da literatura de cada uma das substincias padrdo o sistema cromatogrifico foi
calibrado. O grifico da correlagdo entre os valores de log k£’ e os valores de logP da literatura

bem como a correspondente equagdo de calibracdo estao indicados na Figura I11.1.

30
:Q‘ p clorofenol
)
2

2,0

Nitrobenzeno
Acetofenona
1,0 + -
Acetanilida
Benzamida log k'
0,0 |
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

logP = 0,98 log k' + 0,44
n=5r=099 s=0,09 F=2056

Figura I1l.1. Exemplo tipico de curva e equacao de calibracao entre os valores de log k’ e os
valores de logP da literatura, onde k’=(tr-ty)/ty ; tr sdo os valores do tempo de retencao
obtidos por HPLC, para as substancias padrao utilizadas para caracterizar, calibrar e
validar o sistema cromatografico sendo a fase mével uma solucao tampao tris-HCI, pH 7,40

p = 0,10 M (NaCl) e a fase estacionaria uma coluna C-18 saturada com n-octanol e
a 23+1°C.

I11.2.5. Determinacio dos valores do coeficiente de particao por HPLC (logPa,,,,HP LCy

Procedendo-se como descrito no item II.4.1.3. foram determinados os valores do tempo
de reten¢do dos compostos derivados da procaina (compostos 1-10) nos valores de pH 3,00
(&cido fosfoérico-NaOH), 7,40 (Trisma-HCl) e 10,00 (dcido bérico-NaOH); for¢a-idnica pu=0,10M
(NaCl) e a temperatura de 23+1°C. A partir dos valores do tempo de retengdo extrapolado para a
concentracdo zero (tr—o) foram determinados os valores do log k£’ de cada um dos compostos.
Finalmente substituindo-se os valores de k’ na correspondente equagdo de calibrag@o, obteve-se

os valores de logP,,," "¢

correspondentes. Os valores do tempo de retencdo, os valores de log k’
e os valores de logPa,,,,HP LC dos compostos 1-10, determinados nos valores de pH 3,00; 7,40 e

10,00 estao indicados nas tabelas I11.17-19. respectivamente.
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Tabela 1I1.17. Valores respectivamente do tempo de retencio extrapolados para a
concentracio zero (tr_) do log E® e do logPa,,,,HP LL®) dos compostos derivados da procaina
(compostos 1-10) determinados por HPLC, sendo a fase mével uma solucao tampao fosfato
(acido fosforico-NaOH, pH 3,00);u = 0,10 M (NaCl) e a fase estacionaria uma coluna C-18

saturada com n-octanol, e a temperatura de 231 °C

o

Parte Experimental

Composto R0 (i) log k*©® log PappHPLC

N° X n Y

1 -CHp- 1 -N(CH3)2 1,49 -0,10 0,27 +£0,01®
2 -CHp- 1 -N(C2H5)2 2,73 0,36 0,73 £0,01®
3 | cHp- | 1 _Pirrolidino 2,41 0,28 0,65 +0,01®
4 | -CHp- | 1 -Piperidino 3,01 0,42 0,79 £0,01®
5 | -CHp- | 1 -Morfolino 1,19 -0,36 0,02 +0,01®
6 | -CHp- | 1 -Piperazino 1,08 -0,51 0,13 £0,017
7 -CHp- 1 -ciclo-hexilamino 11,79 1,12 1,49 +0,01®
8 - NH- 2 -N(CH3)2 1,18 0,37 0,01 +£0,01®
9 - NH- 1 -N(CH3)2 1,22 0,32 0,06 +0,01®
10 -O- 2 -N(CH3)2 1,95 0,13 0,50 +£0,01®

(@)
(b)

Tabela I11.18. Valores respectivamente do tempo de retenciio tg do log k’® e do logP
® dos compostos derivados da procaina (compostos 1-10) determinados por HPLC sendo a
fase movel uma soluciao tampao tris-HCI, pH 7,40 u = 0,10 M (NaCl) e a fase estacionaria
uma coluna C-18 saturada com n-octanol, e a de 231 °C

[o]
/%%\+
©)kx n YH

Valores obtidos a partir da curva de calibracdo: log

k=(tr-tp)/ty onde ty € o tempo de retencdo da tiouréia e tg € o tempo de retencao do composto

P,,,""*“ = 1,007 log k’ + 0,382 (r* = 0,97)

app

cr

Composto tremin log k*® log PappHPLC
N° X n Y
1 | CHy- | 1 -N(CH3)2 5,19 0,72 1,09 + 0,01
2 | -CHy- | 1 -N(C2H5)2 11,29 1,10 1,47 0,01
3 | CHy- | 1 _Pirrolidino 6,99 0,87 1,24 0,01
4 | CHy- | 1 -Piperidino 6,71 0,85 1,72 £0,01¢
5 | «CHy- | 1 -Morfolino 5,39 0,74 1,11 £0,01¢
6 | -CHx- | 1 -Piperazino 6,32 0,82 1,19 +0,01¢
7 | -CHy- | 1 ~ciclo-hexilamino 21,23 1,39 1,76 £0,01°
8 - NH- 2 -N(CH3)2 1,41 0,15 0,22 +0,01¢
9 - NH- 1 -N(CH3)2 1,95 0,13 0,50 +0,01¢
10 -O- 2 -N(CH3)2 8,58 0,97 1,34 £0,01¢

(a
(b)
©)

k=(tr-tp)/to onde ty € o tempo de retencdo da tiouréia e tg € o tempo de retencdo do composto
Valores obtidos a partir da curva de calibracio: logPappHPLC = 1,051 log k’ + 0,348 (r* = 0,978)
Valores obtidos a partir da curva de calibracdo: lOgPapPHPLC =1,021 logk’ + 0,433 (r2 =0,975)

HPLC
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Tabela 111.19. Valores respectivamente do tempo de retencio tg do log £’® e do logPappHP Lc

® dos compostos derivados da procaina (compostos 1-11) determinados por HPLC sendo a
fase movel uma solucao tampao Acido borico-NaOH, pH 10,00 p = 0,10 M (NaCl) e a fase
estacionaria uma coluna C-18 saturada com n-octanol, e 4 temperatura de 23x1 °C.

{ Q)kxﬁm

a

Composto tromin log &>© log PappHPLC(b)
N° X n Y
1 | -CHp- 1 -N(CH3)2 12,84 1,16 1,53 +0,01®
2 | «CHz- | 1 -N(C2H5)2 37,96 1,65 2,02 +0,017
3 | -CH»- 1 _Pirrolidino 132,58 2,20 2,56+ 0,019
4 | -CH»- 1 -Piperidino 138,79 2,22 2,58 +0,01°
5 | -CHz- | 1 -Morfolino 6,19 0,81 1,18 £0,01®
6 | -CH»- 1 -Piperazino 12,30 1,14 1,51 £0,01¢
7 -CH»- 1 -ciclo-hexilamino 155,08 2,25 2,75 +0,019
8 | -NH- | 2 -N(CH3)2 8,24 0,95 1,32 +0,01¢
9 | -NH- 1 -N(CH3)2 3,40 0,49 0,86 +0,01¢
10 -O- 2 -N(CH3)2 15,61 1,25 1,62 +0,01°

(@ k=(tr-to)/ty onde ty € o tempo de retencdo da tiouréia e tg € o tempo de retengdo do composto
®Valores obtidos a partir da curva de calibracdo: logP, APLC 1,097 logk’ + 0,370 (r2 =0,945)

app

© Valores obtidos a partir da curva de calibracdo: logP, APLC 1,077 log kK’ + 0,328 (r2 =0,958)

(d) : : : ~ . e HPLC s 2
Valores obtidos a partir da curva de calibragdo: logP,,, =1,081logk’ +0,376 (r" =0,963)

I11.2.6. Determinacao dos valores de logP;, de logP, e de pK, por potenciometria

n.2.6.1. Determinacao dos valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de 3-

(dimetilamino)propiofenona (1) por potenciometria

Procedendo-se como descrito no item II.4.1.4. foram determinados pelo método
potenciométrico, o valor do coeficiente de particdo da espécie ionizada (logP;), o valor do
coeficiente de particao da espécie ndo-ionizada (logP,) e o valor da constante de ionizac¢ao pK,,
do cloreto de 3-(dimetilamino)propiofenona (1).

Os volumes de titulante (NaOH; 1,00 N; Solucdo-Titrisol Merck) adicionados nas
titulagdes em meio aquoso € em meio aquoso na presenca de n-octanol, em diferentes proporcoes
de volumes e os correspondentes valores de pH lidos para cada tubo de titulacdo estdo indicados
na tabela I11.20.

Os valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de 3-(dimetilamino)propiofenona (1)
obtidos através do ajuste dos coeficientes da equacdo 50 aos valores de pH determinados

experimentalmente em cada titulacdo estdo indicados na tabela I11.21.
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Tabela 111.20. Valores do volume de titulante® adicionado e dos correspondentes
valores de pH registrados em cada uma das titulagf)es“’) do cloreto de 3-
(dimetilamino)propiofenona (1) em meio aquoso'® e em meio aquoso' na presenca de
n-octanol, em diferentes proporc¢oes de volumes

Volume de Valor de pH registrado™
titulante Solucio Sol.aquosa/ | Sol.aquosa'”/ | Sol.aquosa®/ | Sol.aquosa™/
(uL)® a oga(c) n-octanol n-octanol n-octanol n-octanol
K v 9:1 9:2 9:4 9:8
3,00 7,717 6,68 5,33 5,18 5,05
6,00 8,19 7,04 6,49 6,15 5,76
9,00 8,41 7,16 6,87 6,54 6,10
12,00 8,55 7,25 7,05 6,73 6,37
15,00 8,68 7,34 7,18 6,87 6,51
18,00 8,78 7,42 7,28 7,00 6,58
21,00 8,90 7,50 7,38 7,09 6,72
24,00 8,98 7,57 7,46 7,22 6,81
27,00 9,06 7,70 7,54 7,28 6,86
30,00 9,19 7,76 7,61 7,32 6,92
33,00 9,27 7,81 7,69 7,40 7,08
36,00 9,35 7,86 7,79 7,48 7,16
39,00 9,51 791 7,81 7,59 7,23
42,00 9,59 7,96 791 7,69 7,25
45,00 9,68 8,02 7,93 7,76 7,31
48,00 9,82 8,06 8,03 7,82 7,35
51,00 9,90 8,10 8,09 7,89 7,42
54,00 9,98 8,10 8,14 7,95 7,47
57,00 10,14 8,22 8,28 8,03 7,54
60,00 10,23 8,26 8,34 8,11 7,60
63,00 10,32 8,38 8,41 8,20 7,60
66,00 10,43 8,42 8,50 8,28 7,73
69,00 10,54 8,42 8,59 8,37 7,80
72,00 10,68 8,55 8,70 8,48 7,89
75,00 10,79 8,61 8,82 8,61 7,98
78,00 10,94 8,68 8,96 8,80 8,08
81,00 11,03 8,76 9,16 9,24 8,20
84,00 11,12 8,85 9,44 9,93 8,34
87,00 11,20 8,94 9,80 10,31 8,56
90,00 11,20 9,05 10,14 10,58 8,90

@ NaOH; 1,00 N; Solucdo-Titrisol Merck

® Realizada sobre vigorosa agitacio magnética, em um banho termostatizado com temperatura
controlada e ajustada para 23,0 = 1,0 °C, e borbulhamento continuo de N, (livre de CO,)

©  1=0,10 M (NaCl)

Tabela I11.21. Valores® respectivamente de logP,, de pK, e de logP; do cloreto de
3-(dimetilamino)propiofenona (1) obtidos através do ajuste da Equacdo 50 aos
valores de pH determinados experimentalmente(b)

pKa 9,27 (0,02)
logP, 2,07 (0,04)
logP; -1,32 (0,01)
Numeros entre parentes correspondem ao desvio padrao da média dos valores obtidos em cada uma das
titulacdes
Titulagdo potenciométrica com NaOH; 1,00 N; sobre agitacio magnética, a 23,0 + 1,0 °C, e
borbulhamento de N2 (livre de CO,)

(@)

(b)
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n.2.6.2. Determinacao dos valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de 3-

(dietilamino)propiofenona (2) por potenciometria

Procedendo-se como descrito no item II.4.1.4. foram determinados pelo método
potenciométrico, o valor do coeficiente de particdo da espécie ionizada (logP;), o valor do

coeficiente de particdo da espécie ndo-ionizada (logP,) e o valor da constante de ionizacdo pK,,

do cloreto de 3-(dietilamino)propiofenona (2).

Os volumes de titulante (NaOH; 1,00 N; Solucao-Titrisol Merck) adicionados nas
titulagdes em meio aquoso € em meio aquoso na presenca de n-octanol, em diferentes proporcoes

de volumes; e os correspondentes valores de pH lidos para cada tubo de titulagdo estdo indicados

na tabela 111.22.

Tabela I11.22. Valores do volume de titulante® adicionado e dos correspondentes
valores de pH registrados em cada uma das titula(;(”)esb do cloreto de 3-
(dietilamino)propiofenona (2) em meio aquoso® e em meio aquoso‘ na presenca de n-

octanol, em diferentes proporcoes de volumes

Parte Experimental

Volume de Valor de pH registrado®™
titulante Solugdio Sol.aquosa®/ | Sol.aquosa™/ | Sol.aquosa®/ | Sol.aquosa™/
(uL)® aquosa®® n-octanol n-octanol n-octanol n-octanol
9:1 9:2 9:4 9:8
3,00 6,56 5,70 5,40 6,18 5,35
6,00 8,54 6,71 6,56 6,74 6,17
9,00 8,85 6,97 7,04 6,96 6,98
12,00 9,17 7,13 7,17 7,07 6,87
15,00 9,35 7,25 7,26 7,17 7,06
18,00 9,53 7,35 7,34 7,20 7,13
21,00 9,71 7,45 7,43 7,28 7,15
24,00 9,88 7,53 7,51 7,35 7,11
27,00 10,03 7,62 7,59 7,40 7,18
30,00 10,14 7,71 7,67 7,50 7,23
33,00 10,23 7,80 7,75 7,55 7,30
36,00 10,27 7,89 7,82 7,59 7,35
39,00 10,36 7,98 7,89 7,67 7,43
42,00 10,44 8,06 7,97 7,77 7,50
45,00 10,52 8,13 8,30 7,85 7,56
48,00 10,62 8,18 8,32 7,92 7,61
51,00 10,72 8,24 8,40 8,01 7,69
54,00 10,81 8,30 8,51 8,12 7,81
57,00 10,90 8,38 8,58 8,29 7,92
60,00 10,98 8,45 8,71 8,55 8,12
63,00 11,06 8,54 8,96 8,85 8,23
66,00 11,14 8,69 9,23 9,37 8,53
69,00 11,14 8,80 9,86 10,11 9,15
72,00 11,25 8,92 10,36 10,49 10,12
75,00 11,32 9,06 10,59 10,70 10,44
78,00 11,32 9,27 10,76 10,87 10,71
81,00 11,42 9,69 10,91 10,98 10,88
84,00 11,42 10,11 11,01 11,08 11,00
87,00 11,51 10,42 11,10 11,16 11,09
90,00 11,51 10,64 11,18 11,16 11,09

@ NaOH; 1,00 N; Solugdo-Titrisol Merck

(b)

© 1n=0,10 M (NaCl)

Realizada sobre vigorosa agitagdo magnética, em um banho termostatizado com temperatura
controlada e ajustada para 23,0 = 1,0 °C, e borbulhamento continuo de N, (livre de CO,)
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Os valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de 3-(dietilamino)propiofenona (2)
obtidos através do ajuste dos coeficientes da equacdo 50 aos valores de pH determinados

experimentalmente em cada titulacdo, estdo indicados na tabela II1.23.

Tabela I11.23. Valores® respectivamente de logP,, de pK, e de logP; do cloreto de
3-(dietilamino)propiofenona (2) obtidos através do ajuste da Equacdo 50 aos
valores de pH determinados experimentalmente(b)

pK. | 9,78 (0,05)
logP, 2,59 (0,14)
logP; | -0,88 (0,13)
Numeros entre parentes correspondem ao desvio padrdo da média dos valores obtidos em cada uma das
titulacdes
Titulagdo potenciométrica com NaOH; 1,00 N; sobre agitacio magnética, a 23,0 + 1,0 °C, e
borbulhamento de N2 (livre de CO,)

(@)

(b)

n.2.6.3. Determinacao dos valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de 3-(1-
pirrolidina)propiofenona (3) por potenciometria

Procedendo-se como descrito no item II.4.1.4. foram determinados pelo método
potenciométrico, o valor do coeficiente de particdo da espécie ionizada (logP;), o valor do
coeficiente de particao da espécie ndo-ionizada (logP,) e o valor da constante de ionizacao pK,,
do cloreto de 3-(1-pirrolidina)propiofenona (3).

Os volumes de titulante (NaOH; 1,00 N; Solucdo-Titrisol Merck) adicionados nas
titulagdes em meio aquoso € em meio aquoso na presenca de n-octanol, em diferentes proporcoes
de volumes; e os correspondentes valores de pH lidos para cada tubo de titulagdo estdo indicados
na tabela I11.24.

Os valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de 3-(1-pirrolidina)propiofenona (3)
obtidos através do ajuste dos coeficientes da equacdo 50 aos valores de pH determinados

experimentalmente em cada titulacdo, estdo indicados na tabela I11.25.

m.2.64. Determinacao dos valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de 3-(1-
piperidina)propiofenona (4) por potenciometria
Procedendo-se como descrito no item II.4.1.4. foram determinados pelo método
potenciométrico, o valor do coeficiente de particdo da espécie ionizada (logP;), o valor do
coeficiente de particao da espécie ndo-ionizada (logP,) e o valor da constante de ionizacao pK,,
do cloreto de 3-(1-piperidina)propiofenona (4).
Os volumes de titulante (NaOH; 1,00 N; Solucdo-Titrisol Merck) adicionados nas
titulagdes em meio aquoso € em meio aquoso na presenca de n-octanol, em diferentes proporcoes
de volumes; e os correspondentes valores de pH lidos para cada tubo de titulagao estdo indicados

na tabela I11.26.

Parte Experimental
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Tabela I11.24. Valores do volume de titulante® adicionado e dos correspondentes
valores de pH registrados em cada uma das titulac;()esb do cloreto de 3-(1-
pirrolidina)propiofenona (3) em meio aquoso® e em meio aquoso‘ na presenca de n-
octanol, em diferentes proporcoes de volumes

Volume de Valor de pH registrado™
titulante Solucio Sol.aquosa/ | Sol.aquosa'”/ | Sol.aquosa®/ | Sol.aquosa™/
(uL)® a oga(c) n-octanol n-octanol n-octanol n-octanol
K v 9:1 9:2 9:4 9:8
3,00 6,56 6,86 5,43 5,20 5,11
6,00 8,54 7,18 6,52 6,12 5,84
9,00 8,85 7,32 6,92 6,50 6,25
12,00 9,17 7,37 7,11 6,81 6,41
15,00 9,35 7,46 7,23 6,93 6,59
18,00 9,53 7,53 7,34 7,06 6,71
21,00 9,71 7,59 7,44 7,13 6,82
24,00 9,88 7,68 7,55 7,22 6,94
27,00 10,03 7,75 7,66 7,29 7,05
30,00 10,14 7,82 7,72 7,34 7,18
33,00 10,23 7,88 7,83 7,40 7,28
36,00 10,27 7,93 7,88 7,53 7,31
39,00 10,36 7,99 7,93 7,60 7,34
42,00 10,44 8,04 7,98 7,67 7,39
45,00 10,52 8,10 8,03 7,72 7,46
48,00 10,62 8.16 8,07 7,78 7,52
51,00 10,72 8.22 8,17 7,85 7,58
54,00 10,81 8,28 8,23 7,92 7,67
57,00 10,90 8,34 8,32 8,00 7,76
60,00 10,98 8,40 8,41 8,09 7,78
63,00 11,06 8,46 8,49 8,19 7,86
66,00 11,14 8,49 8,60 8,29 7,99
69,00 11,14 8,55 8,73 8,41 8,13
72,00 11,25 8,62 8,89 8,59 8,27
75,00 11,32 8,68 9,12 8,82 8,45
78,00 11,32 8,78 9,52 9,30 8,88
81,00 11,42 8,79 10,07 10,04 9,71
84,00 11,42 8,95 10,42 10,43 10,28
87,00 11,51 9,06 10,62 10,64 10,55
90,00 11,51 9,20 10,80 10,81 10,74

@ NaOH; 1,00 N; Solucdo-Titrisol Merck

® Realizada sobre vigorosa agitacio magnética, em um banho termostatizado com temperatura
controlada e ajustada para 23,0 = 1,0 °C, e borbulhamento continuo de N, (livre de CO,)

©  1=0,10 M (NaCl)

Tabela I11.25. Valores® respectivamente de logP,, de pK, e de logP; do cloreto de
3-(1-pirrolidina)propiofenona (3) obtidos através do ajuste da Equacdo 50 aos
valores de pH determinados experimentalmente™®

pK, 9,78 (0,05)
logP, 2,52 (0,02)
logP; | -1,51 (0,03)
Numeros entre parentes correspondem ao desvio padrao da média dos valores obtidos em cada uma das
titulacdes
Titulagdo potenciométrica com NaOH; 1,00 N; sobre agitacio magnética, a 23,0 + 1,0 °C, e
borbulhamento de N2 (livre de CO,)

(@)

(b)
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Tabela I11.26. Valores do volume de titulante® adicionado e dos correspondentes
valores de pH registrados em cada uma das titulac;()esb do cloreto de 3-(1-
piperidina))propiofenona (4) em meio aquoso‘ e em meio aquoso‘ na presenca de n-
octanol, em diferentes proporcoes de volumes

Volume de Valor de pH registrado™
titulante Solucio Sol.aquosa/ | Sol.aquosa'”/ | Sol.aquosa®/ | Sol.aquosa™/
(uL)® a oga(c) n-octanol n-octanol n-octanol n-octanol
K v 9:1 9:2 9:4 9:8
3,00 8,13 5,66 5,96 5,58 4,75
6,00 8,64 6,47 6,47 6,19 5,50
9,00 8,90 6,76 6,62 6,45 5,81
12,00 9,05 6,91 6,74 6,55 6,07
15,00 9,14 6,99 6,83 6,63 6,16
18,00 9,27 7,09 6,93 6,69 6,29
21,00 9,35 7,16 6,99 6,75 6,38
24,00 9,44 7,21 7,06 6,86 6,46
27,00 9,52 7,23 7,11 6,91 6,51
30,00 9,60 7,27 7,19 6,95 6,60
33,00 9,65 7,31 7,26 7,00 6,65
36,00 9,81 7,36 7,33 7,06 6,74
39,00 9,89 7,41 7,38 7,12 6,83
42,00 9,97 7,46 7,44 7,18 7,16
45,00 10,06 7,49 7,50 7,22 7,12
48,00 10,22 7,55 7,74 7,32 7,19
51,00 10,31 7,59 7,82 7,38 7,24
54,00 10,47 7,65 7,90 7,44 7,33
57,00 10,65 7,71 7,95 7,52 7,50
60,00 10,73 7,76 8,05 7,62 7,44
63,00 10,91 7,82 8,17 7,74 7,52
66,00 11,02 7,87 8,31 8,04 7,64
69,00 11,09 7,95 8,51 8,31 7,79
72,00 11,18 8,16 8,89 8,66 8,01
75,00 11,28 8,64 9,82 9,74 8,33
78,00 8,90 10,39 10,37 9,50
81,00 9,05 10,67 10,24
84,00 10,56

@ NaOH; 1,00 N; Solucdo-Titrisol Merck

® Realizada sobre vigorosa agitacio magnética, em um banho termostatizado com temperatura
controlada e ajustada para 23,0 + 1,0 °C, e borbulhamento continuo de N, (livre de CO,)

©  1=0,10 M (NaCl)

Os valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de 3-(1-piperidina)propiofenona (4)
obtidos através do ajuste dos coeficientes da equacdo 50 aos valores de pH determinados

experimentalmente em cada titulacdo, estdo indicados na tabela I11.27.

