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RESUMO

Estudo de mobilidade de farmacos em agua - uma abordagem experimental e tedrica

A presenca de compostos biologicamente ativos provenientes da inddstria
farmacéutica tem sido crescente em matrizes ambientais e em estacdes de tratamento de
aguas residuas. Métodos de prevencdo, legislacdo especifica, e métodos de remediagéo
tém sido desenvolvidos para minimizar os danos ambientais inerentes. Entretanto, muitos
dos farmacos atualmente utilizados ainda ndo tém as suas propriedades de transporte bem
descritas na literatura. Tendo em conta a sua importancia para o desenvolvimento de
modelos de dispersdo e distribuicdo no ambiente e também para a concegdo e
dimensionamento de meétodos de remocdo das aguas residuais, o conhecimento da
mobilidade desses farmacos em solucGes aquosas assume uma enorme relevancia do
ponto de vista cientifico e técnico. Neste trabalho, foi estudada a mobilidade em solucéo
aquosa de dois farmacos anti-inflamatdrios ndo esteroides (cetoprofeno e ibuprofeno), um
antipirético (acetaminofeno), um antiepilético (carbamazepina), um beta-bloqueador
(atenolol) e vitamina B3 (nicotinamida) através da medicdo dos seus coeficientes de
difusdo mitua em agua, a diluicdo infinita e, em alguns casos, a outras concentragdes, em
funcdo da temperatura, usando o método de dispersdo de Taylor. Os coeficientes de intra-
difusdo dos mesmos solutos em agua na mesma gama de temperatura e concentracdo
também foram determinados por simulacdo pelo método de Dindmica Molecular
(Molecular Dynamics). A andlise das trajetorias de simulag¢des permitiu o estudo da
estrutura das moléculas de solventes em torno do soluto e sua interacdo mdtua, o que
também foi abordado pelos calculos da mecénica quantica (DFT). A Carbamazepina
apresenta valores de coeficientes de difusdo superiores ao esperado, considerando o seu
peso molecular e dimensao, enquanto o ibuprofeno, o cetoprofeno e o atenolol apresentam
tendéncias opostas, sendo esses factos criticamente influenciados pelas diferentes
interacdes soluto-solvente envolvendo cada soluto. A carbamazepina parece ter uma
interacdo particularmente fraca com agua, enquanto o cetoprofeno, o ibuprofeno e o
atenolol séo capazes de interagir fortemente com o solvente. Tanto a simulacdo de

dindmica molecular como os resultados de DFT confirmam essa hipotese.

Palavras-chave: Farmacos, Agua, coeficientes de difusdo, método de dispersdo de
Taylor, Dindmica Molecular.
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ABSTRACT

Studying the mobility of pharmaceuticals in water - an experimental and theoretical

approach

The presence of biologically active compounds from the pharmaceutical industry
has been increasing in environmental matrices and wastewater treatment plants.
Prevention methods, specific legislation, and remediation methods have been developed
to minimize the inherent environmental damage. However, many of the drugs currently
used do not yet have their transport properties well described in the literature. Considering
their importance for the development of dispersion and distribution models in the
environment and also for the design and scaling of wastewater removal methods,
knowledge of the mobility of these drugs in aqueous solutions is extremely important
from a scientific and technical point of view. In this study, the mobility in aqueous
solution of two non-steroidal anti-inflammatory drugs (ketoprofen and ibuprofen), an
antipyretic (acetaminophen), an antiepileptic (carbamazepine), a beta-blocker (atenolol)
and vitamin B3z (nicotinamide) by measuring their mutual diffusion coefficients in water,
at infinite dilution and, in some cases, at other concentrations, as a function of
temperature, using the Taylor dispersion method. The intra-diffusion coefficients of the
same solutes in water in the same temperature and concentration range were also
determined by simulation using the Molecular Dynamics method. Analysis of the
simulation trajectories allowed the study of the structure of the solvent molecules
surrounding the solute and their mutual interaction, which was also addressed by quantum
mechanics (DFT) calculations. Carbamazepine shows higher than expected diffusion
coefficient values, considering its molecular weight and size, while ibuprofen, ketoprofen
and atenolol show opposite trends, these facts being critically influenced by the different
solute-solvent interactions involving each solute. Carbamazepine seems to have a
particularly weak interaction with water, while ketoprofen, ibuprofen and atenolol are
able to interact strongly with the solvent. Both the molecular dynamics simulation and
the DFT results confirm this hypothesis.

Keywords: Drugs, Water, diffusion coefficients, Taylor dispersion method, Molecular
dynamics.
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Lista de siglas e abreviaturas

¢ — Fator de associacdo da agua

¢; — Angulo do diedro

t;q — Tempo de residéncia ideal

o7, — Variancia ideal

ao— Raio do tubo de difuséo

¢ — Concentracéo

C1,r — Concentracéo do soluto na solucéo de fluxo

CI" - 130 cloreto

D2y — Coeficiente de difusdo matua do soluto A em concentragdo muito baixas no
solvente B (ou a dilui¢do infinita)

D — Coeficiente de difusédo

D: — Coeficientes de intra-difusdo

D1 — Coeficiente de difusdo matua

DFT — Teoria do funcional da densidade

E — Energia

ETAR — Estacdo de tratamento de aguas residuais

f — Angulo de fase

Fi — Forca de um sistema de 4&tomos interagindo entre si
i — Vetor unitario

k — Constante de Boltzmann

K:— Constante de forca de estiramento

Ko — Constante da flex&o do angulo

LogP - Logaritmo do coeficiente de particdo do soluto entre dois solventes
Mg — Massa molecular do solvente B

MC — Monte Carlo

MD — Dinamica molecular

Mm — Massa molar do soluto

Mm™ — Inverso da massa molar do soluto

MSD — Desvio quadratico médio

N — NUmero de particulas ou de atomos

N1 - nimero de moles do soluto (1) na amostra em excesso daqueles presentes no mesmo
volume do fluxo.
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Na * - 130 sodio

NPT — Ndmero de moles, pressdo e temperatura constantes

NVT — Ndmero de moles, volume e temperatura constantes
OPLS - Optimized potentials for liquid simulations

OPLS-AA - Optimized potentials for liquid simulations all atoms
OPLS-UA - Optimized potentials for liquid simulations united atoms
PEG-400 — Politenoglicol 400

PID - Proporcional-Integral-Diferencial

pKa— Logaritmo de constante de acidez

pKp - Logaritmo de constante de basicidade

PME - Particle Mesh Ewald

g - Carga

r — Raio

Rc — Raio de coliséo

Rc — Raio de enrolamento helicoidal do tubo de difusdo no método de Taylor
RDF — Funcéo de distribuicao radial

req— Distancia de equilibrio de cada ligacéo

Rn — Raio hidrodinamico

r; — PosicOes dos atomos

T — Temperatura absoluta

t—Tempo

UV - Radiacéo ultravioleta

V/(r) - Potencial em funcdo da distancia r

Va — Volume molar do soluto A a temperatura de ebulicdo normal
Vi — Coeficiente de Fourier

X 1,ref — Fracdo molar de referéncia

€o— Permitividade elétrica no vacuo

n — Viscosidade

0eq— Angulo de equilibrio de cada angulo

& — NUmero aleatorio

o — Distancia finita onde o potencial entre particulas é nulo

¢ — Angulo do diedro

t - Fragdo molar

€ — Minimo do fosso do potencial de Lennard-Jones
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1 INTRODUCAO

1.1 Contextualizacéo e Justificacdo do Tema

Os farmacos sdo provavelmente as substancias quimicas mais importantes em uso
na vida quotidiana. Contribuem para o bem-estar coletivo da populacdo e tém sido os
maiores responsaveis pelo aumento da esperanga media de vida no ultimo século. Existem
milhares de produtos farmacéuticos disponiveis pertencentes a centenas de categorias
terapéuticas. O consumo de produtos farmacéuticos vem crescendo de forma constante
em todo mundo nas Ultimas décadas, causando um crescimentos significativo do mercado
dessas substancias, cuja receita total passou de 3,68x10® € em 2001 para 1,5x10% € em
2022 [1, 2]. Uma vez consumidos por seres humanos e animais, os produtos tém de ser
excretados (na sua forma original ou derivada), sendo conduzidos através dos sistemas de
esgotos urbanos para as esta¢Oes de tratamento de &guas residuais (ETAR) das cidades.
O uso intensivo de produtos farmacéuticos implica pois, que grandes quantidades dessas
substancias sdo libertadas diariamente nos sistemas de aguas residuais através da
excrecdo em urina e fezes, pela descarga de efluentes industriais e hospitalares, ou ainda
pelo lancamento direto na rede de esgotos (devido a ma gestdo das sobras de
medicamentos [3]). A maioria de estacBes de tratamento de aguas residuais (ETAR) sdo
projetadas para remover principalmente os macropoluentes (presentes nas dguas residuais
em grandes quantidades), sendo os produtos farmacéuticos removidos com eficiéncias
muito variaveis, normalmente entre 2 a 100 %, dependendo da estrutura quimica, do tipo
de tratamento empregado, da composicdo das aguas residuais a tratar, das condicdes
climatéricas e das condicBes de operacao do processo [4, 5]. Isso significa que um nimero
consideravel de produtos farmacéuticos lancados no sistema de esgotos nao séo
removidos pelas ETAR, podendo contaminar o meio recetor de agua [6]. E comum a
detecdo de quantidades aprecidveis de farmacos nas estacfes de tratamento de &guas
residuas de centros urbanos [7], nas dguas de abastecimento publico [8], no ambiente,
nomeadamente, em sedimentos, em reservatorios de aguas superficiais subterraneas e nos
solos [9]. Na Alemanha detetou-se o farmaco sulfametoxazol em concentragdes na faixa
de pg.LY; nos Estudos Unidos da América, em amostras de aguas superficiais, foram
detetados antibioticos de diversas classes, como tetraciclinas, sulfonamidas, macrolideos,
fluoroquinolonas, lincomicina, trimetoprim e tilosina [10]; no Brasil foram detetados anti-

inflamatdrios, analgésicos e outros farmacos em amostras de efluentes das ETAR em
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concentragéo de ng.L™ [9, 11] e no Reino Unido foram detetadas no ambiente aquatico
farmacos cujas as concentracdes excederam 1 ng.L™ [12]. N&o obstante os seus efeitos
benéficos comprovados, os farmacos resultantes de efluentes das ETAR podem
rapidamente tornar-se poluentes nocivos para a fauna e flora aquaticas como xenobioticos
acidentais e, em Gltima andlise, para os seres humanos através da bioacumulacao, que
fornece doses adicionais prejudiciais para o corpo humano [13].

Ap0s a descarga de qualquer poluente para o ambiente, é importante conhecer o
seu destino e as suas caracteristicas de transporte, bem como a sua distribuicdo entre todos
0s compartimentos ambientais. O recurso aos modelos de dispersdo, transporte e
distribuicdo tornou-se uma estratégia muito Gtil e muitos modelos diferentes tém sido
propostos nas Ultimas décadas, desde o trabalho seminal de MacKay e coautores [14 —
16]. No caso dos produtos farmacéuticos, as descargas sdo geralmente efetuadas em dguas
superficiais e 0s modelos concebidos para acompanhar e prever o seu destino e dispersédo
devem ter em conta, ndo s6 os fendmenos fisicos relacionados com a disperséo (transporte
em massa na solucéo, sorcao nos solos, sedimentos, coloides e biota, evaporagdo da dgua
ou do solo para o ar, etc), mas também os fendmenos quimicos (foto-degradacao,
biodegradacdo e hidrélise) que podem transformar os compostos originais em novos
compostos com diferentes propriedades [4, 17, 18]. O desenvolvimento e aplicacdo destes
modelos implica conhecer algumas propriedades fisicas e quimicas fundamentais das
substancias envolvidas, tais como, para os fendmenos fisicos, a constante de Henry,
coeficiente de particdo de sedimentos/agua, coeficiente de particdo octanol/agua e o
coeficiente de difusdo do farmaco, tanto em solugdo aquosa como em meios confinados
dentro de sedimentos e coloides. Conhecer a mobilidade dos farmacos (dado pelo
coeficiente de difusao) nos meios liquidos €, assim, um contributo importante para prever
a sua dispersdo, uma vez descarregados em aguas naturais superficiais. A entrada no
ambiente destes poluentes exige o recurso a modelos de previsdo do seu destino
ambiental, quer no que concerne a sua mobilidade em agua, quer a sua capacidade de
migrar para outros compartimentos ambientais.

Muitas destas propriedades ndo estdo medidas para muitas familias de compostos,
0s dados existentes apresentam uma grande dispersdo ou as medidas muitas vezes se
restringem a uma gama apertada de condi¢Ges, usam-se muitas vezes estimativas,

estratégias que, em alguns casos se revelam inadequadas para os fins a que se destinam.
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O trabalho proposto incide sobre uma dessas propriedades — coeficientes de
difusdo em &gua -, estando integrado num projeto cientifico mais abrangente, sobre
determinacdo e calculo de propriedades fisico-quimicas de farmacos (enquanto
poluentes) em agua, bem como da sua remocéo por diferentes métodos. As propriedades
que, de uma forma integrada, se pretende estudar sdo igualmente imprescindiveis para o
design de métodos de remogdo, baseados em adsor¢cdo em solidos ou extragdo liquido-
liquido. Os coeficientes de difusdo fazem parte desse conjunto de propriedades relevantes
também nesse &mbito.

Neste trabalho em concreto, estudar-se-4, quer experimentalmente, quer por
simulacdo computacional, a mobilidade de farmacos em &gua através da determinacédo de
coeficientes de difusdo a diferentes temperaturas e (se possivel) concentracGes. Estudar-
se-a0 algumas familias de farmacos (anti-inflamatdrios, antipiréticos, antiepiléticos, beta-
blogueantes e vitamina B3), sendo, dentro de cada familia, selecionados os compostos
com afinidades estruturais entre si. Com base nos resultados experimentais, mas também
na determinacdo de propriedades e estrutura por simulacdo computacional (dindmica
molecular), propde-se racionalizar de um modo sistematico os valores de coeficiente de
difusdo obtidos com a estrutura molecular dos solutos a estudar. Sendo assim, foram
obtidos experimentalmente os coeficientes de difusdo mutua de cetoprofeno, ibuprofeno,
carbamazepina, atenolol, acetaminofeno e nicotinamida em agua, pelo método de
dispersdo de Taylor, a dilui¢do infinita e no caso do acetaminofeno e nicotinamida, em
funcdo da composicdo, e em todos 0s casos (com excecdo da nicotinamida) a trés
temperaras diferentes (298,15 K 308,15 K e 318,15 K).

Né&o obstante os resultados para o caso da acetaminofeno, a 298,15 K, ja terem
sidos obtidos por outros autores noutro estudo (ver se¢do 1.4.5), pretendeu-se alargar o
conhecimento deste sistema, estudando-o a outras duas temperaturas 308,15 K e 318, 15
K, de modo a obter a energia de ativacao da difusdo. Para o caso da nicotinamida, o estudo
em funcdo da composicéo foi apenas levado a cabo a temperatura de 298,15 K.

Os coeficientes de intra-difusdo para cada soluto em d&gua nas mesmas
temperaturas (e também a diluigdo infinita, sendo outra composi¢do também estudada
para acetaminofeno) foram determinados por simulacdo de dindmica molecular.

As analises das trajetdrias obtidas por dindmica molecular permitiram também
calcular parametros dos sistemas que ajudam a elucidar a natureza, intensidade e
direccionalidade das interagOes soluto-solvente, bem como a estrutura das solugdes. Por

outro lado, os célculos efetuados recorrendo a Teoria do Funcional de Densidade (DFT)
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permitiram conhecer melhor a energética da dissolucéo e correlaciona-la com os valores

dos coeficientes de difusao.

1.2 Métodos utilizados na remocao dos farmacos

Ao contrario da maioria dos outros contaminantes de aguas residuais (matéria
organica e organismos patogénicos), a remogdo de produtos farmacéuticos é uma tarefa
particularmente exigente, ndo sO devido a natureza destes poluentes, mas também (e
principalmente) devido a sua baixa concentracdo [19]. Foram utilizados processos
quimicos, fisicos e bioldgicos para remover este tipo de poluentes das aguas residuais.
Entre os processos de natureza fisica, a extracdo liquido-liquido, os processos de
membrana [20] e a adsorcdo de sélidos sdo os mais importantes. Neste Gltimo caso, além
dos adsorventes tradicionais, como carvao ativado, argila expandida ou biochar, tém sido
testados alguns materiais solidos emergentes, provando ser potenciais alternativas, como
grafeno [21] e nanotubos de carbono [22]. Os processos de membrana mais promissores
sdo a osmose inversa e a nanofiltracdo [23] utilizando membranas poliméricas, apesar de
apenas alguns estudos envolvendo amostras reais ja terem sido feitos [24].

Os processos de oxidagdo avangados (incluindo ozonizagdo, oxidacdo de Fenton,
oxidacdo UV e oxidacdo eletroquimica avancada) [24] constituem a classe mais
importante de métodos quimicos, enquanto os processos baseados em leitos de macroéfitas
[25] sdo um dos métodos bioldgicos mais utilizados para a remoc¢do de produtos
farmacéuticos. Além disso, nas Gltimas décadas, foram também desenvolvidos métodos
combinados, tais como métodos quimicos e biolégicos [26] ou processos fisicos e
quimicos [27] (por exemplo, ozonizacdo e adsorcdo), numa tentativa sistematica de
conciliar as vantagens de ambos 0s tipos de processos.

Para o design da maioria destes processos (especialmente os de base fisica) a
escala industrial, conhecer algumas propriedades termodinamicas e termofisicas dos
solutos a serem removidos e da mistura soluto-solvente como um todo é de extrema
importancia. Duas dessas propriedades sdo a solubilidade em agua e principalmente os
coeficientes de difusdo de produtos farmacéuticos em solucdo aquosa. Estes Ultimos tém
a utilidade, entre outros usos, de servir de base para a estimativa de coeficientes de difuséo
efetivos das substancias em meios porosos, fundamentais no dimensionamento de

processos de adsorcao de solidos e em membranas porosas.
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1.3 Objetivos do trabalho de investigagao e caracteristicas do estudo

A motivacdo deste trabalho surge da necessidade de obter valores experimentais de
propriedades termofisicas relevantes para o design de processos de tratamento de afinacao
de efluentes que permitam a remocdo de farmacos ou como parametros para o
desenvolvimento e otimizacdo de modelos de previsdo do destino ambiental de poluentes.
Tal necessidade deve-se ao facto de, na maior parte dos casos, as estagOes de tratamento
de efluentes (ETAR) ndo estarem vocacionadas para a remocao de micro-poluentes,
permitindo que estes estejam presentes nos efluentes e sejam descarregados nos meios
recetores hidricos.