Tabela I11.27. Valores® respectivamente de logP,, de pK, e de logP; do cloreto de
3-(1-piperidina)propiofenona (4) obtidos através do ajuste da Equacdo 50 aos
valores de pH determinados experimentalmente™®

pK, 9,49 (0,03)
logP, 3,06 (0,13)
logP; 0,48 (0,07)
Numeros entre parentes correspondem ao desvio padrdao da média dos valores obtidos em cada uma das
titulacdes
Titulagdo potenciométrica com NaOH; 1,00 N; sobre agitacio magnética, a 23,0 + 1,0 °C, e
borbulhamento de N2 (livre de CO,)

(@)

(b)
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n.2.65. Determinacao dos valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de 3-(1-

morfolino)propiofenona (5) por potenciometria

Procedendo-se como descrito no item II.4.1.4. foram determinados pelo método
potenciométrico, o valor do coeficiente de particdo da espécie ionizada (logP;), o valor do
coeficiente de particdo da espécie ndo-ionizada (logP,) e o valor da constante de ionizacdo pK,,
do cloreto de 3-(1-morfolino)propiofenona (3).

Os volumes de titulante (NaOH; 1,00 N; Solucao-Titrisol Merck) adicionados nas
titulagdes em meio aquoso € em meio aquoso na presenca de n-octanol, em diferentes proporcoes
de volumes; e os correspondentes valores de pH lidos para cada tubo de titulagdo estdo indicados
na tabela 111.28.

Tabela I11.28. Valores do volume de titulante® adicionado e dos correspondentes
valores de pH registrados em cada uma das titulacdes® do cloreto de 3-(1-
morfolino)propiofenona (5) em meio aquoso‘ e em meio aquoso® na presenca de n-
octanol, em diferentes proporcoes de volumes

Volume de Valor de pH registrado®™
titulante Solucio Sol.aquosa®/ | Sol.aquosa™/ | Sol.aquosa®/ | Sol.aquosa™/
(uL)® a o(s;a“) n-octanol n-octanol n-octanol n-octanol
K v 9:1 9:2 9:4 9:8
3,00 5,42 4,28 4,14 4,30 3,84
6,00 5,85 4,68 4,61 4,58 4,08
9,00 6,09 4,94 4,89 4,73 4,29
12,00 6,24 5,11 5,08 4,86 4,44
15,00 6,36 5,24 5,31 4,97 4,57
18,00 6,46 5,33 5,43 5,06 4,68
21,00 6,53 5,42 5,50 5,14 4,77
24,00 6,63 5,49 5,57 5,21 4,85
27,00 6,69 5,57 5,64 5,29 4,92
30,00 6,76 5,64 5,70 5,35 4,99
33,00 6,83 5,69 5,76 5,41 5,05
36,00 6,92 5,75 5,82 5,47 5,11
39,00 6,98 5,80 5,88 5,52 5,17
42,00 7,04 5,85 5,93 5,58 5,23
45,00 7,10 5,95 5,99 5,63 5,25
48,00 7,21 6,02 6,04 5,69 5,28
51,00 7,33 6,04 6,09 5,74 5,39
54,00 7,43 6,10 6,15 5,81 5,44
57,00 7,56 6,14 6,20 5,86 5,49
60,00 7,70 6,18 6,26 5,92 5,54
63,00 7,89 6,23 6,32 6,02 5,59
66,00 8,16 6,28 6,38 6,09 5,65
69,00 8,64 6,32 6,45 6,15 5,71
72,00 9,65 6,37 6,51 6,21 5,76
75,00 10,46 6,42 6,59 6,28 5,82
78,00 10,76 6,47 6,75 6,36 5,89
81,00 10,93 6,53 6,86 6,46 5,96
84,00 11,04 6,59 7,00 6,57 6,03
87,00 11,19 6,65 7,19 6,70 6,11
90,00 11,19 6,72 7,22 6,20

@ NaOH; 1,00 N; Solugdo-Titrisol Merck

® Realizada sobre vigorosa agitacdo magnética, em um banho termostatizado com temperatura
controlada e ajustada para 23,0 = 1,0 °C, e borbulhamento continuo de N, (livre de CO,)

© 1n=0,10 M (NaCl)
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Os valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de 3-(1-morfolino)propiofenona (5)
obtidos através do ajuste dos coeficientes da equacdo 50 aos valores de pH determinados

experimentalmente em cada titulacdo, estdo indicados na tabela I11.29.

Tabela I11.29. Valores® respectivamente de logP,, de pK, e de logP; do cloreto de
3-(1-morfolino)propiofenona (5) obtidos através do ajuste da Equacdo 50 aos
valores de pH determinados experimentalmente(b)

pK, 6,87 (0,01)
logP, 1,54 (0,11)
logP; | -1,16 (0,07)
Numeros entre parentes correspondem ao desvio padrao da média dos valores obtidos em cada uma das
titulacdes
Titulagdo potenciométrica com NaOH; 1,00 N; sobre agitacdo magnética, a 23,0 + 1,0 °C, e
borbulhamento de N2 (livre de CO,)

(@)

(b)

n.2.6.6. Determinacao dos valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de 3-(ciclo-
hexilamino)propiofenona (7) por potenciometria

Procedendo-se como descrito no item II.4.1.4. foram determinados pelo método
potenciométrico, o valor do coeficiente de particdo da espécie ionizada (logP;), o valor do
coeficiente de particdo da espécie ndo-ionizada (logP,) e o valor da constante de ionizacdo pK,,
do cloreto de 3-(ciclo-hexilamino)propiofenona (7).

Os volumes de titulante (NaOH; 1,00 N; Solucao-Titrisol Merck) adicionados nas
titulagdes em meio aquoso € em meio aquoso na presenca de n-octanol, em diferentes proporcoes
de volumes; e os correspondentes valores de pH lidos para cada tubo de titulagdo estdo indicados
na tabela I11.30.

Os valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de 3-(ciclo-hexilamino)propiofenona (7)
obtidos através do ajuste dos coeficientes da equacdo 50 aos valores de pH determinados

experimentalmente em cada titulacdo, estdo indicados na tabela I11.31.

m.2.67. Determinacao dos valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de N-
[(V,N-dimetilamino)etil]benzamida (8), por potenciometria

Procedendo-se como descrito no item II.4.1.4. foram determinados pelo método

potenciométrico, o valor do coeficiente de particdo da espécie ionizada (logP;), o valor do

coeficiente de particao da espécie ndo-ionizada (logP,) e o valor da constante de ionizacao pK,,

do cloreto de N-[(V,N-dimetilamino)etil]benzamida (8).

Os volumes de titulante (NaOH; 1,00 N; Solucdo-Titrisol Merck)adicionados nas
titulacdes em meio aquoso € em meio aquoso na presenca de n-octanol, em diferentes
propor¢oes de volumes; e os correspondentes valores de pH lidos para cada tubo de

titulacdo estdo indicados na tabela 111.32.
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Tabela I111.30. Valores do volume de titulante® adicionado e dos correspondentes valores
de pH registrados em cada uma das titulac;()esb do cloreto de 3-(ciclo-
hexilamino)propiofenona (7) em meio aquoso‘ e em meio aquoso® na presenca de n-
octanol, em diferentes proporc¢oes de volumes

Volume de Valor de pH registrado™
titulante Solucio Sol.aquosa/ | Sol.aquosa'”/ | Sol.aquosa®/ | Sol.aquosa™/
(uL)® a oga(c) n-octanol n-octanol n-octanol n-octanol
K v 9:1 9:2 9:4 9:8
3,00 8,61 6,95 5,01 6,00 4,92
6,00 9,03 7,21 5,94 6,59 5,67
9,00 9,25 7,30 6,37 6,74 6,09
12,00 9,48 7,33 6,63 6,89 6,32
15,00 9,62 7,37 6,79 7,12 6,54
18,00 9,70 7,40 6,91 7,22 6,68
21,00 9,75 7,44 7,01 7,25 6,79
24,00 9,79 7,48 7,06 7,29 6,90
27,00 9,83 7,54 7,13 7,32 7,00
30,00 9,86 7,59 7,21 7,33 7,03
33,00 9,94 7,61 7,25 7,34 7,11
36,00 9,99 7,64 7,64 7,38 7,15
39,00 10,04 7,73 7,69 7,42 7,21
42,00 10,11 7,75 7,71 7,47 7,32
45,00 10,18 7,79 7,75 7,53 7,44
48,00 10,27 8,09 7,717 7,58 7,55
51,00 10,30 8,16 7,86 7,63 7,67
54,00 10,46 8,22 7,90 7,68 7,82
57,00 10,52 8,27 7,92 7,73 7,95
60,00 10,70 8,31 7,93 7,78 8,00
63,00 10,81 8,40 7,94 7,81 8,06
66,00 10,91 8,48 8,00 8,27 8,11
69,00 10,97 8,61 8,10 8,35 8,24
72,00 11,05 8,81 8,18 8,49 8,48
75,00 11,14 9,09 8,33 8,73 9,03
78,00 11,25 9,58 8,56 9,36 9,87
81,00 11,32 10,11 8,81 10,05 10,45
84,00 11,32 10,48 9,41 10,51 10,73
87,00 11,42 10,68 10,08 10,77 10,92
90,00 11,42 10,86 10,49 10,94 11,03

@ NaOH; 1,00 N; Solucdo-Titrisol Merck

® Realizada sobre vigorosa agitacio magnética, em um banho termostatizado com temperatura
controlada e ajustada para 23,0 = 1,0 °C, e borbulhamento continuo de N, (livre de CO,)

©  1=0,10 M (NaCl)

Tabela I11.31. Valores® respectivamente de logP,, de pK, e de logP; do cloreto de
3-(ciclo-hexilamino)propiofenona (7) obtidos através do ajuste da Equacdo 50 aos
valores de pH determinados experimentalmente™

pK, 9,83 (0,05)
logP, 3,33 (0,06)
logP; 0,67 (0,05)
Numeros entre parentes correspondem ao desvio padrao da média dos valores obtidos em cada uma das
titulacdes
Titulagdo potenciométrica com NaOH; 1,00 N; sobre agitacio magnética, a 23,0 + 1,0 °C, e
borbulhamento de N2 (livre de CO,)

(@)

(b)
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Tabela 111.32. Valores do volume de titulante® adicionado e dos correspondentes valores
de pH registrados em cada uma das titulac;ﬁesb do cloreto de N-[(N,N-
dimetilamino)etil]benzamida (8), em meio aquoso® e em meio aquoso‘ na presenca de
n-octanol, em diferentes proporc¢oes de volumes

Volume de Valor de pH registrado™
titulante Solucio Sol.aquosa/ | Sol.aquosa'”/ | Sol.aquosa®/ | Sol.aquosa™/
(uL)® a oga(c) n-octanol n-octanol n-octanol n-octanol
K v 9:1 9:2 9:4 9:8
3,00 5,13 5,44 5,72 4,84 5,13
6,00 5,13 6,20 6,05 5,56 5,13
9,00 5,96 6,45 6,26 5,87 5,96
12,00 6,62 6,60 6,41 6,07 6,62
15,00 6,87 6,73 6,53 6,21 6,87
18,00 7,00 6,83 6,64 6,33 7,00
21,00 7,13 6,92 6,73 6,43 7,13
24,00 7,24 7,00 6,81 6,57 7,24
27,00 7,34 7,07 6,88 6,67 7,34
30,00 7,42 7,14 6,96 6,75 7,42
33,00 7,52 7,21 7,03 6,82 7,52
36,00 7,59 7,28 7,10 6,89 7,59
39,00 7,67 7,35 7,17 6,95 7,67
42,00 7,78 7,42 7,24 7,02 7,78
45,00 7,84 7,49 7,31 7,09 7,84
48,00 797 7,57 7,42 7,16 7,97
51,00 8,04 7,65 7,53 7,24 8,04
54,00 8,22 7,74 7,64 7,32 8,22
57,00 8,35 7,83 7,74 7,41 8,35
60,00 8,54 7,94 7,86 7,51 8,54
63,00 8,83 8,07 8,01 7,63 8,83
66,00 9,39 8,22 8,22 7,717 9,39
69,00 10,22 8,66 8,55 7,97 10,22
72,00 10,64 9,60 9,55 8,26 10,64
75,00 10,83 10,32 10,42 9,11 10,83
78,00 10,73 9,16

@ NaOH; 1,00 N; Solucdo-Titrisol Merck

® Realizada sobre vigorosa agitacio magnética, em um banho termostatizado com temperatura
controlada e ajustada para 23,0 = 1,0 °C, e borbulhamento continuo de N, (livre de CO,)

©  1=0,10 M (NaCl)

Os valores de [logP;, de logP, e de pK, do cloreto de N-[(N,N-
dimetilamino)etil]benzamida (8) obtidos através do ajuste dos coeficientes da equacdo 50 aos
valores de pH determinados experimentalmente em cada titulagdo, estdo indicados na fabela

111.33.

Tabela I11.33. Valores® respectivamente de logP,, de pK, e de logP; do cloreto de
N-[(N,N-dimetilamino)etil]benzamida (8) obtidos através do ajuste da Equacdo
50 aos valores de pH determinados experimentalmente™

pK. | 9,16 (0,02)
logP, 1,64 (0,04)
logP; -1,8 (0,01)
Numeros entre parentes correspondem ao desvio padrao da média dos valores obtidos em cada uma das
titulacdes

Titulagdo potenciométrica com NaOH; 1,00 N; sobre agitacio magnética, a 23,0 + 1,0 °C, e
borbulhamento de N2 (livre de CO,)

(@)

(b)
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n.2.68. Determinaciao dos valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de N-

[(V, N-dimetilamino)metil]benzamida (9), por potenciometria

Procedendo-se como descrito no item II.4.1.4. foram determinados pelo método
potenciométrico, o valor do coeficiente de particdo da espécie ionizada (logP;), o valor do
coeficiente de particdo da espécie ndo-ionizada (logP,) e o valor da constante de ionizacdo pK,,
do cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)metil]benzamida (9).

Os volumes de titulante (NaOH; 1,00 N; Solucgao-Titrisol Merck)adicionados nas
titulagdes em meio aquoso € em meio aquoso na presenca de n-octanol, em diferentes proporcoes
de volumes; e os correspondentes valores de pH lidos para cada tubo de titulagdo estdo indicados

na tabela I11.34.

Tabela 111.34. Valores do volume de titulante® adicionado e dos correspondentes valores
de pH registrados em cada uma das titulac;ﬁesb do cloreto de N-[(N,N-
dimetilamino)metil]benzamida (9), em meio aquoso‘ e em meio aquoso‘ na presenca de
n-octanol, em diferentes proporc¢oes de volumes

Volume de Valor de pH registrado™
titulante Solucio Sol.aquosa/ | Sol.aquosa'”/ | Sol.aquosa®/ | Sol.aquosa™/
(uL)® a uoga(c) n-octanol n-octanol n-octanol n-octanol
H d 9:1 9:2 9:4 9:8
3,00 6,56 5,70 5,40 6,18 5,35
6,00 8,54 6,71 6,56 6,74 6,17
9,00 8,85 6,97 7,04 6,96 6,98
12,00 9,17 7,13 7,17 7,07 6,87
15,00 9,35 7,25 7,26 7,17 7,06
18,00 9,53 7,35 7,34 7,20 7,13
21,00 9,71 7,45 7,43 7,28 7,15
24,00 9,88 7,53 7,51 7,35 7,11
27,00 10,03 7,62 7,59 7,40 7,18
30,00 10,14 7,71 7,67 7,50 7,23
33,00 10,23 7,80 7,75 7,55 7,30
36,00 10,27 7,89 7,82 7,59 7,35
39,00 10,36 7,98 7,89 7,67 7,43
42,00 10,44 8,06 7,97 7,717 7,50
45,00 10,52 8,13 8,30 7,85 7,56
48,00 10,62 8,18 8,32 7,92 7,61
51,00 10,72 8,24 8,40 8,01 7,69
54,00 10,81 8,30 8,51 8,12 7,81
57,00 10,90 8,38 8,58 8,29 7,92
60,00 10,98 8,45 8,71 8,55 8,12
63,00 11,06 8,54 8,96 8,85 8,23
66,00 11,14 8,69 9,23 9,37 8,53
69,00 11,14 8,80 9,86 10,11 9,15
72,00 11,25 8,92 10,36 10,49 10,12
75,00 11,32 9,06 10,59 10,70 10,44
78,00 11,32 9,27 10,76 10,87 10,71

@ NaOH; 1,00 N; Solucdo-Titrisol Merck

® Realizada sobre vigorosa agitacio magnética, em um banho termostatizado com temperatura
controlada e ajustada para 23,0 + 1,0 °C, e borbulhamento continuo de N, (livre de CO,)

©  1=0,10 M (NaCl)
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Os valores de logP;, de IlogP, e de pK, do cloreto de N-[(N,N-
dimetilamino)metil|benzamida (9) obtidos através do ajuste dos coeficientes da equagdo 50 aos
valores de pH determinados experimentalmente em cada titulacdo, estdo indicados na tabela

I11.35.

Tabela I11.35. Valores® respectivamente de logP,, de pK, e de logP; do cloreto de
N-[(N,N-dimetilamino)metil]benzamida (9) obtidos através do ajuste da Equacdo
50 aos valores de pH determinados experimentalmente®

pK. 7,48 (0,03)
logP, 0,80 (0,06)
logP; -1,21 (0,01)
Numeros entre parentes correspondem ao desvio padrdo da média dos valores obtidos em cada uma das
titulacdes
Titulagdo potenciométrica com NaOH; 1,00 N; sobre agitacio magnética, a 23,0 + 1,0 °C, e
borbulhamento de N2 (livre de CO,)

(@)

(b)

m.2.69. Determinacao dos valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de N-

[(V,N-dimetilamino)etil]benzoato (10) por potenciometria

Procedendo-se como descrito no item II.4.1.4. foram determinados pelo método
potenciométrico, o valor do coeficiente de particdo da espécie ionizada (logP;), o valor do
coeficiente de particao da espécie ndo-ionizada (logP,) e o valor da constante de ionizacao pK,,
do cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)etil]benzoato (10).

Os volumes de titulante (NaOH; 1,00 N; Solucgdo-Titrisol Merck)adicionados nas
titulagdes em meio aquoso € em meio aquoso na presenca de n-octanol, em diferentes proporcoes
de volumes; e os correspondentes valores de pH lidos para cada tubo de titulagdo estdo indicados
na tabela I11.36.