As propriedades mais relevantes para as parametrizacdes referidas sdo solubilidades
em agua, constantes de Henry, pressdes de vapor e coeficientes de particdo etanol/agua,
etc, mas este trabalho incide sobre a mobilidade dos poluentes em agua, através do
conhecimento do coeficiente de difusdo de farmacos em meio aquoso. Deste modo, 0s
principais objetivos deste trabalho sdo:

1) Constituir um corpo consistente de dados de coeficientes de difusdo de algumas
familias de farmacos em agua, em gamas de temperatura mais alargadas do que
normalmente existem na literatura.

2) Interpretar as tendéncias observadas nos valores de coeficiente de difuséo obtidos
em funcdo da estrutura molecular dos farmacos estudados e na interacéo
molecular entre as suas moléculas e a &gua, com base em medidas experimentais,
em determinacOes de propriedades e estudo de estrutura por simulagdo molecular
e 0 estudo da energética soluto-solvente por métodos baseados em métodos de
quimica quantica.

3) Obter um conhecimento sistematico das propriedades em funcéo da estrutura que
permita melhorar as metodologias de estimativa desta propriedade para este tipo
de poluentes.

4) Contribuir para o desenvolvimento de processos de remocdo destes compostos

dos meios hidricos e de modelos de previsdo do destino ambiental de farmacos.

1.4 Farmacos estudados

Cetoprofeno, ibuprofeno, carbamazepina, atenolol, acetaminofeno e nicotinamida

foram os farmacos selecionados para os estudos. Varios sdo os relatos da detecéo desses
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farmacos em efluentes da ETAR e em aquiferos em muitos lugares do mundo, em especial
na Europa [6, 9, 12, 28 — 30], sendo alguns deles classificados como poluentes organicos
persistentes. O potencial de disseminagdo destes compostos no ambiente deve ser
entendido em funcdo da sua estrutura quimica, o que pode ser feito através do
estabelecimento de modelos de dispersdo, transporte e distribuicdo capazes de prever o
destino ambiental destes poluentes [16, 17, 31 — 33]. Mais uma vez, considerando a
possivel dispersdo por todos os compartimentos ambientais, algumas propriedades
fundamentais dos poluentes devem ser conhecidas para desenvolver, parametrizar e
utilizar esses modelos, como coeficiente de particdo octanol/agua, constante de Henry e

coeficiente de difusdo em agua.

1.4.1 Cetoprofeno

Cetoprofeno, ou acido (RS)-2-(3-benzoilfenil)propandico, faz parte do grupo dos
farmacos anti-inflamatdrios ndo esterdides, derivado do &cido fenil-propandico. E
amplamente utilizado no tratamento clinico de distarbios dos masculos e articulaces tais
como a osteoartrite, tendinite, bursite, entre outras [34]. Este farmaco (cuja estrutura se
apresentada na figura 1) possui um grupo carboxilico na sua estrutura, é pouco soltvel
em agua (51 mg/L a 298,15 K) [35], sendo um &cido fraco, com um valor de pKa igual a
4,305 a temperatura de 298,15 K (valor estimado usando médias obtidas por varios
valores da literatura) [36].

Tém sido realizados poucos estudos que envolvam a determinacao do coeficiente
de difuséo de cetoptofeno em diferentes meios. Chi et al. [37], obtiveram o coeficiente de
difusdo muatua de cetoprofeno num gel a base de poloxdmero 407, avaliando
experimentalmente a velocidade de libertacdo do farmaco através do uso de uma célula
de difusdo. O trabalho envolveu o estudo da influéncia de algumas varidveis de processo,
como a concentracao de polimero e etanol (solvente), a concentragéo inicial do farmaco,
temperatura e pH. Verificaram um aumento de libertagdo do farmaco na presencga do
etanol (atribuida a diminuicéo da viscosidade do gel). Com o aumento da quantidade de
cetoprofeno no gel, observaram um aumento da velocidade de libertacdo, entretanto uma
reducdo do coeficiente de difusdo do farmaco.

Moreno-Pérez et al. [38], realizaram um estudo de adsorcéo de cetoprofeno no
interior do composito ZnAl/biochar por modelagdo tridimensional de transporte de

massa, 0 que permitiu obter coeficientes de difusdo superficial do farmaco nos
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compositos [38]. Os coeficientes de difusdo matua em agua necessarios para o calculo
foram estimados utilizando a correlagdo de Wilke e Chang [39].

Tsinman et al. [40] estudaram a velocidade de dissolucdo intrinseca de farmacos
de baixa solubilidade (incluindo cetoprofeno) em dgua em condicdes agitadas. O trabalho
incluiu medicdes experimentais e também métodos de modelacdo, para os quais foi
necessario o coeficiente de difusdo dos solutos em dgua a 310,15 K. Os autores utilizaram
uma equacao empirica baseada em teorias hidrodinamicas, obtendo um valor de 7,9 x 10°
10 m?/s para o coeficiente de difusdo do cetoprofeno.

Por outro lado, Kashihara et al. [41] determinaram experimentalmente o
coeficiente de intra-difuséo do cetoprofeno e de alguns produtos da sua fotodegradagéo

em metanol.

CH,

Figura 1 Estrutura molecular de cetoprofeno.

1.4.2 Ibuprofeno

Ibuprofeno, ou acido (RS)-2-(4-isobutilfenil)propanoico, ¢ um farmaco anti-
inflamatorio ndo esterdide, amplamente utilizado como analgésico e antipirético [42] e é
um dos farmacos mais consumidos em todo mundo. E derivado do cido fenil propandico
(possui um grupo carboxilico na sua estrutura), com a estrutura molecular mostrada na
figura 2, bastante semelhante a do cetoprofeno, sendo o grupo ligado a radical fenilo a
diferenca entre ambos: grupo benzoilo para o cetoprofeno e ter-butilo para o ibuprofeno.
A sua solubilidade em &gua ¢ bastante limitada (21 mg/L a 298,15 K) [35]. E também um
acido fraco, com um valor de pKa de 4,419 & temperatura de 298,15 K (valor estimado
usando médias obtidas por varios valores da literatura) [36].

Neste caso, os estudos de mobilidade de ibuprofeno sdo um pouco mais
abundantes. O estudo referido na sec¢do anterior (adsor¢édo de farmacos em compdsitos
Zn/Al/biochar) para o cetoprofeno também envolveu o ibuprofeno, tendo sido também

obtido o seu coeficiente superficial nesta matriz.
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Cao et al. [43], desenvolveram um modelo matematico para investigar a adsor¢édo
de ibuprofeno de aguas residuais da industria farmacéutica, neste caso, em carvao ativado
e carvao ativado sonicado. O coeficiente de difusdo do soluto em solucdo foi um dos
parametros avaliados e uma série de valores estimados (de 1 x 10~ '°a 10 x 10~ ' m?/s)
foram considerados.

Por outro lado, Gao et al. [44], desenvolveram um modelo baseado na teoria da
difusdo a partir da equacéo de Noyes-Whitney para simular a cinética de dissolugdo do
ibuprofeno em agua. Como a aplicacdo de tal modelo implica conhecer o coeficiente de
difusdo mutua do ibuprofeno em agua, este obteve-se recorrendo a seis métodos de
estimativa.

Ye et al. [45] estudaram os coeficientes de difusdo de farmacos em varios
solventes (incluindo agua), usando o método de dispersdo de Taylor. Entre os farmacos,
também foi estudado o ibuprofeno, cujo valor de coeficiente de difusdo em solugédo
aquosa, a uma concentragdo saturada de 5,82x10** mol/dm?, foi de 7,13x101° m%/s a
298,15 K.

Por fim, Upadrashta et al. [46] determinaram os coeficientes de difusdo de

ibuprofeno em géis de agarose a 1% (p/p) a diferentes temperaturas.

H CH
N on
H\ /CH3 C\c/

C |
HCc ¢ O

Figura 2 Estrutura molecular de ibuprofeno.
1.4.3 Carbamazepina

Carbamazepina 5H-dibenzol[b,f]azepina-5-carboxamida, é um farmaco com
comprovada eficiéncia no tratamento de epilepsia e dor neuropatica e vem sendo utilizado
como anticonvulsivante e antiepilético [47, 48]. Possui um grupo amida na sua estrutura
molecular, conforme mostra figura 3. Carbamazepina é composto triciclico, com baixa
solubilidade em agua (205 mg/L a temperatura de 310,15 K) [40].

Neste caso, o estudo de velocidades intrinsecas de dissolucdo de farmacos de
baixa solubilidade em agua em condic¢Oes agitadas realizado por Tsinman et al. [40],
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também envolveu a carbamazepina, cujo valor de coeficiente de difusdo obtido foi
8,2x100 m?/s,

Em outro trabalho realizado por Beig et al. [49], que teve como objetivo estudar
a solubilidade de carbamazepina em agua com a adicao de politenoglicol 400 (PEG-400)
como co-solvente e também a permeabilidade através de membranas artificiais (via
PAMPA) e bioldgicas, foi medido o coeficiente difusdo efetivo de carbamazepina, a
310,15 K, em funcéo do teor de PEG-400, pelo método de disco rotativo.

=
(O
% NH,
O
Figura 3 Estrutura molecular de carbamazepina.

1.4.4 Atenolol

O atenolol (RS)-2-{4-[2-hidroxi-3-(propano-2-ilamino)propoxi]fenil} acetamida
é um dos farmacos, pertencente ao grupo dos beta-bloqueadores, mais vendido em todo
mundo e que tem sido utilizado no tratamento de doencas cardiovasculares,
nomeadamente hipertensao arterial e arritmia cardiaca [50]. Este farmaco, apresenta um
grupo amida na sua estrutura molecular (conforme mostra a figura 4) € bastante solGvel
em agua (13,30 g L a temperatura de 298,15 K [51], sendo uma base fraca e diprotica
[52], com valores de pKa do seu acido conjugado igual a 9,49 relativo espécie
monoprotonada (valor médio de quatro referéncias [36, 52 — 54]) e pKa igual a 3,59 [52]
relativo a espécie diprotonada.

No caso do atenolol, alguns resultados sobre a mobilidade deste farmaco em
diferentes meios foram publicados, incluindo membranas porosas [55] e géis [56].
Recentemente, num trabalho dedicado ao transporte de solutos organicos em membranas
de permuta iénica, Ma et al. [57], reportaram coeficientes de difus@o de atenolol (também
paracetamol) em agua, medidos usando a técnica de spin-echo de RMN, em func¢éo da
concentracdo de NaCl dissolvido. Os valores reportados nem sequer sdo referidos a

qualquer temperatura ou composigéo de solutos.
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Figura 4 Estrutura molecular de atenolol.
1.4.5 Acetaminofeno

Acetaminofeno, ou N-(4-hidroxifenil)acetamida, também conhecido por
paracetamol, € um farmaco analgésico e antipirético [58]. Possui um grupo amida na
estrutura molecular (estrutura apresentada na figura 5). E soluvel em &gua (14,90 g/L a
temperatura 298,15 K) [59].

A maior parte da avaliagdo experimental da mobilidade do acetaminofeno tem
sido feita no contexto de desenvolvimento de sensores eletroquimicos [60] ou
determinacfes voltamétricas [61, 62] para quantificacdo do acetaminofeno em varias
classes de amostras. Coeficientes de difusdo de acetaminofeno em géis poliméricos, como
N-isopoliacriliamida [63] e quitosano [64], também foram relatados, assim como
coeficientes de difusdo aparentes em membranas microporosos [65].

Por ultimo Ribeiro et al. [66], determinaram coeficientes de difusdo mutua de
acetaminofeno em &gua a 298,15 K em funcdo da composi¢cdo usando o método de

dispersdo de Taylor e concluiram que a fragdo molar do soluto ionizado é insignificante.

N

O
HO

Figura 5 Estrutura molecular de acetaminofeno.
1.4.6 Nicotinamida

Nicotinamida, ou 3-piridinocarboxamida, € uma substancia aparentada com a
vitamina B3z na sua forma amida (trata-se da sua forma amida, ou niacina) [67], e esta
envolvido numa variedade de processos bioldgicos, onde se destacam o metabolismo

energeético, a respiragdo celular, a sintese de colesterol e esterdides e a manutencao da
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integridade do genoma [68]. A nicotinamida possui um grupo amida na sua estrutura

molecular tal como carbamazepina, atenolol e acetaminofeno (figura 6) e € muito soltvel

em agua (500 g L a 298,15 K) [69].
Neste caso, tanto quanto foi possivel apurar, ndo existem registos de estudos sobre

mobilidade envolvendo nicotinamida.

@)

N| S NH,
%

Figura 6 Estrutura molecular de nicotinamida
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CAPITULO 11
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2 COEFICIENTE DE DIFUSAO

A difusdo € descrita como o processo de transferéncia de massa resultante do
movimento aleatorio das moléculas. A transferéncia de massa por difusdo envolve a
migracdo de moléculas de uma substancia através de outra(s) sob a influéncia de um
gradiente de concentracdo, gerando um fluxo liquido de moléculas. Existem muitos
exemplos dessa situacdo no nosso quotidiano. A difusdo é um fendmeno comum em
gases, liquidos e solidos, e a natureza recorre a ele para resolver problemas bioldgicos
como por exemplo a respiracdo, transpiragdo, oxigenagdo sanguinea, etc. No dominio da
Engenharia Quimica, temos como exemplo de operagdes onde o fendmeno da difusdo é
central os processos de separacdo, nomeadamente, a destilacdo, a extracdo liquido-
liquido, a absorcao gasosa, cristalizacéo e a adsorcéo.

Os primeiros estudos qualitativos dos processos de transporte foram
encaminhados de modo a descobrir as relacGes entre fluxos e as forgas causadoras dos
mesmos. Sendo assim, Fick baseando-se na analogia de Berthollet entre o transporte de
calor e o transporte de massa, assumiu que o gradiente de concentracdo (expressa em
unidade de massas ou moles, por unidade de volume) seria a forga responsavel pelo fluxo
difusional. Numa mistura binaria, Fick estabeleceu que o fluxo de massa de um

componente é descrita pelas equacdes 2.1 e 2.2 [70],

Ji==D(52)i (Primeira lei de Fick) (2.1)
aCi _ @ . -
i D ) (Segunda lei de Fick) (2.2)

onde J; é o fluxo do componente i nas unidades de massa ou moles, por unidade
de area por unidade de tempo; D é o coeficiente de difusdo, c;, € a concentracdo do
componente i em unidades de massa ou moles por unidade de tempo e, i, & 0 vetor unitario.
Sendo que a primeira lei de Fick (Equacdo 2.1) aplica-se a processos em estado
estacionario e segunda lei de Fick (Equacgéo 2.2), obtida a partir da primeira, € necessaria
quando se abordam processos em estado transiente. A medicéo de fluxo de difuséo nas
misturas liquidas requer a escolha de um referencial adequado. O mesmo ja ndo acontece

com as medigdes de fluxos de calor ou de carga elétrica e, para fluxo de matéria numa
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mistura solida, uma vez que para esses casos a escolha do referencial é geralmente
simples.

Fick estudou a inter-difusdo de duas solugfes dos mesmos componentes, mas com
diferentes concentraces, e também a difusdo de um solido para a sua solugéo saturada.
Estes coeficientes de difusdo sdo designados, portanto, por coeficientes de inter-difusédo
ou coeficiente de difusdo matua [71]. Por outro lado, num sistema de um dnico
componente, as particulas individuais no liquido puro movem-se aleatoriamente e tém a
mesma probabilidade de ocupar qualquer ponto do espaco total ocupado pelo liquido.
Para este caso, o coeficiente de difusdo é designado por coeficiente de auto-difusio. E
designado por coeficiente de intra-difusdo ao coeficiente de difusdo obtido quando um
soluto é marcado isotopicamente e se difunde numa solugdo homogéneo [72, 73]. No caso
de sistema, estudado neste trabalho, os coeficientes de difusdo mutua sao representados
D1, significando coeficiente de difusdo de 1 em 2, sendo o sistema constituido por dois

componentes [74]

2.2 Métodos experimentais para determinacao de coeficientes de difusdo em liquidos

A medida rigorosa de coeficientes de difusdo com base em gradientes de
concentracdo é um processo complexo e demorado. Associado a isso, 0s valores do
coeficiente de difusdo sdo igualmente sensiveis a pequenas variacbes de temperatura,
pressdo ou vibragdes mecanicas na célula de medida, podendo causar perturbacbes que
irdo influenciar nos resultados. Por essas razdes, sdo escassos 0s trabalhos experimentais
de determinac&o de coeficientes de difusdo em fases liquidas.

Tendo em conta a natureza do processo de difusdo, os métodos de medida dos

coeficientes de difusdo podem agrupar-se nas seguintes categorias:

» Métodos estacionarios, onde a difusdo ocorre numa coluna de solucéo, na qual se atinge
0 estado estacionario, sendo, pois, a concentracdo em cada ponto da coluna constante e
independente do tempo. O exemplo mais comum é a célula de diafragma. Nesta técnica,
duas solugdes, com os mesmos dois componentes, mas com concentragOes diferentes,
encontram-se separadas por um diafragma poroso de forma a possibilitar a existéncia de
gradiente de concentracdo, mas também a transferéncia de massa entre os dois
compartimentos. Dependendo das solugdes, € possivel determinar o fluxo que atravessa

o diafragma por unidade de tempo e assim obter o coeficiente de difusdo, usando a
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primeira lei de Fick. Outro conjunto de métodos estacionarios é usado na medida de
coeficientes de auto-difusdo ou intra-difusdo. Estes baseiam-se na marcagao de moléculas
(isotopicamente ou através de gradientes de campo magnético) e no “seguimento” do seu

movimento, sendo o método de RMN spin-echo um dos exemplos [75, 76].

» Meétodos de difusdo livre, nos quais se forma uma fronteira de difusdo bem definida
entre duas solucdes. Esta fronteira é horizontal e 0 meio mais denso é o inferior. A inter-
difusdo ocorre através dessa fronteira e da regido onde as varia¢Ges de concentragdo sdo
maiores. As variagdes de concentracdo com o tempo na vizinhanca da fronteira sdo
seguidas por métodos interferométricos, medindo por exemplo o indice de refracdo da
coluna liquida em funcdo do tempo e da distancia a fronteira de difusdo inicial. Um
exemplo deste método é técnico de difusometro de Guoy [77].