Os valores de logP;, de logP, e de pK, do cloreto de N-[(V,N-dimetilamino)etil|benzoato
(10) obtidos através do ajuste dos coeficientes da equacdo 50 aos valores de pH determinados

experimentalmente em cada titulacdo, estdo indicados na Tabela I11.37.

I11.2.7. Obtencao dos valores do coeficiente de particao calculo (logP...)

Os valores do coeficiente de particdo calculado (logP.,.) foram obtidos através do
programa CLOG P (Biobyte Corp., 1995), versao 1.0.0. para Windows (1995), Byobyte, USA.
Os valores de logP... para os compostos da série de derivados da procaina (compostos 1 —10),

estao indicados na Tabela I11.38.
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Tabela 111.36. Valores do volume de titulante® adicionado e dos correspondentes valores
de pH registrados em cada uma das titulac;ﬁesb do cloreto de N-[(N,N-
dimetilamino)etil]benzoato (10) em meio aquoso‘ e em meio aquoso® na presenca de n-
octanol, em diferentes proporc¢oes de volumes

Volume de Valor de pH registrado™
titulante Solucio Sol.aquosa/ | Sol.aquosa'”/ | Sol.aquosa®/ | Sol.aquosa™/
(uL)® a oga(c) n-octanol n-octanol n-octanol n-octanol
K v 9:1 9:2 9:4 9:8
3,00 6,56 5,70 5,40 6,18 5,35
6,00 8,54 6,71 6,56 6,74 6,17
9,00 8,85 6,97 7,04 6,96 6,98
12,00 9,17 7,13 7,17 7,07 6,87
15,00 9,35 7,25 7,26 7,17 7,06
18,00 9,53 7,35 7,34 7,20 7,13
21,00 9,71 7,45 7,43 7,28 7,15
24,00 9,88 7,53 7,51 7,35 7,11
27,00 10,03 7,62 7,59 7,40 7,18
30,00 10,14 7,71 7,67 7,50 7,23
33,00 10,23 7,80 7,75 7,55 7,30
36,00 10,27 7,89 7,82 7,59 7,35
39,00 10,36 7,98 7,89 7,67 7,43
42,00 10,44 8,06 7,97 7,717 7,50
45,00 10,52 8,13 8,30 7,85 7,56
48,00 10,62 8,18 8,32 7,92 7,61
51,00 10,72 8,24 8,40 8,01 7,69
54,00 10,81 8,30 8,51 8,12 7,81
57,00 10,90 8,38 8,58 8,29 7,92
60,00 10,98 8,45 8,71 8,55 8,12
63,00 11,06 8,54 8,96 8,85 8,23
66,00 11,14 8,69 9,23 9,37 8,53
69,00 11,14 8,80 9,86 10,11 9,15
72,00 11,25 8,92 10,36 10,49 10,12
75,00 11,32 9,06 10,59 10,70 10,44
78,00 11,32 9,27 10,76 10,87 10,71
81,00 11,42 9,69 10,91 10,98 10,88
84,00 11,42 10,11 11,01 11,08 11,00
87,00 11,51 10,42 11,10 11,16 11,09
90,00 11,51 10,64 11,18 11,16 11,09

@ NaOH; 1,00 N; Solucdo-Titrisol Merck

® Realizada sobre vigorosa agitacio magnética, em um banho termostatizado com temperatura
controlada e ajustada para 23,0 = 1,0 °C, e borbulhamento continuo de N, (livre de CO,)

©  1=0,10 M (NaCl)

Tabela I11.37. Valores® respectivamente de logP,, de pK, e de logP; do cloreto de
N-[(N,N-dimetilamino)etil]benzoato (10) obtidos através do ajuste da Equacdo 50
aos valores de pH determinados experimentalmente™

pK, 8,60 (0,02)
logP, | 2,22 (0,05)
logP; |-1,19 (0,01)
Numeros entre parentes correspondem ao desvio padrdo da média dos valores obtidos em cada uma das
titulagcdes
Titulagdo potenciométrica com NaOH; 1,00 N; sobre agitacio magnética, a 23,0 + 1,0 °C, e
borbulhamento de N2 (livre de CO,)

(@)

(b)
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Tabela 111.38. Valores do coeficiente de particio calculado logP..., obtidos através do
programa CLOGP® para a série de derivados da procaina, (compostos 1 - 10), estudados

neste trabalho

o

Composto 10gP a1
N° X n Y
1 -CH2- | 1 -N(CH,), 1,625
2 -CHz- | 1 -N(C,Hy), 2,683
3 -CH»2- 1 _Pirrolidino 2,481
4 -CH2- 1 -Piperidino 3,04
S -CH»2- 1 -Morfolino 1,771
6 -CH»2- 1 -Piperazino 2.395
7 -CH»>- 1 -ciclo-hexilamino 3,242
8 -NH- | 2 -N(CH,), 1,092
2 -NH- | 1 -N(CH,), 0,883
10 -O- 2 -N(CH,), 2,017

@ (Biobyte Corp., 1995)

I11.3. Determinacao do parametro biolégico

Procedendo-se como descrito no item IL.S. foram determinados os efeitos dos compostos

da série de derivados da procaina (compostos 1 —10) sobre o bloqueio da transmissao

neuromuscular, avaliado no sistema musculo diafragma-nervo frénico de camundongos

(SOUCCAR et al., 1999; SOUCCAR et al., 1998).

Os gréficos correspondentes aos os registros dos valores das porcentagem de contracio

induzida por estimulagdo elétrica nervosa em fung¢do do tempo em preparagdes nervo frénico-

musculo diafragma de camundongo observados para os compostos da série de derivados da

procaina estdo apresentados nas Figuras I11.2-11, respectivamente
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Figura IIL.2. Registro® do efeito do cloreto de 3-(dimetilamino)propiofenona
(composto 1) nas concentracoes, de 3x10* e 10° M respectivamente, sobre a

contracdo muscular induzida por estimulacao elétrica nervosa em preparacoes

(b)

nervo Frénico-Miusculo diafragma de camundongo, observado no periodo total de 30

minutos, em intervalos de 5 minutos.

@ Usando um transdutor de for¢ca em um poligrafo.
(b)

As preparagdes foram montadas em uma cuba de 2 mL com solucdo fisiolégica, pH 7,3 — 7,4;

continuamente gaseificada com 95% O, e 5% de CO, em um banho termostatizado com temperatura

controlada e ajustada para 25,0 °C.
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Figura II1.3. Registro® do efeito do cloreto de 3-(dietilamino)propiofenona
(composto 2) nas concentracoes de 3x10° e 10* M respectivamente, sobre a
contracio muscular induzida por estimulacdo elétrica nervosa em
prepara(_,;()es(b) nervo Frénico-Misculo diafragma de camundongo, observado

no periodo total de 30 minutos, em intervalos de 5 minutos.

@ Usando um transdutor de forca em um poligrafo.

® As preparacgdes foram montadas em uma cuba de 2 mL com solucéo fisiolégica, pH 7,3 — 7.4;
continuamente gaseificada com 95% O, e 5% de CO, em um banho termostatizado com
temperatura controlada e ajustada para 25,0 °C.
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Figura II1.4. Registro™ do efeito do cloreto de 3-(1-pirrolidina)propiofenona
(composto 3) nas concentracoes de 3x10'5, 10'4, 3x10% e 10° M
respectivamente, sobre a contracido muscular induzida por estimulaciao
elétrica nervosa em preparagﬁes“’) nervo Frénico-Musculo diafragma de
camundongo, observado no periodo total de 30 minutos, em intervalos de 5
minutos.

©  Usando um transdutor de forca em um poligrafo.

@ As preparacgdes foram montadas em uma cuba de 2 mL com solucéo fisiolégica, pH 7,3 — 7.4;

continuamente gaseificada com 95% O, e 5% de CO, em um banho termostatizado com
temperatura controlada e ajustada para 25,0 °C.
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Figura I11.5. Registro® do efeito do cloreto de 3-(1-piperidina) propiofenona
(composto 4) nas concentracdes de 10°, 3x10” e 10 M respectivamente,
sobre a contracio muscular induzida por estimulacao elétrica nervosa em
prepara(_,;()es(b) nervo Frénico-Misculo diafragma de camundongo, observado
no periodo total de 30 minutos, em intervalos de 5 minutos.

@ Usando um transdutor de forca em um poligrafo.

® As preparagdes foram montadas em uma cuba de 2 mL com solucéo fisiolégica, pH 7,3 — 7.4;

continuamente gaseificada com 95% O, e 5% de CO, em um banho termostatizado com
temperatura controlada e ajustada para 25,0 °C.
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Figura IIL.6. Registro® do efeito do cloreto de 3-(1-morfolina)propiofenona
(composto 5) nas concentracoes de 3x10* e 10° M respectivamente, sobre a
contracio muscular induzida por estimulacdo elétrica nervosa em
preparagﬁes(b) nervo Frénico-Musculo diafragma de camundongo, observado
no periodo total de 30 minutos, em intervalos de 5 minutos.

(a) .

Usando um transdutor de forca em um poligrafo.
® As preparacgdes foram montadas em uma cuba de 2 mL com solucéo fisiolégica, pH 7,3 — 7.4;

continuamente gaseificada com 95% O, e 5% de CO, em um banho termostatizado com
temperatura controlada e ajustada para 25,0 °C.
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Figura IIL.7. Registro(a) do efeito do cloreto de 3-[1-(4-metilpiperazina)]
propiofenona (composto 6) nas concentracoes de 3x10* e 10° M
respectivamente, sobre a contracio muscular induzida por estimulacio
elétrica nervosa em preparacdes” nervo Frénico-Musculo diafragma de
camundongo, observado no periodo total de 30 minutos, em intervalos de 5
minutos.

@ Usando um transdutor de forca em um poligrafo.

® As preparagdes foram montadas em uma cuba de 2 mL com solucéo fisiolégica, pH 7,3 — 7.4;

continuamente gaseificada com 95% O, e 5% de CO, em um banho termostatizado com
temperatura controlada e ajustada para 25,0 °C.

—_

)

[ay]
I

100 -

m |
[ h
1 1

[yu]
(53]
I

Contracio (% do Controle)

0% M

i il 7% 7235107 M

(]
L

10 15 20 25 30
Tempo (min)

[
[y]

Figura II1.8. Registro® do efeito do cloreto de 3-(ciclo-
hexilamina)propiofenona (composto 7) nas concentracoes de 10, 3x10 e 107
M respectivamente, sobre a contracao muscular induzida por estimulaciao
elétrica nervosa em preparagﬁes“’) nervo Frénico-Musculo diafragma de
camundongo, observado no periodo total de 30 minutos, em intervalos de 5
minutos.

@ Usando um transdutor de forca em um poligrafo.

® As preparacgdes foram montadas em uma cuba de 2 mL com solucéo fisiolégica, pH 7,3 — 7.4;

continuamente gaseificada com 95% O, e 5% de CO, em um banho termostatizado com
temperatura controlada e ajustada para 25,0 °C.
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Figura IIL9. Registro(a) do efeito do cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)
etil]lbenzamida (composto 8) nas concentracoes de 10, 6x10™, 3x10* e 10° M
respectivamente, sobre a contracio muscular induzida por estimulacio
elétrica nervosa em preparacdes” nervo Frénico-Misculo diafragma de
camundongo, observado no periodo total de 30 minutos, em intervalos de 5
minutos.

@ Usando um transdutor de forca em um poligrafo.

® Ag preparacdes foram montadas em uma cuba de 2 mL com solugdo fisiolégica, pH 7,3 — 7.4;

continuamente gaseificada com 95% O, e 5% de CO, em um banho termostatizado com
temperatura controlada e ajustada para 25,0 °C.
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Figura IIL.10. Registro® do efeito do cloreto de N-[(N,N-
dimetilamino)metil]benzamida (composto 9) nas concentracoes de 10'4, 3x10™
e 10° M respectivamente, sobre a contracao muscular induzida por
estimulacdo elétrica nervosa em preparagﬁes(b) nervo Frénico-Musculo
diafragma de camundongo, observado no periodo total de 30 minutos, em
intervalos de 5 minutos.

@ Usando um transdutor de forca em um poligrafo.

® Ag preparacdes foram montadas em uma cuba de 2 mL com solugdo fisiolégica, pH 7,3 — 7.4;

continuamente gaseificada com 95% O, e 5% de CO, em um banho termostatizado com
temperatura controlada e ajustada para 25,0 °C.
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Figura IIL1I1. Registro® do efeito do cloreto de N-[(N,N-
dimetilamino)etil]benzoato (composto 10) nas concentracoes de 10'4, 3x10% e
10° M respectivamente, sobre a contracio muscular induzida por
estimulacido elétrica nervosa em preparagﬁes(b) nervo Frénico-Musculo
diafragma de camundongo, observado no periodo total de 30 minutos, em
intervalos de 5 minutos.

@ Usando um transdutor de forca em um poligrafo.

® Ag preparacdes foram montadas em uma cuba de 2 mL com solugdo fisiolégica, pH 7,3 — 7.4;

continuamente gaseificada com 95% O, e 5% de CO, em um banho termostatizado com
temperatura controlada e ajustada para 25,0 °C.
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IV. Resultados e Discussao

IV.1. Introducao

O estudo das Relagdes Quantitativas entre Estrutura quimica e Atividade bioldgica,
incluindo-se estudos em trés dimensdes (QSAR/QSAR-3D) utilizando diferentes estratégias
metodoldgicas complementares, aplicadas iterativamente, se estende a diferentes dreas de aplicagao,
seja no planejamento racional de novos farmacos, defensivos agricolas, nos estudos de seus
mecanismos de acdo, na previsdo da toxicidade de compostos e no controle ambiental (HANSCH &
LEO, 1995; KUBINYI, 1993a; KUBINYI, 1993b). Diversos aspectos do estudo de QSAR/QSAR-
3D estio sendo desenvolvidos no laboratério de QSAR do Instituto de Quimica da Universidade de
Sao Paulo. Entre eles, destacam-se o estudo e a determinagdo de propriedades fisico-quimicas e
estruturais, como lipofilicidade e variacdo da densidade eletronica do grupo carbonila, de
compostos com atividade bioldgica, em especial antiarritmicos e anestésicos locais (TAVARES,
1987; SOUSA, 1997; AMARAL et al., 1997; MALVEZZI, et al., 2000; TAVARES & AMARAL,
1997; SIQUEIRA, 2001; MIGUEL, 1992); antitumorais (RAMINELI, 2001), antibacterianos
(BARONI, 1987; TAVARES, 1993; PIRES, 1998; PIRES et al., 2000; 2001); derivados ndo-
nucleosideos anti-HIV (ISHIKI, 1999; ISHIKI et al., 2001) e, mais recentemente tuberculostaticos e
antichagdasicos, visando elucidar o(s) mecanismo(s) das interagdes expressas por cada um dos
parametros, contribuir para elucidar mecanismo e poder prever derivados mais potentes.

Em um trabalho recente, realizado em nosso laboratério (SIQUEIRA, 2001), envolvendo a
andlise de QSAR aplicada aos valores do bloqueio da transmissdo neuromuscular determinados para
uma série de onze brometos de [2-(4-X-benzamido)etil]benzildimetilamonio substituidos,
demonstraram haver correlacdo significativa entre a atividade bioldgica, expressa pelo pardmetro

SE(pH74) o por logP uc. A

pICso e os respectivos parametros lipofilicos, expressos, por T, [ogPp,
andlise dos resultados obtidos confirmou tanto a importincia da presenca do grupo catidnico
terminal como da lipofilicidade do compostos para o bloqueio da transmissd@o neuromuscular.

No presente trabalho, considerando a importancia do estudo das propriedades de ADME no
planejamento racional de novos farmacos ou moléculas candidatas a farmacos (TESTA, 2001;
MALVEZZI et al., 2001; GAVIRAGHI et al., 2001), procurou-se descrever as interacdes
hidrofébicas determinantes da atividade bloqueadora neuromuscular potencial, para uma série de
derivados da procaina (cloreto de 4-amino-N-[2-(dietilamino)etil]benzamida, Figura I.11.), a saber:
cloretos de 3-(dimetilamina)propiofenona (composto 1); de 3-(dietilamina)propiofenona (composto
2); de 3-(1-pirrolidina)propiofenona (composto 3); de 3-(1-piperidina)propiofenona (composto 4);
de 3-(1-morfolina)propiofenona (composto S); de 3-[1-(4-metilpiperazina)]propiofenona (composto

6); de 3-(ciclo-hexilamina)propiofenona (composto 7); de N-[(V,N-dimetilamino)etil]benzamida
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(composto  8); de N-[(N,N-dimetilamino) metil]benzamida (composto 9) e, de N-[(N,N-
dimetilamino)etil]benzoato (composto 10), por nds sintetizados (Figura II.1. Materiais e Métodos).
A seguir, foram desenvolvidos estudos comparativos dos correspondentes parametros hidrofébicos
e relacionados 2 ionizagio (logP.," " ; logP,>"; logP"; (pK, )" 3 (pK"); logPy,™ " logP,"™,
logP!”"; (pK“D'; logP.q) obtidos por trés métodos experimentais (Shake-flask; por HPLC e
potenciométrico) e, por cdlculo (CLOGP), como modelo de particdo para descrever a atividade
bioldgica estudada. Os testes de atividade bloqueadora neuromuscular, avaliada em preparacdes
neuromusculares de camundongos, foram realizados para todos os compostos, em colaboracdo e,
sob a responsabilidade do Prof. Dr. Anténio José Lapa, no Departamento de Farmacologia da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UniFeSP).

Na literatura sdo encontradas inumeras andlises de QSAR de compostos ionizaveis
(SCHERRER, 2001; FRUTTERO et al., 1998), nas quais as correlagdes entre a resposta bioldgica e
os valores do coeficiente de particio das espécies ionizada (logP;) e ndo ionizada (logP,) sdo
estatisticamente idénticas. Isto ocorre porque, na maior parte dos casos, os valores de logP; e de
logP, sao altamente intercorrelacionados. Deste modo, neste trabalho procurou-se distinguir os
parametros hidrofébicos logP; de logP,, visando modelar a contribuicdo relativa das formas
catidbnica e neutra, e assim determinar qual a espécie responsdvel pela atividade bloqueadora

neuromuscular dos derivados da procaina estudados neste trabalho (compostos 1 —10).

IV.2. Compostos estudados

1v.2.1. Critérios de selecao dos compostos

A selecdo dos compostos da série de andlogos da procaina foi feita de acordo com os
critérios sugeridos por Scherrer (2001).

Os critérios propostos por Scherrer estio de acordo com o critério sugerido por Craig
(1971), para escolha de parametros em andlises de QSAR. Em anélises do tipo Hansch, para que se
possa distinguir as contribuicdes dos diferentes pardmetros para a resposta bioldgica, seus valores
devem apresentar um grande intervalo de variacdo, suficiente para que se possa observar, se for o
caso, efeitos significativos sobre a resposta bioldgica e, ainda mais, na série estudada, os parametros
ndo devem apresentar intercorrelacio significativa, ou seja, os valores do coeficiente de correlagdo
(r) nas intercorrelagdes entre os parametros analisados devem, idealmente, ser menores que 0,3

Baseando-se no modelo de particio de compostos ionizdveis em um sistema bifésico,
apresentado e descrito na Figura 1.5. da Introdugdo, Scherrer (2001) propde que um aumento

seletivo da estabilidade da espécie ionizada (BH™) na fase orgénica, tipicamente n-octanol, levaria a
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uma diminui¢do do valor de logP; independentemente do valor de logP,. Ou seja, quanto mais
estavel for a espécie ionizada (BH") em n-octanol, em relacdo a sua estabilidade na fase aquosa,
menor a concentracdo relativa de (BH") na fase aquosa e, portanto menor a diferenca entre os
valores de logP; e de logP,. Assim, Scherrer supde que, considerando os equilibrios envolvidos na
particdo, € possivel tornar ndo significativa a intercorrelacdo entre os valores de logP; e de logP,,.

E preciso considerar que, a estabilidade da espécie ionizada se refere a variacdo da energia
livre envolvida no processo de transferéncia de (BH") da fase aquosa para a fase orginica. Quanto
menor for o gasto de energia envolvido na transferéncia de (BH') da fase aquosa para a fase
organica, mais estdvel é esta espécie (BH™) na fase organica e, mais deslocado estard o equilibrio de
particdo em diregdo a fase orgénica.

Partindo-se do principio de que na fase orgnica a espécie ionizada (BH") se encontra na
forma de um par i6nico (BHA), para que seja possivel variar a estabilidade da espécie ionizada
(BH™) na fase organica, deve-se alterar as caracteristicas estruturais dos compostos de modo que a
estabilidade do par idnico (BHA") na fase orginica seja modificada em relacdo a sua estabilidade
na fase aquosa.

Pares i0nicos sdo espécies neutras, formadas em solucdo pela atracdo eletrostdtica de
espécies ionizadas com cargas opostas e sao suficientemente lipofilicas para se dissolverem em uma
fase organica apolar (QUITANAR-GUERRERO, 1997). Os pares i6nicos sdo formados quando
existe o contato intimo entre estas espécies. Este processo € favorecido quando os fons que formam
o par idnico apresentam as seguintes caracteristicas: (1) contém heterodtomos capazes de se
coordenarem com um, ou com ambos os fons do par idnico; (2) apresentam um minimo de
impedimento estérico para a hidratacao/solvatacdo dos ions; (3) sdo bases, ou 4cidos fortes, ou s@o
compostos com cargas permanentes; (4) sdo lipofilicos; (5) estdo dissolvidos em solventes apolares.