» Meétodos dinamicos: nesta familia de métodos, tem-se duas fases, uma das quais é
movel (solvente ou soluto) e a outra é injetada no fluxo da primeira. Como exemplo o
método cromatogréfico, no qual é baseado na técnica de dispersdo de Taylor [78, 79],
método utilizado neste trabalho para determinar os coeficientes de difusdo mutua

2.3 Método de dispersao de Taylor

Este método foi desenvolvido a partir dos trabalhos realizados por Taylor [80],
onde é feita a analise de dispersdo de um pulso de um soluto num solvente em fluxo
laminar num tubo de seccéo circular, e mais tarde complementados por Aris [81]. A
referida técnica passou a ter um maior leque de aplicacBGes apds Alizadeh, et al. [82]
demostrarem, a partir de analise das equacdes que descrevem essa dispersdo, que é
possivel dimensionar um equipamento, dito ideal, para medicdo de coeficientes de
difusdo mutua capaz de fornecer resultados com precisdo, como acontece noutros
métodos. Considera-se por exemplo, que o tubo de difusdo € infinito, que possui uma
secdo circular uniforme e que as propriedades fisicas das misturas ndo variam com a
composicgdo. Pelo facto de o método de dispersdo de Taylor usar um perfil de velocidades
caracteristico do fluxo laminar para a aumentar a dispers@o do soluto devido a difuséo
molecular causada pelo gradiente de concentracdo, possibilita a utilizacdo de um sé
medidor de concentracao fixo num ponto de espago para monitorizar toda a disperséo do
soluto. Este facto que atribui a0 método uma vantagem em relagdo aos outros metodos

utilizados para determinacdo de coeficientes de difusdo em liquidos.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL E QUIPAMENTO

3.1 Principio do método experimental

Como acima referido, os coeficientes de difusdo mdtua de cada soluto na agua
foram determinados pelo método de dispersdo de Taylor [80] . Neste método, uma
solucdo (um soluto num solvente) com uma concentracdo conhecida, é colocada a fluir,
com um caudal constante, previamente selecionado (solucdo de fluxo), através de um
longo tubo cilindrico enrolado helicoidalmente em torno de um cilindro metalico. Numa
das extremidades do tubo, um volume muito pequeno de uma solugdo composta pelo
mesmo soluto e solvente, mas com uma concentracdo ligeiramente diferente (geralmente
com uma maior concentracdo de soluto) € injetado por uma valvula de seis vias,
produzindo um pulso de concentracdo diferente, tdo semelhante quanto possivel a uma
funcio delta (3), e € transportado pela solugdo de fluxo. A medida que percorre o tubo,
esse pulso de composicdo diferente é gradualmente alargado pela acdo combinada do
perfil de velocidade parabolico do fluxo e da difusdo. Na outra extremidade do tubo, o
detetor (refratobmetro diferencial) mede a diferenca de indice de refracédo entre a solugéo
de fluxo apds a introducédo do pulso e a solugdo inicial, sendo os resultados registados em
funcdo do tempo. A passagem do pulso através do detetor produz um sinal que, se
representado ao longo do tempo, tem a forma de uma curva gaussiana, cujos dois
primeiros momentos (tempo de residéncia, £ e variancia, a2) sdo usados para calcular os

coeficientes de difusdo mutua.

3.1.1 Descricdo do equipamento utilizado

Tabela 1 DimensGes dos parametros do equipamento utilizado para a determinacdo do
coeficiente de difusdo mutuo.

Parametros Valores

Raio interno do tubo de difuséo 4,01 x10%m
Raio de enrolamento do tubo 0,11m
Volume de injecdo 2,0x 108 m?
Volume da célula do detetor 8x10°m?
Comprimento do tubo de difusao 13,216 m
Raio do tubo de conexdo ao detetor 1,144 x 10* m
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O aparelho utilizado neste trabalho para a medicao de coeficientes de difuséo, foi
dimensionada com base no trabalho j& realizado por de Matos Lopes [83]. Um esquema

do mesmo é mostrado na figura 8, sendo as suas principais dimensdes e parametros
apresentados na tabela 1

1

Computador
9
Placa de aquisicio
Mistura de 10

fluxo 1
Mistura de — Multimetro Refractometro
injecg@o
1
7 8
3 5
Véahula _I—' Tubo de difus3o
Banho 2 de
T tatico inpeccan L
4 12
Desperdico

Figura 7 Esquema de fluxo do equipamento utilizado para a determinacéo de coeficiente
de difusdo mutua.

Figura 8 - Fotografia de um aspeto geral do equipamento.
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As figuras 7 e 8 representam aspetos diferentes da montagem. A figura 7
representa um esquema que explica, de um modo geral, o fluxo do equipamento utilizado
para a determinacdo do coeficiente de difusdo muatua. A figura 8 é uma fotografia do
aspeto geral do equipamento, onde podem ser identificados todos os componentes usados.
A solucdo de fluxo (no nosso caso, solucdo aquosa de um farmaco ou agua pura) é
injetada, por intermédio de uma seringa colocada na bomba infusora (A), no tubo de
ligacdo (5) a valvula de injecdo que se encontra dentro de um banho termostatico (L),
conectado ao inicio do tubo de difuséo (6). A solucéo de injecao (solucdo aquosa de um
farmaco com concentracédo ligeiramente superior a solucdo de fluxo) entra num tubo de
injecdo (3) por meio de uma entrada (C) através do dispositivo (B) que aciona
manualmente a valvula de injecdo. O tubo de difusdo encontra-se também dentro do
mesmo banho termostatico (L) e enrolado no interior de um anel de chumbo o qual
também esta dentro do banho, fixo a uma mesa de marmore (G) para reduzir as vibragdes
que introduzem fluxos de massa adicionais. O final do tubo de difuséo (O) esta conectado
(8) a um refratdbmetro (N), onde é possivel detetar diferencas no indice de refracdo da
mistura. O sinal do refratdmetro é transformado (10), por uma placa de aquisicao de dados
(conversor analogico digital, F), num sinal suscetivel de ser tratado pelo programa de
computador (11). Tendo em conta que o indice de refracdo e o proprio coeficiente de
difusdo variam com a temperatura, para se efetuar uma medicdo fidvel é necessario
termostatizar a montagem, em especial o tubo de difusdo e o refratdmetro. Para a manter
temperatura do banho constante durante todo o processo é utilizado uma serpentina de
cobre que reveste o interior do banho e é alimentada (1, 2) por uma solugédo de agua e
etilenoglicol a 30% V/V proveniente (D) de um banho termostético (H). Faz-se assim o
ajuste grosseiro da temperatura do banho termostatico (L) de modo controlar e manter a
temperatura constante. De modo a garantir a homogeneizacdo do mesmo, recorreu-se a
um agitador mecanico (E) e duas bombas difusoras de ar de aquario (J). O ajuste fino da
temperatura do banho termostéatico (L) é feito por um controlador de temperatura tipo
Proporcional-Integral-Diferencial (PID) (M) ligado a um termdmetro de resisténcia de
platina e a duas resisténcias de aquecimento. A temperatura do tubo de difusdo é medida
por duas sondas de resisténcia de platina de 100 Q (7). A resisténcia ¢ medida a quatro
fios, usando um multimetro digital (1) sendo os sinais adquiridos no computador por meio
de software desenvolvido por encomenda para o efeito. O dispositivo (K) funciona como

depdsito dos desperdicios.
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3.1.2 Tubo de difusao

De modo a permanecer dentro do banho termostatizado, o tubo de difusdo que é
de aco inox 316, foi enrolado em hélice em torno do anel de interior, concéntrico com um
anel exterior, ambos de aco inoxidavel e o espaco entre eles (2,5 cm) foi preenchido com
0 chumbo fundido. Tendo em conta a sua funcdo/utilidade no funcionamento do
equipamento, o mesmo € flexivel (para ndo sofrer deformacdes decorrentes do
enrolamento em hélice), resistente (para ndo sofrer deformacgdes na sua seccdo, nem
interiores, nem exteriores, aquando do enchimento do anel com chumbo fundido) e
anticorrosivo a fluido (solucGes aquosas dos farmacos estudados) que escoe atraves do

mesmo.

3.1.3 Sistema de fluxo

A mistura de fluxo circula no tubo de difusdo por acdo de uma bomba infusora,
através de uma seringa (Hamilton) com capacidade de 100 mL, de vidro, com um émbolo
mais resistente que acabou por se danificar e substituida por uma outra (Braun Omnifix,)
com 60 mL de capacidade, de plastico e adequada para usos cromatograficos que acabou
por adaptar-se bem aos trabalhos, uma vez que aos fluidos das misturas ndo causaram
danos na mesma. O uso de seringas impede fugas por evaporacao e contaminagoes, além
de possibilitar um caudal laminar. A bomba fornece caudais constantes desde 0,01 até 5
ml/min, fora desta gama ndo ha garantia da precisdo do caudal fornecido. Foram usadas
duas bombas infusoras durante o trabalho, ambas da marca Harvard: a primeira de modelo
22; a segunda PHD Ultra.

3.1.4 Vélvula de injecéo

A vélvula de injecdo utilizada é uma véalvula de seis vias, em aco inoxidavel, de
marca Rheodine 7010 e encontra-se fixa ao suporte que também suporta o anel de chumbo
onde se encontra o tubo de difus@o enrolado, no interior do banho de 6leo, e possibilita a
introducdo de um volume conhecido no interior do tubo de difusdo sem qualquer
dispersdo. Muito comum em cromatografia, a valvula faz seis ligagdes: a montante com
0 tubo de entrada da solucdo de injecdo; a jusante conectando a tubo de difusdo; uma

terceira e uma quarta ligacdes as extremidades de um loop de 20 pL (onde é armazenada

-23-



-Estudo da Mobilidade de FArmaco em Agua - Uma Abordagem Experimental e Tedrica-

a solucdo de injecédo antes de ser introduzida na corrente; uma quinta ligacao conecta ao
tubo permutador de calor que recebe a mistura que vai para o tubo de difuséo, e uma sexta
ligac@o conecta a um tubo de desperdicio.

3.1.5 Controlo de temperatura e termostatizacdo de temperatura

O coeficiente de difusdo, € uma grandeza que depende essencialmente da
temperatura, assim como a maior parte das propriedades termodinamicas e termofisicas.
Sendo assim, o controlo rigoroso da variacdo de temperatura ao longo do tempo para as
zonas da montagem é fundamental de modo a minimizar a incerteza nas medicdes. Para
iss0, usou-se como o banho o 6leo mineral onde estdo imersas a valvula da injecdo e o
tubo de difusdo. Um tubo de cobre foi enrolado na parte interior do banho, cobrindo a
maior parte da area lateral das paredes do banho. O referido tubo esta ligado a um banho
termostatico de marca VWR -400-20, cujo fluido de termostatizacdo é uma mistura de
agua e etilenoglicol a 30% v/v, o0 que da uma gama de possibilidades de temperaturas de
termostatizacdo de -10 °C a 80 °C. Este equipamento permite uma termostatizacéo
grosseira do banho principal com uma variacao de + 0,5 °C, em toda a gama das referidas
temperaturas (-10 °C a 80 °C). Desta maneira, ha a necessidade de um controlo mais
rigoroso da temperatura, o que foi conseguido através de duas resisténcias construidas
para o efeito, ligadas a um controlador PID de marca Hart-Scientific 2100 que mede a
temperatura do banho por intermédio de uma sonda colocada no interior do banho, sendo
possivel obter um controlo de temperatura com uma precisdo de + 0,01°C. O banho
termostéatico é agitado por intermédio de um agitador mecéanico de marca Heidolph R2R
2021. Esta agitacdo é melhorada pela acdo de duas bombas de ar de aquéario que estdo
ligadas a duas pedras porosas difusoras colocadas no fundo do banho e que debitam um
pequeno caudal de ar, formando duas colunas de bolhas no 6leo. Por Gltimo, a medicdo
exata da temperatura no tubo de difusdo € conseguida através de duas sondas de
resisténcia de platina de 100Q (Omega, PR-11-2-100-1/4-6-E), num arranjo a quatro fios,
ligadas a um multimetro de marca Keithley 2000, cuja resolucdo é de 0,1 mOhm. O
multimetro esta conectado diretamente ao computador de trabalho, onde as resisténcias

sdo transformadas em medidas de temperaturas atraves do software de aquisi¢ao de dados.
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3.1.6 Refratdmetro

Para a medicdo de indice de refracdo utilizou-se um refratdmetro diferencial de
modelo Hitachi L-2490. O seu funcionamento é simples e eficiente. A solucao de fluxo,
com uma dada concentragdo, passa pela célula de medida, a qual esta dividida em duas
partes, uma célula de amostra e a célula de referéncia, de modo a garantir que as solugdes
nas duas partes da célula (amostra e referéncia) tenham as mesmas concentracgdes inicias.
Na mesma célula, incide um feixe de luz monocromatica que, uma vez deflectido pela
amostra e pela referéncia, incide num detetor fotovoltaico, por intermédio de lentes e de
um espelho. Uma vez fechada a célula de referéncia, a solucdo passa unicamente pela
célula de amostra; assim, havendo uma ligeira mudanca na concentracdo da solugdo de
fluxo, o indice de refracdo da solucdo também muda, o que causa uma mudanca de
deflecdo no feixe de luz que atinge o detetor. O feixe de luz altera a sua posicdo de
incidéncia no deflector e isto faz variar o sinal de output em tensdo, o qual depois de
amplificado pode ser lido por um multimetro ou transformado num conversor A/D, como
€ 0 caso. A tensdo pode variar numa escala 0 a 10 mV, mas a correspondente variacao do
indice de refracdo depende da amplificacdo do sinal lido pelo detetor. Na maxima
ampliacdo o refratometro pode ler variagdes do indice de refracdo de 6x10%, a 1% da
escala. Neste refratometro, a gama de temperaturas disponibilizadas pelo controlador tem

o limite minimo de 30 °C.

3.1.7 Aquisicéo de dados

Usa-se uma aplicacdo desenvolvida em Labview versdo 7.1, com o objetivo de
adquirir o sinal digital proveniente de uma placa de aquisicdo da marca National
Instruments NI USB-6210 de 16 bits a 250 KS/s. A referida placa encontra-se ligada ao
refratobmetro e ao computador onde foram instados os seus controladores. Ela permite
adquirir os sinais elétricos e transforméa-los em sinais digitais com grande velocidade e
resolucéo elevada. A janela de controlo da aplicagcdo em Labview é composta por dois
gréaficos, um de temperatura em fungdo do tempo de residéncia e o outro de tensdo em
funcdo do tempo de residéncia. Este programa permite também gravar valores de
temperatura, tempo de residéncia e tensdo para uma dada experiéncia, com uma
frequéncia de trés valores por segundo. O programa € reiniciado quando valvula pde em

contacto as solugOes de injecdo e as solugdes de fluxo, e nesse momento inicia a gravagao.
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3.1.8 Preparacao das solugdes de fluxo e de injecao

Os farmacos foram adquiridos, tendo cada um deles um elevado grau de pureza.
Na tabela 2 sdo indicadas a proveniéncia e pureza (fornecida pelo fabricante) dos
farmacos estudados. As solugbes foram preparadas gravimetricamente, usando apenas
agua mili-Q com resistividade de 18,2 MQcm, filtrada previamente usando um filtro de
nylon com 0,45 um de porosidade, sem adicao de qualquer solu¢do tampdo, procedimento
para todos os sistemas estudados. Antes de ser usada para preparar a solucédo, a agua foi
aquecida até a ebulicdo (para reduzir a quantidade de ar dissolvido, tornando mais
improvavel a formacdo de bolhas de ar durante a medida) e de seguida arrefecida a
temperatura ambiente.

Para todos os sistemas, foram feitas as medicGes a diluicdo infinita. Para estes
casos, a solucdo de fluxo foi apenas agua mili-Q. Entretanto, para alguns dos sistemas,
em que a solubilidade dos respetivos solutos em agua permitisse as medicGes, também
foram efectuadas medidas a outras concentracdes; nestes casos, a solucgdes de fluxo foram
preparadas seguindo os mesmos procedimentos das solucdes de injecdes. Importa
salientar que a técnica sugere que tanto a solucdo de fluxo como a solucdo de injecéo
devem ter solutos em concentracdes ligeiramente diferentes, sendo maior na solucéo de
injecdo. Os dois componentes das misturas foram pesados de acordo com a fragdo molar
pretendida de maneira a preencherem um volume fixo do baldo de modo a minimizar o
volume de fase gasosa. Para a preparacao das solu¢des de fluxo ou de injecdo foi utilizado
um bal&o que possui uma tampa de teflon com duas agulhas no centro com profundidades
diferentes de modo que uma das agulhas fosse utilizada para entrada da dgua durante o
processo da preparacao da solucdo e outra para saida da solucdo preparada para evitar a
contaminacdo As tampas de teflon tém igualmente a funcdo de permitir estanquicidade
as solucdes preparadas, evitando a dissolucdo excessiva de ar que tende a provocar bolhas
de ar que prejudicam a experiéncia. Depois de preparadas, as solu¢des sdo sujeitas a um
banho de ultrassons para retirar as bolhas dispersas que surgem naturalmente da agitacao

e para a aumentar a velocidade de dissolugdo do soluto no solvente.
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Tabela 2 Caracteristicas dos componentes das misturas

Componentes das misturas Proveniéncia Pureza minima
Agua Filtrada, Desionizada 18,2 MQcm a 25 °C
(milli-Q)

Cetoprofeno Sigma-Aldrich 98 %

Ibuprofeno TCI 98%
Carbamazepina Acros 98 %
Acetaminofeno Cayman chemical 98 %

Atenolol Astrazenica 98%

Nicotinamida José M. Vaz Pereira 98%

3.1.9 Operacdo do equipamento

Primeiramente liga-se o aparelho que termostatiza o banho, seleciona-se a
temperatura pretendida para a medicéo e aguarda-se o tempo suficiente para que o banho
fique completamente termostatizado. De seguida é colocada a seringa de fluxo na bomba
infusora programada para debitar o caudal que se pretende, tendo em conta os critérios
indicados para o sistema em estudo. No refratdmetro, introduzem-se os paradmetros
referentes & ampliacdo desejada, temperatura idéntica a do banho, e é escolhida a posicao
de purga para a que a mistura passe pela célula de amostra e de referéncia. Com a bomba
ligada, aguarda-se que a solugéo de fluxo chegue ao fim da linha, ou seja, ser recolhido
como desperdicio e que a leitura do refratdbmetro esteja suficientemente estavel para se
acertar o zero 6tico do equipamento.