Considerando os fatores que afetam a formacdo do par idnico, Scherrer (2001) propde
algumas mudangas estruturais para uma série de compostos, que levariam a variagao da estabilidade
relativa do par i0nico, nesta série. As mudangas sugeridas por Scherrer sdo:

i. Adicionar, ou remover, heterodtomos que possam estabilizar o par i6nico;

ii.  Mudar a funcdo quimica do grupamento ionizavel;

iii. Variacdo do pK, aquoso e

iv.  Variagdo do impedimento estérico ao redor do grupamento ionizavel.

Outro critério a ser observado na selecdo dos compostos da série se refere as faixas de
varia¢do tanto do parametro hidrofébico analisado bem como do parametro biolégico, devendo
estas ser significativas.

Neste trabalho, foram levados em conta ainda, para a escolha da série de compostos o0s

critérios que consideram: simplicidade na sintese dos compostos, com rotas sintéticas descritas na
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literatura, da disponibilidade de reagentes e da manutencio das caracteristicas estruturais minimas
necessdrias para a conservacao da atividade bloqueadora neuromuscular dos compostos.

A partir dos critérios enumerados e discutidos anteriormente, foi proposta inicialmente uma
série de compostos, na qual todos os requisitos estariam completamente satisfeitos. Assim, estariam
incluidos, além dos compostos jd mencionados, também os seguintes compostos: cloretos de (i) 3-
(di-iso-propil)-propiofenona; (ii) de 3-(terc-butil)-propiofenona; (iii) de 3-metil-propiofenona; (iv)
de 3-dietanol-propiofenona (v) de 3-(di-n-butilamina)propiofenona. Suas preparacdes foram
tentadas exaustivamente, entretanto, por dificuldades encontradas nos procedimentos de preparacao

e de purificacdo, estes compostos ndo foram incluidos, até o momento, no trabalho.

1v.2.2. Preparacio, purificacao e, identificacao dos compostos

Da série de andlogos da procaina selecionados, compostos 1 a 10, dois deles ja haviam sido
anteriormente sintetizados em nosso grupo e, foram imediatamente utilizados. Sdo eles: o cloreto de
N-[(N,N-dimetilamino)metil]benzamida, (composto 9) preparado por Y. Miyazaki (AMARAL, et
al., 1995) de acordo com os procedimentos indicados por Hellmann (HELLMANN, 1957;
ZANATTA & RITTNER, 1983) e, o cloreto de N-[(NV,N-dimetilamino)etil|benzoato (composto 10)
preparado por Wander A. de Souza (SOUSA, 1997) de acordo com os procedimentos indicados por
Rabjohn (RABJOHN, 1955). O grau de pureza para cada composto foi avaliado pelo
correspondente ponto de fusdo (P.F.) - ndo corrigido — e, pela correspondente andlise elementar.

Os compostos de 1 a 7 da série de andlogos da procaina, a saber: cloretos de 3-(Y)
propiofenona, sendo Y = -N(CHs), (1); -N(CH,CH3), (2); 1-pirrolidina (3); 1-piperidina (4); 1-
morfolina (8); [1-(4-metilpiperazina)] (6) e ciclo-hexilamina (7) foram preparados, procedendo-se
de acordo com método trivial, descrito na literatura (BECKER et al., 1997, TRAMONTINI &
ANGIOLINI, 1990; TRAMONTINI, 1973), pela reacdo de Mannich, a partir da condensacdo da
acetofenona com formaldeido e a amina correspondente.

As aminas de partida foram utilizadas em suas formas de base livre ou do correspondente
cloreto, de acordo com a disponibilidade dos reagentes. Com exce¢dao do composto 2, o cloreto de
3-(dietilamina)propiofenona, as preparacdes de todos os compostos da série (compostos 1 e, 3 a 7)
partiram das correspondentes aminas como bases livres. A preparacdo do composto 2 partiu da
amina correspondente, na forma de seu cloridrato.

O cloreto de N-[(N,N-dimetilamino) etil]benzamida (composto 8) foi preparado a partir do
cloreto de benzoila, procedendo-se de acordo com métodos triviais descritos na literatura (TESTA,

1983).
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Na Tabela III.1. (parte experimental) estdo apresentados os valores correspondentes das
constantes fisicas, dos rendimentos, das massas obtidas nas preparacdes e dos resultados relativos as
andlises elementares para os compostos preparados (compostos 1 a 8).

Os rendimentos observados para a preparacdo de cada composto da série (compostos 1 a 8)
variaram de 25 a 80%. Estes foram calculados para o composto puro, adotando-se os resultados das
andlises elementares observadas (CHN) como critério de pureza.

Os baixos rendimentos observados nas preparacdes dos compostos 4 (30%) e 6 (25%),
podem ser atribuidos a grande solubilidade dos compostos na mistura de solventes (dgua/etanol)
utilizada na recristalizacdo, causando perdas de material na etapa de recristalizacao.

Como pode ser observado na Tabela Ill.1., para o composto S (o cloreto de 3-[1-(4-
metilpiperazina)]propiofenona), as analises elementares de C, H e N foram calculadas incluindo-se
0,3 moléculas de dgua para cada molécula do composto.

Todos os compostos preparados (compostos 1 a 8) foram identificados e caracterizados
através dos correspondentes espectros na regido do 1.V., de RMN 'H ¢ de RMN"C. Estio
apresentados nas Tabelas I11.2.; 111.3. e 111.4. (parte experimental) os valores, respectivamente, das
freqiiéncias de absorc¢do caracteristicas na regido do infravermelho, dos deslocamentos quimicos
observados nos espectros de RMN de 'H, de RMN de "’C para os compostos 1 a 8. Estes se

mostraram concordantes com as estruturas propostas.

IV.3. Parametros Hidrofobicos

z

Os parametros hidrofébicos descrevem a lipofilicidade de compostos, que € uma das
propriedades responséveis tanto pelos processos de solubilizag¢do, de penetracdo, de distribui¢do e
de metabolismo de compostos bioativos nos sistemas biolégicos bem como pelas intera¢des nao-
especificas que ocorrem na aproximacdo do composto ao(s) seu(s) alvo(s) bioldgico(s). O estudo
das interacdes hidrofébicas, visando a otimizagdo da lipofilicidade de um composto bioativo e,
portanto, das propriedades farmacocinéticas de moléculas candidatas a farmacos, deve ser uma
preocupacio presente ja nas etapas iniciais de desenvolvimento de um novo firmaco. E reconhecido
na literatura (GAVIRAGHI et al., 2001) que, freqiilentemente, moléculas candidatas a farmacos,
geradas em estudos de QSAR-3D, como por exemplo, baseados apenas na estrutura do receptor,
ndo se tornam farmacos por estes apresentarem propriedades farmacocinéticas inadequadas, ou seja,
ADME (absorcao, distribui¢dao, metabolismo e excre¢do). Desta forma, ressalta-se a importancia do
OSAR cldssico como uma ferramenta de grande valor, principalmente na compreensdo da
contribuicdo das propriedades fisico-quimicas, identificadas como sendo responsdveis pela
atividade (KUBINYTI, 1993).

Neste trabalho, estudando-se série de derivados da procaina, reconhecido anestésico local de

uso na clinica médica, a determinagdo de parametros estruturais, que descrevam a(s) interagao(des)
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hidrofébicos (de naturezas inter- e intra-moleculares) se faz necessdria pela significativa
contribuicdo da lipofilicidade para descrever tanto a potencial atividade anestésica local bem como
o potencial bloqueio da transmissao neuromuscular esperados para a série estudada (compostos 1 —
10). Adicionalmente, o parametro hidrofébico, determinado tanto por diferentes metodologias
experimentais como por cdlculo, permite além da andlise comparativa per se, a avaliagdo de cada
uma das metodologias com respeito ao procedimento experimental adotado e ao sistema, como

modelo para a parti¢do, desta série de compostos, no sistema biolégico.

1V.3.1. Obtenciao dos valores do coeficiente de particao por calculo (logP.q.)

Os valores de logP.,. foram obtidos pelo programa CLOGP (Biobyte Corp., 1995) para os
compostos da série de derivados da procaina (compostos 1 — 10) estdao apresentados na Tabela
I11.28. da parte experimental. Os valores de logP,,. estdo na faixa de 0,8 a 3,2.

Conforme apresentado e discutido na Introduc¢do, o programa CLOGP considera a
aditividade da contribuicdo hidrofébica de cada fragmento dos compostos, baseando-se em dados
experimentais, acrescidos de fatores de correcao relativos a conformacao, a ramificacio, a efeitos de
proximidade entre grupamentos polares, entre outros. A comparacido dos valores de logP.q. € do
coeficiente de parti¢do determinado experimentalmente (logP.y,) permite verificar a(s) natureza(s)
das interacOes hidrofébicas expressas nos valores de logP,..,. A observacdo de correlacdo ndo
significativa entre os valores de logP... € de logP., pode sugerir a presenca de interagdes,
expressas pelos dados experimentais, no entanto, ndo previstas no programa CLOGP (LEO, 1993;
KARAJIANNIS & WATERBEEMD, 1995). Neste trabalho, os valores obtidos de logP.,. foram
utilizados como uma das ferramentas para a interpretacdo das interacdes expressas nos valores

experimentais de logP,,," ; de logP,,,"" -C de logP,”" e, de logP{"”".

Iv.3.2. Determinacao dos valores do coeficiente de particao por Shake-flask ( logPappSF

Como parametro lipofilico, foram determinados os valores do coeficiente de particdo dos
compostos da série de derivados da procaina, (compostos 1 a 10) obtidos pelo método Shake-flask
(logPa,,,,SF ), utilizando-se n-octanol como fase organica e diferentes solucdes tampao,
respectivamente nos valores de pH iguais a: 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0 sendo L =
0,10 M (acertada com NaCl)) como fase aquosa, procedendo-se de acordo com indicacdes de
Dearden e Bresnen (1988) e de Amaral (AMARAL et al., 1997).

Como apresentado e discutido na Introdugdo, o coeficiente de particio de compostos
ionizdveis € muito sensivel a variacoes no pH da fase aquosa e a natureza da solucdo tampao
utilizada. Muitos trabalhos deste grupo (MALVEZZI, 2000) e de outros pesquisadores (DEARDEN
& BRESNEM, 1988; COMER & TAM, 2001; MEYER MANNING, 1998) ressaltam a importancia
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da escolha da natureza do tampdo e do controle do pH nos procedimentos de determinacdo do
coeficiente de particdo por Shake-flask. A natureza de cada solucao tampao utilizada foi selecionada
de modo que estas mantivessem o poder tamponante nos intervalos de pH definidos acima. Para
tanto, foram escolhidas espécies tamponantes com valores de pK, até uma unidade logaritmica
distantes (£ 1,0) do valor de pH desejado. A concentracdo da espécie tamponante no valor de
0,05 M, foi considerada suficiente para tamponar a fase aquosa, considerando-se que a faixa de
concentracdo dos compostos utilizada na particao foi de 1x10* a 1x10°M. As espécies tamponantes
selecionadas eram transparentes a radiacdo ultravioleta (UV), condi¢do necessdria para o uso do
método espectrofométrico. E, finalmente, as espécies tamponantes eram derivadas de acidos ou
bases inorganicos muito pouco lipofilicos, de modo que as mesmas ndo seriam, significativamente,
extraidas pelo n-octanol durante a parti¢ao.

O valor da forca i6nica das solucdes tampao foi ajustado para 0,10 M com a adi¢dao de NaCl.
A influéncia da forga idnica na determinacdo dos valores de logP,,, foi por nds, anteriormente,
observada (MALVEZZI, 1999) e é um tema muito discutido na literatura (DEARDEN &
BRESNEM, 1988; TAKACS-NOVAK, 1999; QUITANAR-GUERRERO, 1997). Neste trabalho o
valor da forca i6nica foi fixado e mantido constante, dentro das condi¢des experimentais, em todos
os procedimentos experimentais. O valor limite de 0,10 M foi escolhido pois estd de acordo com as
recomendacdes de Dearden (DEARDEN & BRESNEM, 1988) e, ainda, se aproxima do valor da
for¢a i6nica nos compartimentos bioldgicos, (tipicamente ao redor de 0,15 M (HARDMAN et al.,
1996). O NaCl foi scolhido para o ajuste de forca idnica pois € um sal formado por espécies
presentes no sistema bioldgico; € praticamente transparente para a radia¢do ultravioleta e ndo se
particiona significativamente em n-octanol.

A faixa de concentragdo inicial de cada um dos compostos utilizada na particao foi de 1x10™
a 1x10° M. Estes valores se encontravam dentro da faixa de deteccdo do espectrofotdmetro
empregado para a avaliacdo da particao, e na faixa de concentracdo em que a lei de Lambert-Beer é
observada. Segundo Dearden (DEARDEN & BRESNEM, 1988), a concentracdo dos solutos em
determinagdes experimentais de Shake-flask deve ser sempre baixa para evitar a auto-associacao
dos mesmos, na fase aquosa, e/ou a formagdo de micelas e, para que os valores de concentragdes se
mantenham préximos dos valores de atividade (a), que correspondem as concentragdes tendendo a
Zero.

Os valores dos volumes da fase aquosa e da fase organica utilizados em cada procedimento
experimental para a determinacdo dos valores de logPappSF dos compostos 1 —10 da série estudada
estdo indicados nas tabelas I1I. 5-15 (Parte Experimental). Os volumes da fase aquosa e da fase
organica foram pré-estabelecidos baseando-se em valores de logPa,,,,SF estimados. Para compostos
lipofilicos, ou seja, cujos valores de logPa,,,,SF ‘estimados eram maiores que zero, foram utilizados

volumes da fase aquosa maiores que os volumes da fase organica (n-octanol). De modo contrério,
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para compostos hidrofilicos, ou seja, cujos valores de logPa,,,,SF ‘estimados eram menores que zero,
foram utilizados volumes da fase aquosa menores que os volumes da fase organica (n-octanol). Este
procedimento, recomendado na literatura (HANSCH, 1995), visa garantir que as concentracdes do
soluto ao final da parti¢do sejam iguais, ou préximas, nas duas fases e assim, ndo se introduza um
erro analitico adicional devido ao limite de deteccdo do espectrofotometro. Dearden (DEARDEN &
BRESNEN, 1988) definiu que para garantir que as concentracdes dos compostos fossem proximas
nas duas fases, a razdo entre o valor da constante de particdo (P) e a relacdo de volumes (R,), ou
seja a razdo P/R, deveria estar na faixa de valores de 1 a 10. Os valores de P/R, estao apresentados
na tabelas I11 6 — 15.

Devido a grande solubilidade de dgua no n-octanol (2,3 mol/L ou aproximadamente 4/1 n-
octanol/dgua), tanto a fase aquosa quanto a fase organica sdo pré-saturadas mutuamente para evitar
que a extracdo de dgua pelo n-octanol altere a relacdo de volumes durante a particdo. Segundo
Dearden (DEARDEN & BRESNEM, 1988), a pré-saturacdo das fases deve ser feita sob constante
agitagdo por um periodo de pelo menos 3 horas, em um banho termostatizado com temperatura
controlada. A temperatura do banho (25 + 1 °C) deve ser a mesma a ser utilizada no procedimento
da parti¢do.

O sistema de parti¢ao foi mantido sob agitacdo magnética, em um banho termostatizado com
temperatura controlada e ajustada para 25 £ 1 °C, por um periodo de aproximadamente 1 hora para
garantir condi¢des de equilibrio entre as concentracdes dos compostos nas duas fases. A falta de
controle e de manuten¢do da temperatura durante a particdo, segundo Dearden (DEARDEN &
BRESNEM, 1988), é um dos fatores responsdveis pela ndo reprodutibilidade dos valores de logP,
obtidos experimentalmente. Apds o periodo de agitacdo, o sistema de particao foi centrifugado para
acelerar a separacdo fases. A estabilidade de cada um dos compostos, durante a particdo, foi
avaliada observando-se as absorbancias dos mesmos antes e, depois da particdo. A faixa de
decomposi¢do observada foi menor do que 1% para todos os compostos da a série estudada.

A determinacdo das concentragdes do soluto antes e, depois da particao, foi feita somente na
fase aquosa. Segundo Dearden, a determinacdo da concentracdo deve ser, preferencialmente, nas
duas fases. No entanto, a determinag¢do da concentragdao do soluto nas duas fases € essencial apenas
quando os solutos em estudo sdo volateis ou podem sofrer adsor¢do, o que ndo ocorre na série
estudada. Os valores de logPa,,,,SF dos compostos 1 — 10 da série de derivados da procaina estiao
apresentados na Tabela IV.1. Como exemplo, os valores obtidos no pH 3,0 estdo na faixa de —2,50 a
-0,04, enquanto que os valores obtidos no pH 10,0 estao na faixa de 0,80 a 2,44. Estes valores se
encontram dentro da faixa de valores adequada a metodologia Shake-flask que é de —3,0 a 3,0

(DEARDEN & BRESNDEN, 1988).
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Tabela TV.1. Valores® de logPa,,pSF determinados na faixa de valores de pH 3,0 a 10,0 por Shake-flask, usando n-octanol/tampﬁo(b),
K =0,10 M (NaCl) e a 23£1 °C, para os compostos da série de derivados da procaina (compostos 1 —10).

[0}
Ak |
X W YH
5,0

N[ X [n Y 3,0 4,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0

1| CH2- [ 1| -N(CH3)2 |[-1,77+0,02 | -1,60+0,02 | -1,43 £0,01 | -1,14 £0,01 | -0,33 £0,01 | 0,54 +0,03 | 1,21 £0,01 | 1,74 £0,01
2| CH2- [ 1| -N(C2H5)2 |[-1,36+0,01 | -1,16 £0,02 | -0,99 £0,01 | -0,77 £0,01 | -0,02 £0,01 | 0,89 +0,01 | 1,39 £0,03 | 1,57 0,02
3| -CH2- | 1 | -Pirrolidino | -1,31£0,01 | -1,33 £0,06 | -1,17 £0,01 | -0,98 +0,02 | -0,23 +0,01 | 0,71 0,01 | 1,43£0,01 | 1,89 0,02
4| -CH2- | 1 | -Piperidino | -0,89+0,03 | -0,86 £0,01 | -0,77 £0,02 | -0,55+0,02 | 046+0,02 | 1,22+0,02 | 1,84+0,01 | 2,38 0,08
5| -CH2- | 1| -Morfolino | -1,58+0,02 | -1,17 £0,05 | -0,57 £0,06 | -0,38 £0,01 | 1,05+0,01 | 1,21 £0,01 | 1,24 £0,01 | 1,25 0,01
6| -CH2- | 1 | -Piperazino | -2,50+0,06 | -1,52+0,06 | -1,24 £0,02 | -0,56 £0,01 | 0,12+0,01 | 0,82+0,01 | 1,07+0,08 | 1,18 £0,01
7 | -CH2- | 1 | -c-hexilamino | -0,04 £0,01 | 0,02+0,02 | 0,05+0,02 | 0,15+0,01 | 0,50+0,01 | 1,30+0,03 | 1,98 £0,01 | 2,44 0,04
8| -NH- | 2| -N(CH3)2 |[-1,72+0,01 | -1,84£0,10 | -1,72 £0,05 | -1,43 £0,01 | -0,53 £0,01 | 0,30+ 0,01 | 0,78 0,02 | 1,07 0,01
9 -NH- | 1| -N(CH3)2 |[-1,67+0,04 |-1,62+0,07 | -1,26 £0,02 | -0,56 £0,08 | 0,22 +0,04 | 0,72+ 0,04 | 0,71 £0,05 | 0,80 0,01
10| -0- [ 2] -N(CH3)2 |[-1,43+0,04 |-1,44+0,08|-1,12+0,01 | -035+0,11 | 0,54 +0,03 | 1,36 +0,02 | 1,69 £0,02 | 1,74 £0,10

(a) Os numeros representam as médias mais os intervalos do desvio padrao das medidas experimentais realizadas em duplicata.

(b) Solugoes tampdo: pH=3,0/Fosfato; pH=4,0/Acetato; pH=5,0/ Acetato; pH=6,0/Citrato; pH=7,0/Fosfato; pH=8,0/Tris; pH=9,0/Tris; pH=10,0/Borato.
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Os valores de logP,,, obtidos nos valores de pH 3,0 e de 10,0 foram comparados com os
valores de logP 4., (ver Tabela IV.4.), pois estes representam os limites experimentais de pH onde o
grau de ionizacdo dos compostos € maximo e minimo, respectivamente (valores pK, na faixa de 6,8
a 9,3). Supde-se, desta forma, que nestes valores de pH haja contribui¢do significativa para a
particdo de apenas uma das espécies.