Apds atingir a estabilidade, a purga € desligada e, espera-se que a estabilidade
volte novamente ser atingida e se acerte novamente o zero 6tico. Com uma linha de base
estavel e com o loop cheio de mistura de injecdo termostatizada, injeta-se a solugdo de
injecdo e simultaneamente liga-se a opcao gravar, na aplicacdo em Labview 7.1, para que
os dados de temperatura, tempo e tensdo sejam armazenados para posterior tratamento. O
programa grava os trés valores, trés vezes por segundo, durante o tempo que dura a
experiéncia. A mistura injetada € eluida e ap0s a recuperacdo da linha de base da-se como
terminada a experiéncia.

Quando se muda de soluto é sempre aconselhavel lavar as células do refratobmetro
de modo a eliminar possiveis impurezas, deixadas por solutos precedentes, que pudessem
instalar-se nas mesmas. A lavagem das células ¢ também conveniente, apds um certo
namero de experiéncias, para que o refratdbmetro ndo perca sensibilidade.
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Antes da realizacdo dos referidos estudos experimentais, o aparelho foi testado
medindo coeficientes de difusdo muatua do 1-propanol em &gua numa gama de
concentraces diluida e a 298, 15 K. Os resultados desviam entre 0,2 e 5% dos resultados
obtidos por Hao e Leaist [84] numa gama de fracdo molar de soluto entre 2 x 10° e 0,01.
Em fracGes molares mais limitadas, os nossos resultados desviam 3% daqueles dos
obtidos por Harris et al [85], 2% em relacéo aos valores de Pratt e Wakeham [86] e 4%
quando comparados com os resultados de Rehfeldt e Stichlmair [87].

3.2 Analise e tratamento dos dados
3.2.1 Ajuste computacional dos dados experimentais

A teoria do método prevé gue a diferenca de concentracdo entre as solucdes de
injecdo e de fluxo, obtida experimentalmente pela diferenca entre indices de refracéo,
siga uma distribuicdo normal em funcéo do tempo. Tendo em conta que o coeficiente de
difusdo se determina a partir dos dois momentos principais da distribuicdo normal, é
necessario ajustar os dados experimentais da diferenca de potencial (sinal do
refratdbmetro, proporcional a diferenca de indice de refracdo) com o tempo a uma funcéo

gaussiana da forma:

P 1 (x—P3)?
flx) = P—:exp [— Exp—;'] + Py + Psx (3.1)

Depois de concluido o ajuste aos dados experimentais atraves da Equacdo 3.1
obtém-se os valores dos cinco parametros, sendo P1 um parametro de normalizacdo, P-
segundo momento da curva correspondendo a variancia, ¢%, Ps primeiro momento da
curva correspondendo ao tempo, ¢, e P4 e Ps sdo 0s coeficientes da reta ao qual se ajuste
a linha de base. A variancia, ¢% e tempo, £, segundo e primeiro momentos da curva
respetivamente, entram diretamente na equacdo para a determinacdo de coeficiente de

difusao.
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3.2.3 Calculo de coeficiente de difusdo mutua

O procedimento utilizado neste trabalho para o calculo do coeficiente de difuséo

mutua baseou-se no tratamento de Alizadeh et al [82], através da Equacdo 3.2:
Z4-(1- 6a)1/2} (3.2)

Se ap for o raio do tubo de difuséo e o for dada por:
8q = (768)*K ¢, (3.3

onde K =2.1701... x10-5 e ¢o € dado por:

2 2 (-4 2 ,\1/2
_ Zo-id_tid+(tid+4tido-id)

o =

(3.4)

-2 2
8tig—80i,

Tanto o tempo de residéncia, £, como a variancia, o?, obtidas diretamente pela

experiéncia para serem utilizadas nas Equacgdes 3.2-3.4, devem ser corrigidas na forma:
Eid = Eexp + X 6Eid (3.5)
04 = 04y + X607 (3.6)

Estas correcBes devem-se aos desvios entre as caracteristicas reais do equipamento e as
consideradas ideais no contexto da teoria do método de disperséo de Taylor. O volume
finito da solucédo de injecdo e o monitor de concentracdo (em vez de infinitesimal), a
existéncia de um segmento de tubo que ligue o tubo de difusdo e a célula do detetor
constituem os principais desvios do arranjo ideal. A concentragéo de soluto de referéncia
(Cirer) é dada pela equacdo 3.7 [82], sendo convertida em fragdo molar do soluto de

referencia (%1 ref), para a qual é determinado o coeficiente de difusdo mutua.
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M (Gea7z)

Crges = Cpp + —27
1,Ref 1,F na(z,(zg“of)l/z

(3.7)

onde Cy,r é a concentracdo do soluto na solugdo de fluxo e N1 nimero de moles
do soluto (1) na amostra em excesso daqueles presentes no mesmo volume do fluxo. A
concentragéo de referéncia (em mol /dm?) foi entdo convertida em fragdo molar de soluto
(X 1,ref). Para cetoprofeno, ibuprofeno, carbamazepina e atenolol foram utilizadas Ci,r =
0 em todas as temperaturas. Para acetaminofeno e nicotinamida sempre utilizou-se Cy,r
= 0 exceto a 298,15 K em que Ci,r tomou outros valores diferentes de zero. Ou seja,
foram nestes casos usados no fluxo mistura de farmacos e agua.

Foram medidos experimentalmente os coeficientes de difusdo mdtua, D12 (1-
soluto e 2-agua) dos seguintes sistemas: cetoprofeno (1), ibuprofeno (1), carbamazepina
(1), atenolol (1), acetaminofeno (1) e nicotinamida (1) em &gua (2). Tendo em conta a
solubilidade da maioria dos solutos em agua, foram medidos os coeficientes de difusdo
mUtua para os sistemas envolvendo cetoprofeno, ibuprofeno, carbamazepina e atenolol
em diluigdo infinita e para sistema envolvendo acetaminofeno em funcdo das
composigdes (aproximadamente entre 0 e 0,001 da fragdo molar do soluto), em todos os
casos a trés diferentes temperaturas (298,15 K, 308,15 K e 318,15 K). Para além desses
casos, foram também medidos os coeficientes de difusdo da nicotinamida em agua em
funcdo da composicao (aproximadamente entre 0,0 e 0,01 da fracdo molar do soluto),
sendo a primeira composicao a trés deferentes temperaturas (298,15 K, 308,15 K e 318,15
K) e outras composicdes a 298,15 K. Para cetoprofeno, ibuprofeno, carbamazepina e
atenolol, acetaminofeno e nicotinamida em agua, a solucdo diluida foi sempre composta
por solvente puro, sem adicdo de qualquer solu¢do tampdo. Para estas concentragdes de
referéncias baixas, as fracdes molares de soluto das solugdes de injecdo foram 7,3x10°,
3x10%, 1,7x107, 4,7x10% 7.4x107 e 7,88x107 para cetoprofeno, ibuprofeno,
carbamazepina, atenolol, acetaminofeno e nicotinamida respetivamente, o que resultou
em concentracOes de referéncias muito baixas, permitindo ser consideradas como diluigédo
infinita. De modo a garantir que o instrumento operasse de acordo com a teoria do
método, foi necessario obedecer aos critérios que determinem um intervalo para o tempo
residéncia para os sistemas em estudo, limitado superiormente pela Equacdo 5.1 e
inferiormente pela Equagdo 5.2 [82]. Aplicando entdo os referidos critérios e tendo em
conta as caracteristicas dimensionais do equipamento (tabela 1), o intervalo de valores de

D12, 0s valores de viscosidades e densidades dos sistemas a temperatura de medicao,
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determinou-se o intervalo de tempo de residéncia para os referidos sistemas. Com base

nessa determinacdo, foi selecionado, para cada caso, o caudal adequado para a solucdo de

fluxo.
— Lao
700D, (5.1)
- a3l’p \1/2
t > (57]D12Re) (5l2)

sendo t tempo de residéncia, L comprimento do tubo de difuséo, a, raio do tubo
de difuséo, D1» coeficiente de difusdo mutua, n viscosidade, p densidade e R. raio de
enrolamento do tubo. Para este calculo, e para os sistemas envolvendo cetoprofeno,
ibuprofeno, carbamazepina, atenolol e acetaminofeno foi considerado que a densidade
das solugdes € igual a do solvente a cada temperatura [88], por serem sistemas cuja fracao
molar de soluto é muito baixa. Contrariamente a estes casos, para o sistema envolvendo
a nicotinamida, em que as concentragdes do soluto foram elevadas, as densidades foram
medidas experimentalmente (utilizando um densimetro) em funcéo da fracdo molar do
soluto na gama de temperatura de 298,15 — 319,15 K, sendo os resultados para as
condicgdes exatas das experiéncias de difusdo apresentados na tabela 3. Para o efeito,
utilizou-se um densimetro de tubo vibrante (Anton Paar, DMA 5000) onde a temperatura
foi controlada por principio de efeito de Peltier com uma incerteza de 0,001 °C e calibrado
com agua, tolueno e diclorometano.
Os dados de densidade em funcdo da composicdo e temperatura para 0 Sistema
nicotinamida/agua foram ajustadas a equacéo:

p=(A0+A1.T + A2.T?) + (BO+ B1.T + B2.T*)x + (CO+ C1.T + C2.T? +
C3.T3)x? (5.3)

Estando os parametros obtidos apresentados na tabela 4 e os valores de densidade
necessarios foram obtidos recorrendo a referida equacéo.

Quanto a viscosidade, para o efeito do referido calculo foi considerada a
viscosidade do solvente puro (dgua) em cada temperatura [88], para todos os sistemas.
A figura 9 mostra os exemplos de curvas de resposta tipicas do detetor (ndo ajustada),
uma para cada soluto em diluicdo infinita e a 308,15 K. Nas tabelas 5 a 8, estéo
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apresentadas zonas de trabalho, onde o equipamento opera de acordo com a teoria e 0s

respetivos caudais, adequados para as solugdes de fluxo (para cada sistema, temperatura

e Composicao).

Tabela 3 Densidades do sistema nicotinamida em &gua em funcao da fracdo molar do
soluto e da temperatura (T) medido através do referido densimetro.

T/IK 1 Densidade/kg m™

0,0 997,024

0,001 998,489

298,15 K 0,002 999,946
0,005 1004,259

0,01 1011,259

308,15 K 0,0 994,442
318,15 K 0,0 991,545

Tabela 4 Parametros obtidos e utilizados nos calculos das densidades do sistema
nicotinamida/agua em funcdo da fracdo molar e da temperatura.

A0 1,000935632
Al -5,5868E-05

A2 -4,06435E-06
BO 1,673793059
Bl -0,009965063
B2 7,26709E-05
CO 1,431350759
C1 -0,704863252
Cc2 0,025795171

C3 -0,000284422
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Figura 9 Curvas de respostas tipicas do detetor IR (sinal vs tempo) para os sistemas
(cetoprofeno/agua) (a), (ibuprofeno/agua) (b), (carbamazepina/dgua) (c),
(atenolol/agua) (d), (acetaminofeno/agua) (e) e (nicotinamida/agua) (f).
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Tabela 5 A zona de trabalho do equipamento de medicdo de coeficientes de difusédo
muatua e o respetivo caudal para a solugdo de fluxo para cetoprofeno, ibuprofeno,
carbamazepina e atenolol em agua em diluicao infinita e a trés diferentes temperaturas.

Cetoprofeno/agua
Temperatura(T)/K Caudal (Q)/mLmin* Tempo de residéncia (t)/s
Limite superior Limite inferior
298,15 0,041 16839 7834
308,15 0,043 13037 7265
318,15 0,047 10575 7174
Ibuprofeno/agua
298,15 0,041 14991 7014
308,15 0,043 12651 7156
318,15 0,045 10359 7100
Carbamazepina/agua
298,15 0,042 13286 6603
308,15 0,048 10172 6417
318,15 0,054 8405 6396
Atenolol/agua
298,15 0,040 15538 7141
308,15 0,042 13172 7302
318,15 0,045 11972 7633

Tabela 6 A zona de trabalho de equipamento de medicdo de coeficientes de difusédo
mutua e o respetivo caudal para a solucdo de fluxo para o sistema nicotinamida/agua em
diluicdo infinita e a trés diferentes temperaturas.

Tempo de residéncia (t)/s
Temperatura(T)/K Caudal (Q)/mLmin-t

Limite superior  Limite inferior

298,15 0,056 9124 5472
308,15 0,067 7222 5407
318,15 0,075 5697 5266
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Tabela 7 A zona do trabalho do equipamento de medicéo de coeficiente de difusdo mdtua
para acetaminofeno em agua em funcdo da fragdo molar do soluto e a trés diferentes
temperaturas.

Tempo de residéncia (t)/s

x Caudal (Q)/mLmin‘*
Limite superior Limite inferior

298,15 K
0,0 0,048 10812 5957
0,00005 0,048 11918 6254
0,0001 0,048 11575 6263
0,0002 0,048 11250 6076
0,0005 0,048 10831 5962
0,001 0,048 11953 6263

308,15 K
0,0 0,055 8689 5931
0,00005 0,055 8681 5921
0,0001 0,055 8296 5795
0,0002 0,055 8691 5932
0,0005 0,055 8590 5897
0,001 0,055 8939 6015

318,15 K
0,0 0,063 7020 5845
0,00005 0,063 6931 5808
0,0001 0,063 6857 5777
0,0002 0,063 6933 5808
0,0005 0,063 7154 5900
0,001 0,063 7169 5907

Tabela 8 A zona de trabalho de equipamento de medicdo de coeficientes de difusdo
mutua e o respetivo caudal para a solugédo de fluxo para o sistema nicotinamida/agua a
outras fracOes molares do soluto a 298,15 K.

Tempo de residéncia (t)/s

s Caudal (Q)/mLmin-1
Limite superior Limite inferior
0,001 0,054 9461 5496
0,002 0,054 10168 5668
0,005 0,048 11347 5933
0,01 0,042 13516 6419
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CAPITULO IV
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4 PROCEDIMENTO COMPUTACIONAL

4.1 Quimica computacional e simulacédo por dinamica molecular

Quimica computacional designa o uso de uma técnica computacional em Quimica
para obtencdo de propriedades moleculares ou macroscopicas de sistemas quimicos, que
pode ser um método baseado na Mecéanica Quéntica ao nivel molecular ou um método de
simulacdo baseado na Mecanica Cléassica, aplicado a sistemas moleculares complexos
[89]. A simulacdo computacional teve o seu inicio na década de 1950 com o propdsito de
estudar modelos de liquidos através de calculos de Mecanica Estatistica, de modo a poder
explicar fendmenos observados experimentalmente, a partir de detalhes microscopicos.
O avanco da tecnologia computacional verificado nas ultimas décadas permitiu
desenvolver modelos de simulagcdo mais realistas e de maior complexidade. A principal
vantagem das simulacGes computacionais estd em fornecer resultados exatos para
problemas de Mecanica Estatistica, que por outros métodos (de natureza puramente
teorica), s6 poderiam ser resolvidos recorrendo a aproximacgdes ou nao teriam solugéo
[90]. Por essas razdes, a simulacdo computacional tem-se constituido numa importante
ferramenta no estudo de sistemas quimicos, fazendo, por um lado, a conexdo entre 0s
modelos teoricos e os resultados experimentais (através do teste direto desses modelos) e
permitindo, por outro lado, o estudo de sistemas em condi¢es dificilmente reprodutiveis
experimentalmente, nomeadamente temperaturas ou pressdes elevadas [90]. Uma
comparacdo dos dados obtidos pela simulagdo computacional com resultados
experimentais pode levar a um conhecimento mais profundo das interacdes
microscopicas, permitindo o estudo detalhado das propriedades termodinamicas
macroscopicas [91, 92].

Existem dois grandes métodos de simulacdo molecular — o método de Monte
Carlo (MC)) e o método de Dinamica Molecular (MD) — cuja utilizacdo depende, em
parte, do tipo de propriedades que se pretenda estudar, dado que o primeiro apenas se
aplica a propriedades de equilibrio (densidades, energias, pressdes de vapor), enquanto o
segundo permite, para além destas, o calculo de propriedades dinamicas, como a
viscosidade e o coeficiente de difusdo, permite também o calculo de algumas
propriedades espetroscopicas .

O metodo Monte Carlo (MC), através do calculo da energia das moléculas e da

energética das suas interagdes, obtém sucessivas configuracoes do sistema a estudar. Nao
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segue, porém, um modelo pré-definido como, por exemplo, as equagdes de movimento
propostas por Newton, mas fa-lo de uma forma estocéstica, dependendo unicamente de
uma sequéncia numérica aleatoria que é gerada durante a simulagdo. Como o0 método se
baseia na mecanica estatistica, os estados do sistema sdo gerados de acordo com as
probabilidades de Boltzmann apropriadas. A cada passo é gerada uma nova configuracao
do sistema, geralmente através do movimento de uma ou mais particulas. A energia total
do sistema é verificada ap0s esta alteracdo e a sua variacao calculada. Se esta alteracdo
leva o sistema para um estado de menor energia, entdo 0 movimento desta particula é

aceite. Se esta variacdo gera um aumento da energia total do sistema, hd uma
probabilidade exp (_k—ATE) de o movimento ser permitido. Esta probabilidade é comparada

entdo com um numero aleatério & (Csi), cuja variacao estd na faixa de 0 a 1. No caso em
que a probabilidade é maior do que o nimero aleatério, 0 movimento é permitido. Se a
probabilidade ¢ menor do que o niimero aleatério &, o movimento ndo ¢ permitido e o
sistema retorna para a configuracdo anterior. Este novo estado do sistema é, portanto,
aceite de forma aleatoria, de acordo com a sua natureza probabilistica [93].

Assim, o método permite gerar um grande nimero de configuraces, a partir das
quais se podem calcular médias e obter varias quantidades fisicas (moleculares ou
macroscopicas) recorrendo aos principios da Mecanica Estatistica. Apesar de ser possivel
0 estabelecimento de uma estatistica bastante eficiente, 0 método de Monte Carlo esta
limitado ao célculo de propriedades de equilibrio, tais como energia potencial média de
um sistema, densidade, entalpia ou a fun¢éo de distribuicdo radial de um liquido, uma vez
que a trajetoria do sistema nao é real (deterministica), o que representa uma desvantagem
em relacdo ao método de