O programa computacional CLOGP se baseia em dados experimentais € ndo considera a
contribuicdo da ionizagdo para a particdo, enquanto que o método Shake-flask ¢ uma medida
experimental e direta da particdo. Considerando-se tanto o baixo grau de ionizacdo da série de
compostos em pH 10,0 (valores de pK, na faixa de 6,8 a 9,3) bem como a constatacdo de um grau
de decomposicao ndo significativo, (de no maximo 1% para o composto 8), a andlise das diferencas
entre os valores de logPappSF pH 10,0 com os valores observados de CLOGP podem indicar o
quanto os valores logP., modelam as interacdes expressas pelos valores de logPa,,,,SF .

Como pode ser observado na figura IV.l ndo se observa uma correlacdo linear ideal (a =
0,57) entre os valores de logP.,. € de logPappSF (pH = 10,0), incluindo-se, ou ndo, uma varidvel
indicadora da presenca das funcdes éster ou, amida (compostos 10 e 8; 9). Entretanto, na Tabela
IV.2 a andlise dos valores observados para os incrementos (A) permite separar, dentro do erro
experimental, a série de compostos em dois grupos: (i) compostos que contém a funcdo éster ou
amida (compostos 10 e 8; 9) apresentando valor da média dos incrementos A= -0,1 e, (ii)
compostos contendo a funcao cetona, com excec¢ao do composto 1, apresentando valor da média dos

incrementos A = -0,8. Constatacdo andloga é observada comparando-se os valores de

logPa,,pSF respectivamente em valores de pH 3,0 e de 10,0. (Figura IV.3.).

30
5 2,5
s 77 o4 *7
S
Ry
o 2,0 1
S 1 *3
R
1,5 - *2
8 *35 *6
1,0 ¢ -
*9
0,5 -
0,0 T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3.0 35
SF (pH10,0) logP .4
10gP o, 9 20,57 (0,31) logP ., + 0,39 (0,70)

n=10 r=0,83 s=0,32 F=179

Figura IV.1. Grafico e equacao de correlacao obtidos entre os valores de logPappSF @ (pH
=10,0) e de logP..."”, para a série de derivados da procaina, compostos 1 - 10.
@ Determinados em duplicata, usando n-octanol/tampao (4cido bérico/borato de sdédio), u= 0,10 M (NaCl) e a

23+] OC.
® " Obtidos pelo programa CLOGP (Biobyte Corp., 1995)
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Na figura IV.2. ndo se observa uma correlacao linear ideal entre os valores de logP.,. e de
logP.,,"" (pH = 3,0). No entanto, como mostrado na fabela IV.2., avaliando-se as diferencas entre
os valores de logP.,. e de logPa,,,,SF (pH = 3,0), no qual os compostos se apresentam com alto grau
de ionizagdo, pode-se avaliar as correspondentes contribuicdes da ionizagdo, ou da espécie ionizada,
para a particdo. Assim, constata-se que a contribuicdo para a ionizacdo permaneceu constante,
dentro do erro experimental, apresentando valor da média dos incrementos A = -3,4 para a série de
compostos, exceto para o composto 6 (A = -4,9). Este fato pode ser explicado considerando a

segunda ioniza¢do do composto 6.

0,0 7 *7

-0,5 1

SF (pH 3,0)

-1,0 ~ ¢4

logP,),

3 62
1,5 - 4 ¢2
2.0 -

-2,5 1 ®6

_3,0 T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
10gP .

logP ,,,°" PP = 0,47 (0,54) l0gP (e - 2,43 (1,20)
n=10 r=0,58 s=0.55 F=4,17

Figura 1V.2. Grafico e equacao de correlacio obtidos entre os valores de logPa,,,,SF @

(pH = 3,0) e de logP...."™, para a série de derivados da procaina, compostos 1 - 10.

@ Determinados em duplicata, usando n-octanol/tampdo (fosfato), p= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.
® Obtidos pelo programa CLOGP (Biobyte Corp., 1995)

0,0 - .7
%i
5 -0,5 1
&
% 1,0 - o4
10 ¢ 3
-1.5 4 8 @5 ¢ T )
ey & *2 J
2.0
2.5 Y
'3,0 T T T T T T 1
0,0 0.5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 35

logP ;" P =091 (0.60) logP ,,,> PV 2,43 (1,20) 1ogp,,, P00
n=10 r=0,58 s=0.55 F=4,17

Figura IV.3. Griafico e equacdo de correlacao obtidos entre os valores de
logPappSF respectivamente nos valores de pH 3,09 e 10,0”, para a série de
derivados da procaina, compostos 1 - 10.

@ Determinados em duplicata, usando n-octanol/tampao (dcido fosférico/fosfato de sédio), pu= 0,10
M (NaCl) e a 231 OC.

Determinados em duplicata, usando n-octanol/tampao (dcido bérico/borato de sédio), u= 0,10 M
(NaCl) e a 23+1 OC.

(b)
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(a) (b) (©
Tabela 1V.2. Valores de logP,,, nos valores de pH (3,0 e 10,0 ) determinados por Shake-

(G (e)
flask ) e, de locha,ce, obtidos por calculo, para os compostos da série de derivados da
f,2)
procaina (compostos 1 —10) e, dos correspondentes incrementos (A ¢ )

0
.
b AN
(d)

(e)

Composto log p@pSF 0GP oo Incremento

N X 0 Y oH 3’0(11) oH 10’0@) CLOGP ® A(g)

1 |-CH2-| 1 -N(CH3)2 -1,77 (0,02) 1,74 (0,01) 1,63 3,4 0,11
2 | -CH2- |1 -N(C2H5)2 -1,36 (0,01) 1,57 (0,02) 2,68 -4,04 -1,11
3 |-CH2-| 1 -Pirrolidino -1,31 (0,01) 1,89 (0,02) 2,48 -3,79 -0,59
4 |-CH2-| 1 -Piperidino -0,89 (0,03) 2,38 (0,08) 3,04 -3,93 -0,66
5 |-CH2-| 1 -Morfolino -1,58 (0,02) 1,25 (0,01) 1,77 -3,35 -0,52
6 |-CH2-| 1 -Piperazino -2,50 (0,06) 1,18 (0,01) 2,4 -4,9 -1,22
7 | -CH2- | 1 | -c-hexilamino | -0,04 (0,01) 2,44 (0,04) 3,24 -3,28 -0,8

8 | -NH- |2 -N(CH3)2 -1,72(0,01) 1,07 (0,01) 1,09 -2,81 -0,02
9 | -NH- |1 -N(CH3)2 -1,67 (0,04) 0,80 (0,01) 0,88 -2,55 -0,08
10 -O- 2 -N(CH3)2 -1,43 (0,04) 1,74 (0,10) 2,02 -3,45 -0,28

@ Os nimeros entre parénteses representam os valores dos intervalos do desvio padrio das médias das medidas

experimentais realizadas em duplicata

®" " Solugdo tampio cido fosférico/NaOH, w = 0,10 M (NaCl).

©  Solugdo tampio dcido bérico/NaOH; w = 0,10 M (NaCl).

@ Obtidos, em duplicata, usando n-octanol/tampao, u= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.
©  Valores estimados. Obtidos pelo programa CLOGP (Biobyte Corp., 1995)

® Diferenca entre os correspondentes valores de logP,,. € de logPappSF (pH=3,0)
© Diferenca entre os correspondentes valores de logP,,. € de logPappSF (pH =10,0)

A lipofilicidade de compostos ionizdveis no sistema biolégico pode variar de acordo com o
pH do compartimento em que se encontram, determinando muitas vezes, a resposta bioldgica
(TESTA et al., 2000)

Neste trabalho, considerando que os compostos da série de derivados da procaina cont€ém
um grupamento amino terminal ionizdvel, determinaram-se em condi¢cdes experimentais
equivalentes, os correspondentes valores de logPa,,,,SF em diferentes valores de pH, apresentados na
tabela IV.1. As variacdes dos valores de logPappSF em funcdo do pH podem ser convenientemente
analisadas através dos correspondentes perfis de logP,,, versus pH, bem como através das
lipofilicidades relativas dos compostos da série, em funcio do pH.

Para cada composto da série (compostos 1 a 10), a partir dos valores de logPa,,,,SF obtidos em
diversos valores de pH, tipicamente de 3,0 a 10,0, constréi-se o perfil logP,p, versus pH. O perfil
logPp,p versus pH € um grafico que mostra como o valor do coeficiente de particdo de um dado
composto varia em relagdo ao pH. Os graficos com os perfis logPa,,,,SF versus pH, determinados para
cada composto da série de derivados da procaina (compostos 1 a 10) estdo apresentados nas figuras
1V.4 — 13, respectivamente.

Para cada composto da série (compostos 1 a 10), do correspondente grafico do perfil

logPappSF versus pH podem ser obtidos graficamente os respectivos valores das constantes de
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oct

ionizag@o na fase aquosa (pK,"") e em n-octanol (pK,”") e os valores do coeficiente de particdo das
espécies ionizada (logP;) e, ndo ionizada (logP,), como apresentado e discutido na Figura I.7. da
Introducdo. Estes quatro termos, quais sejam: pK,*%, pK,°", logP, e, logP; descrevem os quatro
equilibrios presentes no modelo de particdo de moléculas ionizadas (COMER & TAM, 2001),
ilustrado na Figura 1.5. da Introducao.

Alternativamente, pode-se obter os valores, respectivamente, do pK,*, do pK,*", do logP, e
do logP; através do ajuste dos termos da equacdo 52, proposta neste trabalho, aos valores de

logPappSF , obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampao, pu= 0,10 M (NaCl) e a 23+1

OC. Este ajuste foi feito utilizando a op¢do “Non-Linear Curve Fit” disponivel no programa Origin
6.0 (OriginLab® Corporation © 1991-2002).
10gP 1y = log(Pi+P, 107" 7K og(14+(P; 1077 -PKY/p,)) (equagdo 52)

onde:
logP,, € 0 valor do coeficiente de particdo aparente
logP, € o valor do coeficiente de particdo da espécie ndo-ionizada
logP;é o valor do coeficiente de parti¢cao da espécie ionizada
pK,* é o valor da constante de ionizagdo do composto na fase aquosa
pK,’“" é o valor da constante de ionizacdo do composto na fase organica

A equagdo 52 foi proposta neste trabalho, a partir da substituicdo de cada uma das equagdes,
relativas aos quatro equilibrios presentes na particdo de compostos ionizaveis (equagoes 53 —56), na
equacdo que relaciona os valores das concentracdes de cada espécie com o valor de logP,,,
(equacdo 37). A seguir, estdo apresentadas, respectivamente, as equacdes que representam cada um

dos equilibrios presentes na particdo de compostos ionizdveis, em um sistema bifésico.

a) Equilibrio de ioniza¢do de uma base fraca em solu¢do aquosa (equagdo 53):

pK, " = log([BH"]"“/[H" ][B]*') (equagdo 53)

onde:
pK," é o logaritmo negativo da constante de ioniza¢do em solucéo aquosa
[H'] é a concentra¢do molar do fon H" na fase aquosa
[BH"]“1 é a concentraciio molar da espécie ionizada na fase aquosa
[B]“? é a concentrag¢do molar da espécie ndo-ionizada na fase aquosa

b) Equilibrio de particdo da espécie ndo ionizada entre a fase aquosa e o n-octanol (equagdo 54):

logP, = log([B]*"/[ B]*!) (equagdo 54)

onde:
logP, € o logaritmo do coeficiente de parti¢cao da espécie ndo-ionizada
[B]°“ é a concentragio molar da espécie ndo-ionizada na fase organica
[B]“? é a concentrag¢do molar da espécie ndo-ionizada na fase aquosa
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¢) Equilibrio de ionizacdo de uma base fraca na fase orgénica (n-octanol) (equagdo 55):

pKaocl — log([BH-F]OCl/[H—I—][B]OcT) (equang 55)

onde:
pK,’" & o logaritmo negativo da constante de ionizacdo na fase organica (definida como o
pH da solu¢do aquosa, em que a concentragdo das espécies ionizada e, ndo-ionizada,
sdo iguais, na fase organica
[H"] é a concentra¢do molar do fon H" na fase aquosa
[BH* ] é a concentracdo molar da espécie ionizada na fase organica
[B]°“ é a concentragio molar da espécie ndo-ionizada na fase organica

d) Equilibrio de parti¢do da espécie ionizada entre a fase aquosa e a fase orgéanica(equacdo 56):

logP; = log([BH " ]°“/[BH" ") (equagdo 56)

onde:
logP; é o logaritmo do coeficiente de particdo da espécie ionizada
[BH" ] é a concentracdo molar da espécie ionizada na fase organica
[BH"]“1 ¢ a concentra¢io molar da espécie ionizada na fase aquosa

A equagdo 52 descreve a variagdo dos valores de logP,,, de modo anélogo a equagdo 38,
que estd descrita na literatura (KUBINYI, 1993; COMER & TAM, 2001) e estd apresentada e
discutida na Introducdo. Entretanto, diferentemente da abordagem anterior que descreve os valores
de logP,,, em fungdo dos termos, respectivamente, pK,"l, logP, e logP;, a equacdo 52 permite que
se obtenha através de um Unico ajuste, simultaneamente os termos relativos aos quatro equilibrios
presentes na particdo, ou seja, os valores, respectivamente, de pK,*, de pK,*", de logP, e de logP:;.
Nas figuras 1V.4 — 13 estdo apresentados, respectivamente, os resultados dos ajustes da equacdo 38
e da equacdo 52 aos valores de logPappSF obtidos para cada um dos compostos da série de derivados
da procaina, determinados por Shake-flask, em diversos valores de pH, usando-se o sistema de

solventes n-octanol/tampao, com forca idnica pu= 0,10 M (NaCl) a 23+1 OC.

Na rabela 1V.3. estdo apresentados, respectivamente, os valores estimados de pKaaq; de
pKam; de logP, e de logP,; obtidos através do ajuste, utilizando programa Origin 6.0 (OriginLab®
Corporation © 1991-2002), dos termos da equagdo 52 aos valores de logPa,,,,SF obtidos pelo método

Shake-flask, usando n-octanol/tampao, pu= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC. Este ajuste foi feito

utilizando a opg¢ao “Non-Linear Curve Fit” disponivel no programa Origin 6.0 (OriginLab®

Corporation © 1991-2002).
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Tabela 1V.3. Valores estimados® dos termos pKaaq; pKaOCt; logP, e logP;; obtidos,

respectivamente, através do ajuste(b) dos termos da equacdo 52 aos valores'® de
logPa,,,,SF da série de derivados da procaina (compostos 1 -10).

[
ar’
/%3\4—
X7\ YH

Resultados e Discussdo

N© X |n Y pK | PKS | pKS | logP, | logP;
1 | CH-|I -N(CH,), 9,1 8,50 59 1.8 -1,6
2 | CH- |1 -N(C,H,), 8,6 9,059 5,7 1,6 -1,3

3 | -CH, |1 _Pirrolidino 9,1 © 6,0 1,9 -1,3

4 | -CH, |1 -Piperidino 9,1 © 5.9 2.4 0,8
5 -CH,- | 1 -Morfolino 6.8 © 3,8 1.3 -1,7
6 -CH,- | 1 -Piperazino 8,0 © 5.4 1,2 -1,4
7 | -CH,- | 1| -ciclohexilamino 9,3 © 6,7 2,6 0,0

8 -NH- |2 -N(CH,), 8,7 8,507 5,8 1,1 -1,8
9 -NH- |1 -N(CH,), 7.4 7,340 4,9 0,8 -1,6
10 0- |2 -N(CH,), 8,2 8,30® 5,0 1,8 -1,5

(a) Estima-se um erro de (£ 0,1) para os valores obtidos.

(b) O ajuste dos parametros foi feito usando-se a opcéo “non linear curve fitting” do programa

Origin6.0 (OriginLab® Corporation © 1991-2002).

(c) Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampao, u= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 ©C.

(d) Valores de literatura (SCHONENBERGER & BASTUNG, 1970)

(e) Valores ndo encontrados na literatura pesquisada

(f) Valores de literatura (TESTA et al., 1983)
(g) Valores de literatura (AMARAL, comunicag@o pessoal)

sf
app

logP

0,5
1,0

1,5+

2,0—-
1,5—-
1,0—-
0,5—-

0,04

2,0 —

Figura 1V.4. Grafico do perfil logP,,, vs. pH obtido através dos ajustes™ dos parametros,
respectivamente, da equacdo 38 (Perfil A) e da equacio 52 (Perfil B) aos valores™ de
logPa,,,,SF (*) do cloreto de 3-(1-metil)propiofenona (composto 1)

(a)

(OriginLab® Corporation © 1991-2002).

® " Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampao, p= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.

O ajuste dos parametros foi feito usando-se a opcdo “non linear curve fitting” do programa Origin6.0
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Figura 1IV.5. Grafico do perfil logP,, vs. pH obtido através dos ajustes® dos

parametros, respectivamente, da equacdo 38 (Perfil A) e da equacdo 52 (Perfil B) aos
valores™ de logPappSF (*) do cloreto de 3-(1-etil)propiofenona (composto 2)

@ 0 ajuste dos parametros foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do programa Origin6.0
(OriginLab® Corporation © 1991-2002).

® " Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampao, p= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.

0,5
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logP
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Figura 1V.6. Grifico do perfil logP,,, vs. pH obtido através dos ajustes® dos
parametros, respectivamente, da equacdo 38 (Perfil A) e da equacdo 52 (Perfil B) aos
valores™ de logPa,,,,SF (*) do cloreto de 3-(1-pirrolidina)propiofenona (composto 3)

@ 0 ajuste dos parametros foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do programa Origin6.0
(OriginLab® Corporation © 1991-2002).

® " Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampdo, p= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.
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Figura 1V.7. Griafico do perfil logP,, vs. pH obtido através dos ajustes® dos
parametros, respectivamente, da equacao 38 (Perfil A) e da equacdo 52 (Perfil B) aos
valores™ de logPa,,,,SF (*) do cloreto de 3-(1-piperidina)propiofenona (composto 4)

@ 0 ajuste dos parametros foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do programa Origin6.0
(OriginLab® Corporation © 1991-2002).

® " Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampdo, u= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.
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Figura 1V.8. Grifico do perfil logP,,, vs. pH obtido através dos ajustes® dos
parametros, respectivamente, da equacao 38 (Perfil A) e da equacdo 52 (Perfil B) aos
valores® de logPa,,,,SF (*) do cloreto de 3-(1-morfolina)propiofenona (composto 5)

@ 0 ajuste dos parametros foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do programa Origin6.0
(OriginLab® Corporation © 1991-2002).

® " Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampdo, p= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.
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Figura 1IV.9. Grifico do perfil logP,,, vs. pH obtido através dos ajustes® dos
parametros, respectivamente, da equacao 38 (Perfil A) e da equacdo 52 (Perfil B) aos
valores™ de logPa,,,,SF (*) do cloreto de 3-(1-piperazina)propiofenona (composto 6)

@ 0 ajuste dos parametros foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do programa Origin6.0
(OriginLab® Corporation © 1991-2002).

® " Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampdo, u= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.
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Figura IV.10. Grafico do perfil logP,, vs. pH obtido através dos ajustes® dos
parametros, respectivamente, da equacdo 38 (Perfil A) e da equacdo 52 (Perfil B) aos
valores®™ de logPa,,,,SF (*) do cloreto de 3-(1-cicloexilamina)propiofenona (composto 7)

@ 0 ajuste dos parametros foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do programa Origin6.0
(OriginLab® Corporation © 1991-2002).

® " Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampdo, p= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.
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Figura IV.11. Grafico do perfil logP,, vs. pH obtido através dos ajustes® dos
parametros, respectivamente, da equacdo 38 (Perfil A) e da equacdo 52 (Perfil B) aos
valores® de logPa,,,,SF (*) do cloreto de N-[(V,N-dimetilamino)etil]benzamida (composto
)
@ 0 ajuste dos parmetros foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do programa Origin6.0
(OriginLab® Corporation © 1991-2002).

® " Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampdo, p= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.
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Figura IV.12. Gréfico do perfil logP,,, vs. pH obtido através dos ajustes® dos

parametros, respectivamente, da equacdo 38 (Perfil A) e da equacdo 52 (Perfil B)

aos valores®™ de logPappSF (*) do cloreto de N-[(N,N-

dimetilamino)metil]benzamida (composto 9)

@ 0 ajuste dos parametros foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do programa Origin6.0
(OriginLab® Corporation © 1991-2002).

® " Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampdo, u= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.
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Figura IV.13. Grafico do perfil logP,,, vs. pH obtido através dos ajustes® dos
parametros, respectivamente, da equacdo 38 (Perfil A) e da equacdo 52 (Perfil B) aos
valores® de logPappSF () do cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)etil]benzoato (composto

10).

@ 0 ajuste dos parametros foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do programa Origin6.0

(OriginLab® Corporation © 1991-2002).

®  Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampdo, u= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.

A andlise das figuras IV.4 — 13 revela os ajustes (coeficientes de correlacio r* maiores que
0,99) tanto da equagdo 38 como da equagdo 52 aos valores de logPa,,,,SF Entretanto, na figura IV.9.
observa-se que as equagoes 38 e 52 ndo descrevem a distribuicdo dos valores de logPa,,,,SF do
cloreto de 3-(1-piperazina)propiofenona (composto 6) determinados em valores de pH menores do
que 5,0. Esta falta de ajuste estd de acordo com o esperado, uma vez que o composto 6 apresenta em
sua estrutura dois dtomos de nitrogé€nio ionizdveis, enquanto que, as equagoes 38 e 52 descrevem o
efeito de apenas uma ionizagdo no valor de logP,,,. Ou seja, as equagoes 38 e 52 ndo consideram a
segunda ionizacdo do composto 6 que ocorre em valores de pH menores do que 5,0.

Como apresentado e discutido na Introdugdo, os valores dos parametros logP,, e logP; podem
ser utilizados para distinguir a particio da espécie ionizada (BH") da espécie ndo-ionizada (B)
(SCHERRER, 2001) e, assim, sugerir qual a forma ativa dos derivados da procaina. Para tanto, os
valores de logP; ou de logP, ndao devem ser intercorrelacionados (SCHERRER, 2001; CRAIG,
1971; KUBINYI, 1993).

A figura 1V.14. apresenta o griafico e o valor correspondente do coeficiente de
intercorrelacdo dos valores de logP,, em funcao dos valores de logP;, sendo estes obtidos a partir do
ajuste dos parametros da equagdo 52 aos valores de logPappSF , para a série de derivados da procaina
estudados neste trabalho (compostos 1 —10).

Segundo Kubinyi (1993), para a selecdo de parametros é recomendado que o coeficiente de
correlagdo (r) dos parametros nao seja maior que 0,6 — 0,7. No entanto, a andlise do coeficiente de

intercorrelacdo revela que existe uma intercorrelacio significativa entre os valores de_logP, e os
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valores de logP;, tornando, até certo ponto, a andlise da contribuicdo dos parametros comprometida.
Assim, considerando a intercorrelagdo observada (r = 0,84), para a série de derivados da procaina,
estudados neste trabalho (compostos 1 a 10), a atividade bloqueadora neuromuscular poderia ser
descrita tanto pela contribuicdo hidrofébica da espécie ndo-ionizada (B) como da espécie ionizada
(BH™), expressas, respectivamente, pelos valores dos coeficientes de particdo logP, e logP.
Alternativamente, pode-se ampliar a série, incluindo-se outros compostos, com 0s quais uma menor
intercorrelacdo seria alcancada. Assim, por exemplo, incluir compostos apresentando nas suas

estruturas um maior impedimento estérico ao redor do grupamento ionizavel.

0,0 *7

logPl-SF
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logP ;*" = 0,77 (0,42) logP ,*" - 2,55 (0,72) logP,,

n=10 r=0,83 s=0.31 F=18,2

Figura IV.14. Grifico e o coeficiente de intercorrelacio (r) dos valores de logP, em
funciio de logP;, obtidos a partir do ajuste® dos parametros da equacdo 52 aos
valores™ de logPa,,,,SF para a série de derivados da procaina (compostos 1 -10)

@ O ajuste dos parametros foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do programa
Origin6.0 (OriginLab® Corporation © 1991-2002).

® Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampdo, pu= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.

Na figura IV.15 estdo apresentados os perfis de logP,,, vs. pH determinados através do
ajuste dos valores de logPappSF aos parametros da equacdo 52, da série de derivados da procaina
(compostos 1 — 10).

Observa-se que em valores de pH menores do que 4,0 o cloreto de 3-(I-
morfolino)propiofenona (composto S) é o segundo composto mais hidrofilico da série estudada.
Entretanto, em valores de pH na faixa de 5,5 a 7,5, o composto S passa a ser o composto mais
lipofilico da série e, em valores de pH maiores que 8,0 o composto 5, volta a ser um dos compostos
mais hidrofilicos dentro da série de derivados da procaina. Estas variacdes relativas de lipofilicidade
dentro da série sdo observadas para todos os outros compostos € podem ser atribuidas
principalmente as diferencas nos correspondentes valores de pK,, provenientes do grupamento

amino, ou seja, considerando-se novamente o exemplo do cloreto de 3-(1-morfolino)propiofenona
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aq _

(composto 5), este apresenta, na série estudada, o menor valor de pK, (pK, 6,8). Assim, para o
composto S a concentracao relativa da espécie ndo ionizada (B) € significativamente maior do que
da espécie ionizada (BH™), para valores de pH, nos quais todos os outros compostos da série, j4 se
encontram parcialmente ionizados. Como conseqiiéncia, na faixa de valores de pH entre 5,5 a 7.5,
observa-se maior lipofilicidade aparente (logP,,) para o composto S, descrita por logP,,,, quando

comparada com as lipofilicidades aparentes correspondentes aos outros compostos da série.
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Figura IV.15. Grifico dos perfis de logP,,, vs. pH determinados, respectivamente,
através do ajuste(a) dos valores™ de logPappSF aos parametros da equacdo 52 para a
série de derivados da procaina (compostos 1 a 10).

@0 ajuste dos parametros foi feito usando-se a op¢@o “non linear curve fitting” do programa Origin6.0
(OriginLab® Corporation © 1991-2002).

®Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampéo, p= 0,10 M (NaCl) e a 231 OC.

1V.3.3. Determinacao dos valores do coeficiente de particao por HPLC, logPappHP Le

A determinacdo dos valores do coeficiente de particdo dos compostos da série de derivados
da procaina (compostos 1 — 10) obtidos por HPLC, logPappHP LC, foi feita utilizando-se uma coluna
de fase reversa preenchida com octadecilsilano (C-18) e encapada com uma pelicula de n-octanol,

como fase estaciondria, e solucdes tampao em valores de pH, respectivamente iguais a: 3,0; 7,4 e

10,0; sendo WL = 0,10 M (acertada com NaCl) como fase mével (eluente), procedendo-se de acordo
com indicagdes da literatura (KALISZAN, 1981; VAN de WATERBEEMD et al., 1996; AMARAL
et al., 1997; KLEIN, et al., 1988; YAMAGAMI, 2001; 2002).

As fases estaciondria e movel utilizadas devem idealmente refletir e modelar as interagcdes
que ocorrem na particao dos compostos da série estudada no sistema bioldgico.

A coluna utilizada, a saber, uma coluna de fase reversa preenchida com octadecilsilano (C-
18) € usada como suporte para uma pelicula de n-octanol, que deve ser mantida e avaliada

periodicamente, durante os experimentos. Como fase moével (eluentes) para o sistema
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cromatogrifico foram empregadas as mesmas solugdes tampao, utilizadas como fase aquosa, no
procedimento de Shake-flask.

Por ser um método de determinacdo indireta, o sistema cromatografico deve ser calibrado
para que os valores do tempo de retencdo correspondentes aos compostos, sejam validados, ou seja,
apresentem correlacdo significativa com valores de logP,,, obtidos pelo método Shake-flask,
utilizando o sistema n-octanol/dgua. A calibracio do sistema cromatografico € feita pela injecdo, de
pelo menos cinco padrdes, com valores de logP conhecidos na literatura. A escolha dos padroes é
uma etapa critica no procedimento de determinacdo de valores de logPa,,,,HP LC(KLEIN et al., 1988).
Os padroes escolhidos devem ser estruturalmente relacionados com os compostos a serem testados
e devem apresentar uma faixa abrangente de valores de logP, determinados no sistema n-
octanol/dgua, de modo a incluir os valores de logP dos compostos testados. Como apresentado
anteriormente, a calibracdo do sistema cromatografico deve ser feita em intervalos regulares, pelo
menos uma vez ao dia, para avaliar e garantir integridade e a manutencdo das caracteristicas da
coluna.

Os padrdes utilizados para calibrar o sistema cromatogifico foram, respectivamente:
benzamida (logP=0,64); acetofenona (logP=1,00); fenol (logP=1,50); acetanilida (logP=1,58);
nitrometano (logP=1,85) e 4-clorofenol(logP=2,40). A Tabela 1II.16 (Parte Experimental)
apresenta um exemplo tipico de valores, respectivamente do tempo de retencdo, do logaritmo do
fator de capacidade (logk”) e dos correspondentes logP retirados da literatura (KLEIN et al. 1998)
das substancias padrao, utilizadas para calibrar o sistema cromatografico. A equacdo de calibracdo
do sistema cromatografico € considerada valida se apresentar o valor do coeficiente de regressio e
do coeficiente de correlagdo proximos da unidade.

A tiouréia foi usada para a determinacdo do tempo morto do sistema cromatografico
(KLEIN et al. 1998). O tempo morto, ty, € o tempo de retencdo de um composto que se move
através da coluna na mesma velocidade que a fase mével, isto €, sua migracdo nao € retardada por
interacdes fisica, ou quimica, com a fase estaciondria.

Os valores do tempo de retencdo extrapolados para a concentragdo zero, os valores de logk’,

e os correspondentes valores de logP,,, " ¢

relativos aos compostos 1-10, determinados nos valores
de pH 3,00; 7,40 e, 10,00 estdo indicados, respectivamente, nas tabelas IIl.17 -19., da parte
experimental.

Os valores obtidos no pH 3,0 estdo na faixa de —0,04 a 1,52, enquanto que os valores obtidos
no pH 10,0 estdo na faixa de 0,87 a 2,87. Estes valores se encontram dentro da faixa de valores
recomendados para a metodologia HPLC, que € de 0 a 6 (KARAJIANNIS & WATERBEEMD,
1995).

Com o objetivo de se avaliar a(s) natureza(s) da(s) interacao(des) hidrofébicas expressas

HPLC

pelos valores de logP,,,  ~, estes foram comparados (ver tabela IV.4.) com os correspondentes
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F . .~ . .
valores de logPappS obtidos nas mesmas condicdes experimentais, € com os valores de logP ., para

a série de derivados da procaina (compostos 1 —10). Os graficos de correlacio bem como as

correspondentes equacdes de correlacdo estdo apresentados nas figuras IV. 16 — 18,
respectivamente.
s 357
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logP wp SF (pH10,0)
logP ,, "¢ P10 = 121 (0,42) logP ,,, > ®"'*” + 0,01 (0,70)
n=10r=092 s=0,29 F=44;5
Figura 1V.16. Grafico e equacao de correlacao entre os valores do logPa,,,,HP LC® em

funciao dos valores de logPappSF ® " determinados em pH = 10,0 para a série de

derivados da procaina (compostos 1 -10 )
@ Obtidos a partir do tempo de retencio de cada composto determinado em um sistema HPLC, utilizando-se

uma coluna C-18 encapada com n-octanol como fase estaciondria € uma solugio tampdo pH = 10,0 lL = 0,10

M (NaCl) como fase mével a 23+1 0C
®Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampido (icido bérico/borato de sédio), p= 0,10 M

(NaCl) e a 23+1 OC.
(C)Solugﬁo tampao 4cido bérico/borato de sédio 0,05M

Para série derivados da procaina (compostos 1 —10) em valores de pH=10,0, no qual
somente a espécie nao-ionizada contribui significativamente para a particao (pK, na faixa de 6,8 a

9,3), observa-se correlacdo significativa entre os valores obtidos de logPappHP Lc

e de logPap,,SF ,
apresentando um coeficiente de regressdo com valor proximo da unidade (a = 1,21) e um
coeficiente de correlacdo (r = 0,92), como mostra a figura IV.16.

Sabendo-se que valores do coeficiente angular proximos da unidade indicam que os dois
sistemas estdo proporcionando interagdes hidrofébicas similares, sugere-se, que o sistema
cromatografico, formado pela coluna de C-18 encapada com um filme de n-octanol e a solugdo
tampao pH = 10,0, reflete interacdes similares as que ocorrem no sistema de particio do método

Shake-flask, para a série de derivados da procaina (compostos 1 —10).
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Figura IV.17. Grafico e equacao de correlacio entre os valores do logPappHP LC @ em

funcao dos valores de logPa,,,,SF ® " determinados em pH = 3,0” para a série de

derivados da procaina (compostos 1 -10 )
@ Obtidos a partir do tempo de reten¢do de cada composto determinado em um sistema HPLC,
utilizando-se uma coluna C-18 encapada com n-octanol como fase estaciondria e uma solucdo

tampao (4cido acético/ acetato de sédio) pH = 3,0 WL = 0,10 M (NaCl) como fase mével a 23+1 OC
p P

® " Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampdo, p= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.
© Solucdo tampao 4cido acético/ acetato de sédio 0,05M

Em valor de pH=3,0, no qual somente a espécie ionizada contribui significativamente para a
particio (pK, na faixa de 6,8 a 9,3), observa-se uma correlacdo significativa (r = 0,91)
apresentando, no entanto, um coeficiente de regressdo ndo ideal (a = 0,70), ou seja, diferente da
unidade, como mostra a figura 1V.17. Adicionalmente, observa-se um valor elevado e positivo para
o coeficiente linear da equagdo de correlagdo (b = 1,46), indicando que os compostos estdo sendo
mais retidos na coluna do sistema cromatografico, do que seria previsto pelo modelo de particao
(Shake-flask), descrito por logP,,,"".

Estes resultados podem ser explicados considerando-se o alto grau de ionizagdo dos
derivados da procaina, em pH, 3,0, e admitindo-se que as correspondentes espécies ionizadas (BH")
promovem interacdes mais fortes com a fase estaciondria (pelicula de n-octanol) do que as
observadas no modelo de particdo (Shake-flask), descrito por logPa,,,,SF , nas mesmas condicdes
experimentais.

Para a série de derivados da procaina, constata-se, como esperado, que o sistema
cromatografico, formado pela coluna de C-18 encapada com um filme de n-octanol e, solucdo
tampao pré-saurada de n-octanol (pH = 3,0) modela as hidrofobicidades relativas para os compostos
da série. Neste pH, no entanto, observam-se interagdes especificas relativas as espécies ionizadas,
sendo estas mais intensas do que as interagdes observadas no sistema de particao Shake-flask, nas

mesmas condi¢des experimentais.
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Figura IV.18. Grifico e equacao de correlacio entre os valores do logPa,,,,HP LC@ em

funciio dos valores de logP,.,. ", para a série de derivados da procaina (compostos 1
-10)

@ Obtidos a partir do tempo de retencio de cada composto determinado em um sistema HPLC, utilizando-se
uma coluna C-18 encapada com n-octanol como fase estaciondria e uma solugdo tampdo (4cido

bérico/borato de sédio) pH = 10,0 )L = 0,10 M (NaCl) como fase mével a 23+1 0C
® Valores estimados. Obtidos pelo programa CLOGP (Biobyte Corp., 1995)

Para a série de compostos estudada e em pH = 10,0, observou-se uma correlagdo linear
significativa (r = 0,85) e, ndo ideal (a = 0,77) entre os valores de logPa,,,,HP LC ¢ de logP 4, cOMO
pode ser observado na figura IV.18.

Considerando-se que podem ocorrer interacdes especificas entre cada grupo funcional e o
sistema cromatografico, para a série de compostos estudada e em pH = 10,0, incluiu-se no modelo
cromatogréfico, a varidvel indicadora (Icon) relativa a presenca da fungdo amida (compostos 8 € 9).
Esta assume o valor 1 para a presenca da fun¢do amida e 0 quando ausente. A inclusao da varidvel

indicadora (Icon) relativa a presenca da funcdo amida, resultou em um melhor coeficiente de

regressao (a = 0,82).
1V.3.4. Determinacio dos valores de logP™ por potenciometria

A determinacdo dos valores do coeficiente de particdo dos compostos da série de derivados
da procaina (compostos 1 — 10) obtidos pelo método potenciométrico logP™, foi feita utilizando-se
um pH-4metro equipado com um eletrodo de vidro Ag/AgCl, KCla), procedendo-se de acordo
com indica¢des de Clarke (CLARKE & CAHOON, 1987; 1996). Os valores de logPP ' foram

determinados a partir da variacdo do valor da constante de ionizacdo (pK,) dos compostos, medida
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tanto na fase aquosa como no sistema de solventes n-octanol/dgua. Foram usadas diferentes
proporcdes de volumes no sistema n-octanol/agua. Assume-se que o eletrodo mede a concentragdo
hidrogénionica apenas na fase aquosa. A forca ionica da fase aquosa foi mantida constante em valor
de w=0,10M pela adicio de NaCl. As titulagdes potenciométricas foram realizadas sob fluxo
continuo de N; (livre de CO;) e com temperatura controlada e ajustada para 23,0 £ 1,0 °C.

O valor da forga idnica da solucdo aquosa utilizada nas titulacdes potenciométricas foi
mantida constante, pois além de sua influéncia no valor de logP, discutida na Introdugdo, a forca
i0nica também influencia o valor do pK, dos compostos (PERRIN & DEMPSEY, 1994). O valor de
n=0,10 M (NaCl) foi escolhido para efeito de comparagdo. A espécie cloreto de sédio foi utilizada,
por ser um eletrélito forte.

Uma solucdo de NaOH (1,00 N) foi utilizada como titulante, por ser base forte e apresentar o
mesmo eletrdlito presente no sal utilizado para o ajuste da forca idnica. Os volumes de titulante
adicionados nas titulacdes em meio aquoso € no sistema n-octanol/dgua e os correspondentes
valores de pH lidos para cada tubo de titulagio estdo indicados nas tabelas
111.20;22;24;26,28;30;32;34,36 da parte experimental.

Através do ajuste dos valores dos coeficientes da equacdo 50 (CLARKE & CAHOON,
1987) aos valores do volume do titulante e de pH determinados experimentalmente em cada
titulagdo, sdo obtidos, respectivamente, os valores de pK,", de logP, e de logP; para cada um dos
compostos da série de andlogos da procaina, respectivamente. O ajuste foi feito usando-se a op¢ao
“non linear curve fitting” do programa Origin 6.0 (OriginLab® Corporation © 1991-2002). Os
valores de pK,", de logP, e de logP; obtidos, respectivamente, para cada um dos compostos da série
de andlogos da procaina (compostos 1 — 10) estdo apresentados nas tabelas
111.21;23;25;27;29;31;33;35;37. da parte experimental.

Os valores obtidos estdo nas faixas, de 6,87 a 9,78 para pK,"; de —1,64 a 0,48 para logP; e,
de 0,80 a 3,33 para logP,.

Os valores de pK,", de logP, e de logP; do cloreto de 3-[1-(4-metil
piperazina)]propiofenona (composto 6) ndo foram determinados pois a equagdo de titulacdo
(equacdo 50) (CLARKE & CAHOON, 1987), utilizada para realizar o ajuste dos valores do volume
do titulante e do pH determinados durante a titulacdo potenciométrica, s6 descreve a titulagdo de um
unico grupamento ionizdvel, enquanto que o composto 6 apresenta dois grupamentos ionizaveis na
faixa de pH titulada (de 2 a 12).

Os valores, respectivamente, de pK,", de logP, e de logP; obtidos pelo método
potenciométrico dos compostos 1 — 5 e 6 —10, da série de derivados da procaina, foram comparados

(ver tabela IV.4.) com os respectivos valores de CLOGP de pK,", de logP, e de logP; obtidos pelo
método Shake-flask usando n-octanol/tampao, pu= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC. Os graficos de

correlagdo e as correspondentes equagdes de correlacao estdo apresentados nas figuras IV. 19 - 23.
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Figura IV.19. Grifico e equacio de correlacio entre os valores do pK,””™ em
funcao dos valores de pKaSF ®) para a série de derivados da procaina, (compostos 1
- 10, exceto 6)

@ Obtidos a partir do ajuste dos valores dos coeficientes da equacdo 50 (CLARKE & CAHOON, 1987)
aos valores do volume do titulante e de pH para cada um dos compostos da série de andlogos da procaina,
sendo WL = 0,10 M (NaCl) e a 23£1 OC. O ajuste foi feito usando-se a opgdo “non linear curve fitting” do
programa Origin 6.0 (OriginLab® Corporation © 1991-2002)

® " Obtidos a partir do ajuste dos parimetros da equacdo 52 aos valores' de logPappSF O ajuste dos

parametros foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do programa Origin6.0 (OriginLab®
Corporation © 1991-2002).

©  Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampdo, pu= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.

Para a série de derivados da procaina (compostos 1 — 10, exceto 6), observou-se uma

correlagcdo linear significativa (r = 0,94 e a = 1,22) entre os valores de pKaP e de pKaSF , COmMo

mostra a figura IV.19.

Considerando-se que os valores de pK,*" determinados por Shake-flask sdo obtidos a partir

dos valores de logPappSF em diferentes valores de pH, ou seja, de modo indireto, enquanto que os

valores de pK,” por potenciometria sio obtidos de modo direto, a correlagdo significativa

observada (figura IV.19.) valida os valores de pK,"".

Para a série estudada (compostos 1 — 10, exceto 6), observaram-se correlagdes lineares e

significativas tanto entre os valores de logP,,P e de logP,,SF , (r =0,96; a = 1,34) como entre os

valores de logP,-P‘” e de logPl-SF (r = 0,93; a = 1,28), como mostram as figuras 1V.20 e 1V.21,

respectivamente.
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Figura IV.20. Grifico e equacio de correlacio entre os valores do logP,”® em

funcio dos valores de logP,”" ®

1-10, exceto 6)
(a)

, para a série de derivados da procaina (compostos

Obtidos a partir do ajuste dos valores dos coeficientes da equacdo 50 (CLARKE & CAHOON, 1987)

aos valores do volume do titulante e de pH para cada um dos compostos da série de andlogos da procaina,

sendo WL = 0,10 M (NaCl) e a 23£1 OC. O ajuste foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do

programa Origin 6.0 (OriginLab® Corporation © 1991-2002)

Obtidos a partir do ajuste dos pardmetros da equacdo 52 aos valores de logPappSF O ajuste dos

parametros foi feito usando-se a opc¢do “non linear curve fitting” do programa Origin6.0

(©)

Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampdo, pu= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.
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Figura IV.21. Grafico e equacao de correlacdo entre os valores do logP,

logP; sF

iPot(a) em

funcio dos valores de logP*" ™, para a série de derivados da procaina (compostos 1 —

10, exceto 6)
(a)

Obtidos a partir do ajuste dos valores dos coeficientes da equacdo 50 (CLARKE & CAHOON, 1987)

aos valores do volume do titulante e de pH para cada um dos compostos da série de andlogos da procaina,

sendo W = 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC. O ajuste foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do

programa Origin 6.0 (OriginLab® Corporation © 1991-2002)
® " Obtidos a partir do ajuste dos parametros da equagdo 52 aos valores

©

de logP,,,"" O ajuste dos

parametros foi feito usando-se a opc¢éo “non linear curve fitting” do programa Origin6.0

(©)

Obtidos pelo método Shake-flask, usando n-octanol/tampdo, = 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.
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Considerando-se que nos dois métodos (potenciométrico e Shake-flask) as condigOes
experimentais foram mantidas, os valores do coeficiente angular maiores do que a unidade,
observados nas figuras 1V.20. e IV.21., indicam que a(s) interacdo(des) hidrofébica(s) observadas
através do método potenciométrico sao maiores do que as observadas através do método Shake-
flask. Estas diferencas observadas nos dois procedimentos experimentais, podem ser causadas pela
diferente composicao da fase aquosa, em cada um dos métodos. No procedimento Shake-flask, a
fase aquosa é composta pelo sistema tampao (cuja natureza varia em fun¢do do valor do pH) e pelo
sal (NaCl) utilizado para o ajuste da forca idnica. No procedimento potenciométrico, a fase aquosa é
composta apenas pelo sal (NaCl) utilizado para o ajuste da forca idnica. Sendo assim, para a série
de derivados da procaina (compostos 1 — 10, exceto 6), no procedimento Shake-flask, devido a
presenca dos ions de diferentes naturezas que compdem as solucdes tampao, podemos supor que as
interacdes na fase aquosa sao mais intensas do que as interagdes na fase aquosa do procedimento
potenciométrico, resultando em uma menor particio no procedimento Shake-flask do que no
procedimento potenciométrico. No entanto, apesar da diferenga de composicao da fase aquosa nos
dois métodos, as lipofilicidade relativas dos compostos da série de derivados da procaina

(compostos 1 — 10, exceto 6) se mantiveram constantes dentro do erro experimental.
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1,0 1
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0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35

logP ;" =097 (0,21) logP ... + 0,15 (0,47) logP g
n=9 r=097 s=0.21 F=118

Figura IV.22.. Grifico e equaciio de correlaciio entre os valores do logP,”® em

funciio dos valores de logP... ", para a série de derivados da procaina (compostos 1
- 10, exceto 6)

@ Obtidos a partir do ajuste dos valores dos coeficientes da equagdo 50 (CLARKE & CAHOON, 1987) aos
valores do volume do titulante e de pH para cada um dos compostos da série de andlogos da procaina, sendo
W =0,10 M (NaCl) e a 23%1 OC. O ajuste foi feito usando-se a op¢do “non linear curve fitting” do programa
Origin 6.0 (OriginLab® Corporation © 1991-2002)

® Obtidos pelo programa CLOGP (Biobyte Corp., 1995)
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Para a série estudada (compostos 1 — 10, exceto 6), observou-se correlacdes lineares e
significativas tanto entre os valores de loanP ” e de logP.uc, (r = 0,97; a = 0,97) como entre o0s
valores de loanP e de logPappHP Lc (pH = 10,0) (r = 0,93; a = 1,04), como mostram as figuras
1V.22. e IV.23., respectivamente.

Sabendo-se que valores do coeficiente angular proximos da unidade indicam que os dois
sistemas estdo refletindo interacdes hidrofobicas similares, sugere-se que o procedimento
potenciométrico adotado reflete interagdes similares as descritas pelo programa CLOGP e as
observadas no sistema de particdo do procedimento HPLC, constituido por coluna de C-18

encapada com um filme de n-octanol e, solu¢do tampao pré-saturada de n-octanol (pH = 10,0).

Pot

logP,

N
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= ¢

1,5 4 *5
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0,0 T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35

ZOanPof =1,04 (0,36) lOgPapp HPLC +0,13 (0’75) lOgPappHPLC (pH 10)
n=9 r=093 s=0,32 F=475

Figura IV.23. Grifico e equacio de correlacio entre os valores do logP,””™ em
funcao dos valores de logPa,,,,HP LC ™ para a série de derivados da procaina
(compostos 1 — 10, exceto 6)

@ Obtidos a partir do ajuste dos valores dos coeficientes da equacdo 50 (CLARKE & CAHOON, 1987) aos valores
do volume do titulante e de pH para cada um dos compostos da série de andlogos da procaina, sendo WL = 0,10 M

(NaCl) e a 23+1 OC. O ajuste foi feito usando-se a opc¢do “non linear curve fitting” do programa Origin 6.0
(OriginLab® Corporation © 1991-2002)
® Obtidos a partir do tempo de retencido de cada composto determinado em um sistema HPLC, utilizando-se uma

coluna C-18 encapada com n-octanol como fase estaciondria e uma solug@o tampédo pH = 10,0; lL = 0,10 M (NaCl)
como fase mével a 23+1 OC.
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T abela IV.4 Valores de pK," (determinados por potencnometrla e po:‘ Shake ﬂask ), de pK,’" (determinados por Shake ﬂask ), de logP(aI;p nos valores de pH (3, 0 7 4 e

10, 0 ) respectivamente (determlnados por HPLC

(b)
potenciometria

e por Shake-flask ); de logP; (determinados por potenclometrla

e por Shake-Flask ) e, de logP, (determinados por

Shake-Flask e obtidos por calculo ) para os compostos da série de derlvados da procaina (compostos 1 -10)

@ka/ﬁ\ﬁ

Composto K pK. H=30" ;Io‘iP;lj‘e) H=10,0" o R lobg o ;
N| X |n Y Pot.” SF" HPLCg) T SF" HPZCQ; T sF7 HPLg(g) T sF" sF | P IsPY) pot” | CLOGP”
1 | CHa- | 1| NCH3)2 |927(0.02) | 91 | 58 | 037(0.00) | -1,77(0.02) | LIL©001) | 0,02 | 2,00%001) | 1,74 (0.01) | -1,6 | 1,32 (001) | 1,8 | 207 (0.04) | 1,63

9.86 (0,05 20.86(0,13 272014

2 |-CHp- | 1 | N(CaHs) 9.7820_055 86| 57073001 | -136001) | 1,51001) | 038 | 2170.01) | 1,570,02) | -1,3 _0_8820303 16 2.5920_07; 2,68
3 | -CHy- | 1 | Pirrolidino | 9,78 (0.05) | 9,7 | 6,0 | 0,67 (0,01) | 1,31 (0,01) | 120 (0.01) | 0.19 | 284 (0,01) | 1,89 (0.02) | -1.3 | -1,51 (0,03) | 1,9 | 2.52(0,02) | 2,48
4 |-CHy- | 1 | -Piperidino | 949 (0.03) | 9,7 | 5,9 | 0.81(0,01) | -0.89 (0,03) | 131 (0.01) | 071 | 271 (0,01) | 238 (0.08) | -0.8 | 048(0,07) | 2.4 | 3,06 (0,13) | 3,04
5 | CHa- | 1 | -Morfolino | 6,87 (0.01) | 6,8 | 3,8 | 0,02 001) | -1,58 (0,02) | LI8(0.01) | 1,15 | 127(001) | 1.25001) | -1.7 | -1,160.07) | 1.2 | 1,54 (0.11) | 1,77
6 |-CH2- | 1 | -Piperazino nd® 17954004000 -2500,06) | 128001 | 054 | 1,550,01) | 1,18(0,01) | -1,4 nd® 112 pa® 2,40
7 | -CHp- | 1 | -c-hexilamino | 9,83 (0.05) | 9,3 | 6,6 | 1,52(0,01) | 0,04 (0,01) | 1,87 (0.01) | 0,79 | 2.87(0,01) | 244 (0.04) | 0,0 | 0.67 (0,05 | 2.6 | 3,33 (006) | 3,24
8 | -NH- | 2 | -N(CH3)2 | 9.16(0.02) | 87 | 5,8 | 0,05(0,01) | -1,72(0,01) | 028 (0.01) | -0.22 | 1,29(0,01) | 1,07 (0.01) | -1,8 | -1,64 (0,05) | 1,7 | 1,37 (0,06) | 1,09
9 | -NH- | 1| N(CH3)2 | 7.48(0.03) | 7.4 | 49 | 0,050,01) | -1,67(0,04) | 0,57 (0.01) | 049 | 087 (0,01) | 0,80 (0.01) | -1,6 | -1,21 (0.01) | 0,8 | 0.80 (0,06) | 0,88
10 | -O0- | 2| NCH3)2 |860(002) | 82|50 052001) | -1430.04) | 152001) | 0,92 | 1,670.001) | 1,74(0,10) | -1,4 | -1,190.01) | 1.8 | 2.22(0,05) | 2,02
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Os ndmeros entre parénteses representam os valores dos intervalos do desvio padrao das médias das medidas experimentais realizadas em duplicata. Os niimeros em itélico se
referem a valores estimados

Valores estimados. Previstos através do ajuste dos valores dos coeficientes da equagcdo 50 aos valores de pH determinados através de titulacdo potenciométrica de uma
solugdo aquosa dos correspondentes cloridratos, titulando-se com NaOH (1,00 N; solucio-Titrisol Merck) sob agitagdo magnéticaa 23,0 = 1,0 °C e, borbulhamento continuo de N, (livre

de CO,).

Valores estimados. Previstos a partir do ajuste dos termos da equagdo 52 aos valores de logPappSF
fitting” do programa Origin 6.0 (OriginLab® Corporation © 1991-2002). Considerou-se o valor mdximo do erro estimado como sendo igual a (+0,1).

Solugdo tampao acido fosférico/NaOH, u = 0,10 M (NaCl).
Solugdo tampao Tris-HCl, u = 0,10 M (NaCl).
Solugdo tampio dcido bérico/NaOH; = 0,10 M (NaCl).
Obtidos por HPLC, utilizando como fase mével a respectiva solugio tampao pré-saturada com n-octanol e como fase estaciondria coluna C-18 e a 23+1 °C.

Obtidos pelo método Shake-flask, em duplicata, usando n-octanol/tampao, pu= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.

Valores estimados. Obtidos pelo programa CLOGP (Biobyte Corp., 1995)

Valores estimados. Previstos pelo modelo gerado pela equagdo 52 ajustada aos valores de logPa,,,,S
Valores ndo determinados. A justificativa encontra-se nos resultados e discussao.

(h) . A C s ~ .« ,
. O ajuste dos parametros foi feito usando-se a op¢do “non linear curve

F. Considerou-se o valor maximo do erro estimado como sendo % 0,1
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IV.4. Parametro Biologico

E conhecido que anestésicos locais podem atuar bloqueando a conducio do impulso nervoso
em fibras motoras, ou sensoriais, do sistema nervoso periférico, causando paralisia ou perda da
sensibilidade (HARDMAN et al., 1996). Esta acdo se dd pela modificacdo da cinética de abertura e
de fechamento dos canais de sddio, voltagem dependentes, presentes nas fibras nervosas. Os
anestésicos locais podem agir ainda na jung¢do neuromuscular esquelética, interrompendo a
transmissao do impulso nervoso, provocando o relaxamento muscular. Esta acdo ocorre devido ao
bloqueio dos receptores nicotinicos do sistema colinérgico (NEHER & STEINBACH, 1978;
CHARNET et al, 1990; CATTERALL & MACKIE, 1996; STEINBACH, 1977; FLAMMIA et al.,
1999; RYAN & BAENZIGER, 1999; ROGER, et al., 2001; ARIAS, 1998, SOUCCAR et al., 1999;
SOUCCAR et al., 1998).

A procaina (Figura I.11, Introdugdo) é reconhecido como anestésico local de uso freqiiente
na clinica médica (HARDMAN et al. 1996). Em diversos trabalhos anteriores, a acdo da procaina,
tanto sobre canais de s6dio do sistema nervoso periférico quanto sobre receptores nicotinicos do
sistema colinérgico foi correlacionada com parametros hidrofébicos (SIQUEIRA, 2001).

Neste trabalho, para série de compostos derivados da procaina (compostos 1 — 10) a
atividade biolégica avaliada foi o bloqueio da transmissdo do impulso nervoso na juncao
neuromuscular esquelética no sistema musculo diafragma-nervo frénico de camundongos (albino
Swiss) (SOUCCAR et al., 1998; 1999). Avaliacdes de outras atividades, como por exemplo a perda
da sensibilidade a estimulacdo sensorial, em cobaias, ou a determinacdo da corrente de ions no
canal de soédio isolado em preparagoes eletrofisioldgicas (Patch-Clamp e voltage-clamp) foram
alternativamente consideradas. Entretanto pela complexidade e gasto de tempo estas serdo
realizadas, somente apds uma pré-selecao dos compostos mais ativos.

Assim, neste trabalho, para a série de derivados da procaina (compostos 1 a 10) a atividade
bloqueadora da transmissdao neuromuscular foi escolhida como parametro bioldgico.

A determinagdo dos valores do pardmetro biolégico foi efetuada e orientada pelo Prof. Dr.
Antonio José Lapa e sua equipe do Departamento de Farmacologia do Instituto de Farmacologia da
Universidade Federal de Sdo Paulo (EPM), Sdo Paulo.

Para cada composto da série de derivados da procaina, com o objetivo de se gerar as
correpondentes curvas dose-resposta, a partir das quais se obtém os respectivos valores de ICsg
(concentragdo inibitéria 50%, ou seja, a concentracdo molar do composto que inibe 50% do efeito
maximo observado) foram feitos os registros do efeito de diferentes concentragdes de cada
composto sobre a contragdo muscular induzida por estimulacio elétrica nervosa, em preparacdes

nervo frénico-musculo diafragma de camundongo.
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Os gréaficos, com os registros das porcentagens de contracdo induzida por estimulagdo
elétrica nervosa em funcdo do tempo, em preparagdes nervo frénico-musculo diafragma de
camundongo, observados para os compostos da série de derivados da procaina, estdo apresentados
nas Figuras I11.2 - 11, respectivamente

Para o cloreto de 3-(dimetilamina)propiofenona (composto 1) (Figura II1.2.), pode-se
observar que na faixa de concentracdo de 3x10* a 10°M e no periodo de observacdo de 30 minutos
o efeito observado, ou seja, as porcentagens de contracdo em funcdo do tempo foram maxima e
minima, sem que fosse possivel a observacdo e a determinacdo de efeito em concentragdes
intermedidrias.

Para o cloreto de 3-(dietilamina)propiofenona (composto 2) (Figura I11.3.), pode-se observar
que na faixa de concentracio de 3x10”° a 10"M e no periodo de observagdo de 30 minutos o efeito
observado, ou seja, as porcentagens de contragdo em fun¢do do tempo nao variaram, dentro do erro
experimental. O emprego de concentracdes mais elevadas do composto nas preparagdes nao sao
recomendadas, tendo em vista que em concentragdes maiores do que 10°M a atividade bloqueadora
se torna inespecifica.

Tanto para o cloreto de 3-(1-pirrolidina)propiofenona (composto 3) (Figura II1.4.), como
para o cloreto de 3-(1-piperidina)propiofenona (composto 4) (Figura II1.5.), pode-se observar que
na faixa de concentracdes de 3x10° a 10°M e no periodo de observacdo de 30 minutos o efeito
observado, ou seja, as porcentagens de contracdo ocorreram abruptamente, em um estreito intervalo
de tempo (5 minutos), insuficiente para a avaliagdo de um efeito significativo, dentro do erro
experimental.

Para o cloreto de 3-(1-morfolina)propiofenona (composto S) (Figura II1.6.), pode-se
observar que na faixa de concentracdes de 3x10* a 10°M e no periodo de observacdo de 30
minutos o efeito observado, ou seja, a porcentagem de contracdo em funcdo do tempo ndo variou
significativamente, dentro do erro experimental.

Para o cloreto de 3-[1-(4-metilpiperazina)] propiofenona (composto 6) e o cloreto de 3-
(ciclo-hexilamina)propiofenona (composto 7) (Figura II1.7 — 8, respectivamente), pode-se observar
que na faixa de concentracdes de 10 a 10°M e no periodo de observacdo de 30 minutos o efeito
observado, ou seja, as porcentagens de contracdo em fung¢do do tempo foi mdxima e minima, sem
que fosse possivel a observacdo e a determinacdo de efeito em concentragdes intermedidrias do
composto.

Para o cloreto de N-[(N,N-dimetilamino) etil]benzamida (composto 8) (Figura II1.9.), pode-
se observar que na faixa de concentracdo de 10 a 10°M e no periodo de observacio de 30 minutos
o efeito observado, ou seja, a porcentagem de contracdo em func¢do do tempo foi adequada sendo

possivel a constru¢do de uma curva dose-resposta para a obtencao do valor de ICs.
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Para o cloreto de N-[(N,N-dimetilamino)metil]benzamida (composto 9) (Figura I11.10.) e
para o cloreto de N-[(V,N-dimetilamino)etil]benzoato (composto 10) (Figura IIl.11.), pode-se
observar que na faixa de concentra¢des de 10 a 10°M e no periodo de observacdo de 30 minutos o
efeito observado, ou seja, as porcentagens de contracdo em funcdo do tempo nao variaram, dentro
do erro experimental.

Para os compostos 3, 4 e 8 da série de derivados da procaina, estudados neste trabalho,
foram obtidos os correspondentes valores de ICsy, a saber, 0,1x10'3M; 0,3X10'4M e, 0,7x10'3M,
respectivamente. Os valores de ICsy foram determinados a partir da curva dose-resposta, no tempo
de 5 minutos. Para os demais compostos da série de derivados da procaina, os efeitos observados
ultrapassaram os limites de concentragdo do composto, para o qual se garante a especificidade da
atividade bloqueadora da transmissao do impulso nervoso na juncdo neuromuscular. Assim, para
estes compostos (1, 2; 5-7; 9 e 10) os valores de ICsy nao puderam ser determinados. Para efeito de
comparacdo, o valor de ICsy para a procainamida, um composto com atividade anestésica local
(Figura 1.11), é 4,3x10°M (SIQUEIRA, 2001), utilizando-se as mesmas condi¢des experimentais.

Como conclusdo pode-se afirmar que, embora o sistema de avaliacdo da atividade bioldgica
seja adequado para a determinacdo da atividade bloqueadora da transmissao do impulso nervoso da
junc¢do neuromuscular, a série de derivados da procaina ndo gerou valores adequados para a
constru¢do das correspondentes curvas dose-resposta. Sendo assim, para a série de compostos
estudada neste trabalho, foi possivel a determinacdo de valores de ICsy somente para os compostos
34 ¢ 8 (0,1x10°M; 0,3x10*M e, 0,7x10°M, respectivamente), nimero insuficiente (KUBINYI,

1993A) para serem utilizados em uma anélise de OSAR.
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V - Conclusoes

Através da andlise comparativa dos valores dos parametros hidrofébicos e relacionados a
ionizagdo (logPappSF . logPS": logP®: (pK DY, (pKF; logP .y LE logP,r"; logP™";
(PK ")’ logP.q.) obtidos respectivamente, por trés métodos experimentais (Shake-flask; HPLC e
potenciometria) e por cdlculo (CLOGP), no sistema n-octanol/dgua como modelo de parti¢do para
descrever as contribuicdes relativas da(s) interacao(des) hidrofébica(s) determinantes da atividade
bloqueadora neuromuscular, para a série de dez derivados da procaina (compostos 1 — 10)
sintetizados, neste trabalho foi possivel constatar:

1. Nao hd correlagdo linear ideal (a # 1) entre os valores de logP,. e de logPa,,,,SF (pH = 10,0).

2. A diferenca entre os valores de logP.,. € de logPa,,,,SF (pH = 10,0) permite separar a série de
compostos em dois grupos: compostos que contém as fun¢des amida ou éster (compostos §;

9 e 10) e compostos contendo a funcio cetona (compostos 1 a 7; exceto 1).
3. Nao hé correlagao linear ideal entre os valores de logP.;. € de logPa,,,,SF (pH = 3,0).

4. A diferenca entre os valores de logP.,. € de logPappSF (pH = 3,0) revela que a contribui¢cdo
da ionizacdo para a particdo foi constante, dentro do erro experimental, para os compostos 1
— 10 (pK, 8,6 - 9,3), exceto para o composto 6, devido a presengca de um segundo grupo
ionizdvel (pK, ~ 3). Constatacdo andloga € observada comparando-se os valores de logPappSF

obtidos em valores de pH 10,0 e 3,0, respectivamente.

5. A equacgdo 52, desenvolvida neste trabalho, descreve a variacdo dos valores de logPa,,,,SF em
funcdo do pH, para todos compostos, exceto para o composto 6, devido a presenca de dois

grupamentos ionizaveis.

6. Ha correlacao significativa entre os valores de logP, e de logP;, determinados por Shake-
flask, portanto ndo seria possivel distinguir as contribuicdes relativas das espécies ionizada
da ndo-ionizada para atividade bloqueadora neuromuscular, para a série de derivados da

procaina.

7. Estudos futuros podem ser realizados com o objetivo de ampliar a série, incluindo-se
compostos com maior impedimento estérico ao redor do grupamento ionizéavel, visando
minimizar a correlacio entre os valores de logP, e logP;.

HPL
C e de

8. Ha correlacdo significativa ideal (a = 1) entre os valores obtidos de logP,,,
logPa,,,,SF , (pH=10,0), refletindo interacdes similares para a particdo da espécie neutra, tanto
no sistema cromatografico utilizado (coluna encapada com um filme de n-octanol) como no

sistema de particao do método Shake-flask, nas mesmas condi¢des experimentais.
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HPL
Cede

Ha correlagdo linear significativa, ndo ideal, entre os valores obtidos de logP,,
logPa,,,,SF , (pH=3,0), revelando que as correspondentes espécies ionizadas apresentam
interacdes especificas mais intensas no sistema cromatogréafico utilizado (coluna encapada
com um filme de n-octanol) do que no sistema de particdo Shake-flask, nas mesmas
condi¢Oes experimentais.

Ha correlacdo linear significativa, ndo ideal (a = 0,77), entre os valores de logPappHP Lc

(pH=10,0) e de logP 4 .. A inclusdo da varidvel indicadora (Icon) relativa a presenga da

funcdo amida resultou em um melhor coeficiente de regressao, sendo igual a 0,82.

Hé correlacdo linear significativa entre os valores de (pK,*)" e de (pK,!)*" para a série
estudada (compostos 1 — 10, exceto 6), validando os valores de (pK, ).

Vs ~ . . o oo . ~ . . P
H3é correlagdes lineares significativas, ndo ideais, tanto entre os valores de logP, e de

Pot e de logP ", para a série estudada (compostos 1 —

loanSF , como entre os valores de logP;
10, exceto 6), revelando que as interagdes hidrofébicas observadas através do método
potenciométrico sdo maiores do que as observadas através do método Shake-flask, nas
mesmas condi¢des experimentais.

Pot e de l0gP.q., refletindo

Ha correlagdo significativa ideal entre os valores de logP,
interacOes similares entre a particdo da espécie neutra (determinada no procedimento

potenciométrico) e as descritas no programa CLOGP.

Ha correlagdo significativa ideal entre os valores de loanP e de logPa,,,,HP Lc (pH = 10,0),
para a série estudada (compostos 1 — 10, exceto 6). refletindo interacdes similares para a
particdo da espécie neutra, tanto no sistema cromatografico utilizado (coluna encapada com
um filme de n-octanol) como no procedimento potenciométrico, nas mesmas condi¢des

experimentais.

Embora o sistema de avaliacdo da bloqueadora da transmissdo neuromuscular tenha sido
adequado, a série de compostos estudada nao gerou valores validos para a construcdo das
correspondentes curvas dose-resposta. Os valores obtidos de ICsy para os compostos 3,4 e 8
da série estudada foram insuficientes, em nimero, para serem utilizados em uma anélise de

OSAR.

Estudos futuros podem ser realizados com o objetivo de verificar a atividade anestésica local
para os compostos da série estudada, avaliando-se a perda da sensibilidade a estimulagdo
sensorial, em cobaias, ou em estudos mais sofisticados de eletrofisiologia (patch clamp). E
assim, poder-se-d fornecer subsidios para elucidar as contribuicdes relativas da forma
cationica e da forma neutra, respectivamente de compostos ionizdveis com atividade

anestésica local.
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Tabela III.1. Valores das constantes fisicas, dos rendimentos e das analises elementar calculada e obtida experimentalmente dos produtos

obtidos nas preparacoes dos compostos 1 — 8.

A |

N v Férmula | PM. | PF. | PFu |Rend| %€ %H %N

o Molecular |(g.mol™)  (°C) ¢C) (%) calc exp |calc | exp | calc | exp
1 |-CH>-| 1| -N(CH3), | CiHiNOCI | 213.7 | 137-139 |155-156°| 42 |61,82 | 61,46 | 7,55 | 7,11 | 6,55 | 6,50
2 |-CHy-| 1| -N(CyHs), | Ci3HxNOCI | 241.8 | 110-111 [108-110°| 47 |64,59| 64,25 | 8,34 | 8,17 | 5,79 | 5,86
3 |-CHx-| 1| Pirrolidina | C;3H;sNOCI | 239,7 | 148-150 |165-167°| 30 |65,13| 65,19 | 7,57 | 7,72 | 5,84 | 5,92
4 |-CH,-| 1| -Piperidina | CisHNOCI | 253.8 | 185-186 [193-195°| 70 |66,26| 66,10 | 7,94 | 7,63 | 5,52 | 5,53
5 |-CH,-| 1| -Morfolina | C;3H;gNO,Cl | 2558 | 168-170 | 182° | 25 |61,05| 61,18 | 7,09 | 6,84 | 548 | 5,54
6 |-CH,-| 1 | -Piperazina | C14H,N,OClL, | 268.8 | 158-160 | 197° | 55 [54,03° 54,04 |7,34"| 7,46 |9,00°| 8,97
7 |-CH,-| 1 |-c-hexilamina| C;sH,sNOCI | 267,8 179 |[177-179°| 30 |67,28| 67,29 | 828 | 7,66 | 523 | 524
8 |-NH-[2| -N(CH3), | CHiN,OCl | 2287 | 123-125 | 149° | 80 |57,76| 57,33 | 7,49 | 7,58 | 12,25 | 12,04

(a) Valores calculados considerando-se a presenga de 0,3 moléculas de 4gua para cada molécula do composto
(b) (HUANG & HALL, 1996)

(C) (TESTA, 1983)




Tabela III.2. Valores dos deslocamentos quimicos (3) em ppm, relativos ao TMS, das multiplicidades e das constantes de acoplamento (J) em Hz,
observados nos espectros de RMN 'H ), para a série de derivados da procaina (compostos 1 — 8) utilizando-se 0 CDCI - d; como solvente.

0 .
cl
X/%g\i?
n
g

N° X n Y 0 (ppm), multiplicidade e J (Hz)
10,83 (s, 1H, ("NH)); 8,04-8,01 (m, 2H, (Ar-H)); 7,72-7,55 (m, 3H, (Ar-H)); 3,65 (t, 2H, (CH2N+),
J=7,50); 3,40 (t, 2H, (CH2CO), J=7,50); 2,80 (s, 6H, (+N(CH3)2))
11,94 (s, 1H, (+NH)); 8,04-8,00 (m, 2H, (Ar-H)); 7,76-7,44 (m, 3H, (Ar-H)); 3,81 (t, 2H, (CH2N+),
-CH,- 1 -N(GHs), J=7,46); 3,52 (t, 2H, (CH2CO), J=6,58); 3,22 (q, 4H, (+N(CH2CH3)2), J=7,02); 1,44 (t, 6H,
((CH2CH3)2), J=7,02)
12,41 (s, 1H, (+NH)); 8,01-7,98 (m, 2H, (Ar-H)); 7,64-7,44 (m, 3H, (Ar-H)); 3,77 (t, 4H,
-CH,- 1 _Pirrolidina (+N(CH2CH2)2), J=6,58); 3,58 (t, 2H, (CH2N+), J=5,26); 2,93 (m, 2H, (CH2CO)); 2,19-2,11 (m,
4H, (+N(CH2CH?2)2)
12,24 (s, 1H, (+NH)); 8,03-7,98 (m, 2H, (Ar-H)); 7,65-7,44 (m, 3H, (Ar-H)); 3,84 (t, 2H, (CH2N+),
-CH,- 1 -Piperidina J=7,46); 3,55 (m, 4H, (+N(CH2CH2)2); 2,07-2,68 (m, 2H, (CH2CO)); 2,38-2,18 (m, 2H,
(CH2)2CH2)); 1,9-1,7 (m, 4H, ((CH2CH2)2)
13,19 (s, 1H, (+NH)); 8,04-8,00 (m, 2H, (Ar-H)); 7,67-7,46 (m, 3H, (Ar-H)); 4,3-3,9 (m, 4H,
-CH,- 1 -Morfolina (+N(CH2-)2,J=7,46); 3,83 (t, 2H, (CH2N+), J=7,2); 3,53 (t, 2H, (CH2CO)); 3,5-3,0 (m, 4H,
(CH2CH2)20)
7,98-7,95 (m, 2H, (Ar-H)); 7,56-7,40 (m, 3H, (Ar-H)); 3,9-3,5 (m, 12H, (COCH?2
CH2N+(CH2CH?2)2-)2; 2.9 (s, 3H, (NCH3))
9,51 (s, 2H, (+NH?2)); 7,96-7,91 (m, 2H, (Ar-H)); 7,55-7,36 (m, 3H, (Ar-H)); 3,81 (t, 2H, (CH2N+),
-CH,- 1 -c-hexilamina J=7,02); 3,42 (m, 2H, (CH2CO)); 3,203 (m, 1H, (+N(CH(CH2)2)); 2,34-2,28 (m, 2H,
(CHCH2CH2); 1,86-1,64 (m, 6H, (CH2CH2CH?)); 1,32-1,22 (m, 2H, (CH2CH2CH2)
7,92-7,45(m, SH, Ar-H); 3,78 (t, J=6,00Hz, 2H, NHCH.,); 3,41 (t, J=5,70Hz, 2H, CH,N (CHs),);
2,99(s, 6H, N(CH>),)

(a) Os espectros foram registrados em um espectrometro marca Bruker, modelo AC-200, ambos operando em transformada de Fourier., em que a precisdo nas medidas foi
considerada como sendo igual ao erro sistematico de 0,001%.
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-CH,- 1 -N(CH3)»

I

1t

1=
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-CH,- 1 -Piperazina
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8 -NH- 2 -N(CH3),




Tabela I11.3. Valores dos deslocamentos quimicos (§) em ppm retirados dos espectros de RMN *C @, relativos ao TMS, para a série de derivados da

procaina (compostos 1 — 8), na concentracao de aproximadamente 0,1M, utilizando-se 0 CDCI — d; como solvente.

1a-

/(/?17,\8;?}1(9,10,11,12)
N | X n Y CI C2 C3 Cc4 Cs5 C6 Cc7 C8 Cc9 Cclo | C11 | CI2
1 |-CHy-| 1 -N(CH3), | 135,58 | 128,91 | 128,32 | 134,14 | 195,82 | 33,87 | 52,81 - 43,39
2 |-CHy-| 1 | -N(CyHs), |135,67 128,90 128,36 | 134,07 | 196,18 | 33,55 | 47,26 - 46,82 | 8,42
3 |-CH,-| 1 | Pirrolidina | 135,67 | 128,89 | 128,33 | 134,07 | 196,20 | 34,73 | 53,93 - 49,98 | 23,38
4 |-CH,-| 1 | -Piperidina | 135,53 | 128,36 | 128,32 | 134,14 | 195,82 | 33,87 | 53,83 - 52,81 | 43,39 | 22,64
5 |-CHy-| 1 | -Morfolina | 135,69 | 128,92 | 128,39 | 134,08 | 196,28 | 33,66 | 52,59 - 52,81 | 43,39 | 22,64
6 |-CH,-| 1 | -Piperazina | 137,22 | 129,62 | 129,32 | 135,04 | 197,69 | 32,57 | 53,26 - 51,24 | 43,36 | 34,15
7 |-CH,-| 1 |-c-hexilamina| 136,01 | 128,73 | 128,14 | 133,73 | 196,90 | 35,10 | 58,02 - 40,16 | 29,38 | 24,85 | 24,49
8 | -NH-| 2 -N(CH3), | 134,69 | 129,69 | 128,57 | 133,22 | 171,09 - 36,44 | 58,82 | 43,99

(a) Os espectros foram registrados em um espectrometro marca Bruker, modelo AC-200, ambos operando em transformada de Fourier., em que a precisdo nas medidas foi
considerada como sendo igual ao erro sistematico de 0,001%.
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Tabela 1IV.1. Valores

de logP,,""
w=0,10 M (NaCl) e a 23+1 °C, para os compostos da série de derivados da procaina (compostos 1 —10).
(o)

determinados na faixa de valores de pH 3,0 a 10,0 por Shake-flask, usando n-octanol/tampao

©)‘\X/Hn\§ﬂ “«
5,0

N X n Y 3,0 4,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0

1| CH- |1 -N(CH3)2 -1,77+£0,02 | -1,60+0,02 | -1,43+0,01 | -1,14+0,01 | -0,33+0,01 | 0,54+0,03 | 1,21 £0,01 | 1,74 £0,01
2| -CH2- | 1 -N(C2H5)2 | -1,36 +£0,01 | -1,16 £ 0,02 | -0,99 £ 0,01 | -0,77 £0,01 | -0,02 + 0,01 | 0,89 +0,01 | 1,39 +0,03 | 1,57 + 0,02
3| CH2- | 1 -Pirrolidino | -1,31 +0,01 | -1,33£0,06 | -1,17 £ 0,01 | -0,98 + 0,02 | -0,23 +0,01 | 0,71 +0,01 | 1,43+0,01 | 1,89 +0,02
4| -CH2- | 1 -Piperidino -0,89£0,03 | -0,86+0,01 | -0,77+0,02 | -0,55+0,02 | 0,46 +0,02 | 1,22+0,02 | 1,84 +0,01 | 2,38 £0,08
5| -CH2- | 1 -Morfolino -1,58 £0,02 | -1,17+0,05 | -0,57+0,06 | -0,38+0,01 | 1,05+0,01 | 1,21+£0,01 | 1,24 0,01 | 1,25+0,01
6 | -CH2- | 1 -Piperazino | -2,50+0,06 | -1,52+0,06 | -1,24 £0,02 | -0,56 £0,01 | 0,12+0,01 | 0,82+0,01 | 1,07 0,08 | 1,18 £0,01
7 | -CH2- | 1 | -c-hexilamino | -0,04 +0,01 | 0,02+0,02 | 0,05+0,02 | 0,15+0,01 | 0,50+0,01 | 1,30+0,03 | 1,98 +0,01 | 2,44 +0,04
8| -NH- |2 -N(CH3)2 -1,72+£0,01 | -1,84+0,10 | -1,72+0,05 | -1,43+0,01 | -0,53 +0,01 | 0,30+ 0,01 | 0,78+0,02 | 1,07 £0,01
9] -NH- |1 -N(CH3)2 -1,67+£0,04 | -1,62+0,07 | -1,26 £0,02 | -0,56 0,08 | 0,22 +0,04 | 0,72+0,04 | 0,71 £0,05 | 0,80 +0,01
10| -O- 2 -N(CH3)2 -1,43+£0,04 | -1,44+£0,08 | -1,12+0,01 | -0,35+0,11 | 0,54 +£0,03 | 1,36 0,02 | 1,69+0,02 | 1,74 +0,10

(a) Os nimeros representam as médias mais os intervalos do desvio padrdo das medidas experimentais realizadas em duplicata.

(b) Solugdes tampao: pH=3,0/Fosfato; pH=4,0/Acetato; pH=5,0/ Acetato; pH=6,0/Citrato; pH=7,0/Fosfato; pH=8,0/Tris; pH=9,0/Tris; pH=10,0/Borato.




(a) () ®
Tabela 1V.4 Valores de pK," (determmados por potencmmetrla e por Shake ﬂask ), de pK,™ (determmados por Shake ﬂask ), de logP,,, nos valores de pH (30 74 e 100 )
(b) (b)

(h)
respectivamente (determinados por HPLC e por Shake-flask ); de logP; (determinados por potenciometria e por Shake- Flask ) e, de logP, (determinados por potenciometria , Shake- Flask e
(@)

obtidos por cilculo ) para os compostos da série de derivados da procaina (compostos 1 -10)

(0]
/H\+
©)‘\X n YH

Composto Pk kat H=30" 1? g—P;lj(e’ H=10,0" . oAt ;
N| X |n Y Pot.” R HPLC{;) T i prc‘g7 T si¥ HPLg‘g) T iV SF7 | pot” ISFY pot.” | CLOGP”
1 | -CH-|[ 1| -NCH3)2 [927002) |91]58]037001) | -1,77(0,02) | 1,11 (0,01) | 0,02 |2,00%(0,01) | 1,74 (0,01) | -1,6 | -1,32(0,01) | 2.8 | 2,07 (0.04) | 1,63

9,86 (0,05 20,86(0,13 2,72(0,14

2 |-CHz- | 1 | -N(C2H5)2 9.7850.053 86 | 57 10,730,01) | -1,36(0,01) | 1,51(0,01) | 038 | 2,17(0,01) | 1,57 (0,02) | -1,3 _0.8820.302 16 2.5950.073 2,68
3 | -CHp- | 1 | -Pirrolidino | 9,78 (0,05) | 9,7 | 6,0 | 0,67 (0,01) | -1,31(0,01) | 1,20(0,01) | 0,19 | 2,84(0,01) | 1,89(0,02) | -1.3 | -1,51(0,03) | 2,9 | 2.52(0,02) | 2,48
4 | -CH2- | 1 | -Piperidino | 9,49 (0,03) | 9,7 | 59 [ 0,81 (0,01) | -0,89(0,03) | 1.31(0.01) | 0,71 | 2,71(0,01) | 2,38 (0,08) | -0,8 | 0,48 (0,07) | 2.4 | 3.06 (0,13) | 3,04
5 | -CH2- | 1 | -Morfolino | 6,87 (0,01) | 6,8 | 3.8 | 0,02 0,01) | -1,58 (0,02) | 1,18 (0.01) | 1,15 | 127(0,01) | 1,25(0,01) | -1,7 | -1,16(0,07) | 2.2 | 1,54 (0.11) | 1,77
6 | -CH2- | 1 | -Piperazino nd ™ 179154004000 -2,500,06) | 1,280,01) | 054 | 1,55(0,01) | 1,18(0,01) | -1,4 nd® 12 na® 2,40
7 | -CH2- [ 1 [-c-hexilamino | 9,83 (0,05) | 9.3 | 6,6 | 1,52 (0,01) | -0,04 (0,01) | 1,87 (0.01) | 0,79 | 2,87 (0,01) | 2,44 (0,04) | 0.0 | 0,67 (0,05) | 2,6 | 3.33 (0,06) | 3,24
8 | -NH- | 2 | N(CH3)2 [9.16(0,02) | 87 | 58 0,05 0,01) | -1,72(0,01) | 028 0,01) | -0,22 | 1,29(0,01) | 1,07 (0,01) | -1.8 | -1,64(0,05) | 1,1 | 1,37 (0,06) | 1,09
9 | NH-| 1 | -N(CH3)2 |7.48(0,03) |74 | 49005001 | -1,67(0,04) | 057 0.01) | 049 | 0,87 (0,01) | 0,80 (0,01) | -1,6 | -1,21(0,01) | 0.8 | 0,80 (0,06) | 0,88
10| -0- [ 2] NCH3)2 [860(002)|82]50]052001) | -1,43(0,04) | 152001 | 092 | 1,67(0,01) | 1,74(0,10) | -1.4 | -1,19(0,01) | 2.8 | 2.22(0,05) | 2,02

@ Os ntmeros entre parénteses representam os valores dos intervalos do desvio padrdo das médias das medidas experimentais realizadas em duplicata. Os niimeros em italico se referem a valores estimados

® Valores estimados. Previstos através do ajuste dos valores dos coeficientes da equagdo 50 aos valores de pH determinados através de titulacio potenciométrica de uma solugdo aquosa dos correspondentes
cloridratos, titulando-se com NaOH (1,00 N; soluco-Titrisol Merck) sob agitacdo magnética a 23,0 + 1 0 °C e, borbulhamento continuo de N, (livre de CO,).

© Valores estimados. Previstos a partir do ajuste dos termos da equagdo 52 aos valores de logPapp . O ajuste dos parametros foi feito usando-se a op¢éo “non linear curve fitting” do programa Origin 6.0
(OriginLab® Corporation © 1991-2002). Considerou-se o valor mdximo do erro estimado como sendo igual a (+ 0,1).

@ Solugdo tampido 4cido fosférico/NaOH, p = 0,10 M (NaCl).

© Solugdo tampdo Tris-HCI, p = 0,10 M (NaCl).

® Solugio tampdo 4cido bérico/NaOH; = 0,10 M (NaCl).

® Obtidos por HPLC, utilizando como fase mével a respectiva solugio tampdo pré-saturada com n-octanol e como fase estaciondria coluna C-18 e a 231 °C.

™ Obtidos pelo método Shake-flask, em duplicata, usando n-octanol/tampdo, p= 0,10 M (NaCl) e a 23+1 OC.

@ Valores estimados. Obtidos pelo programa CLOGP (Biobyte Corp., 1995)

0 Valores estimados. Previstos pelo modelo gerado pela equacdo 52 ajustada aos valores de logP,

,,pSF - Considerou-se o valor maximo do erro estimado como sendo + 0,1
k ~ . P . -
® Valores ndo determinados. A justificativa encontra-se nos resultados e discussao.



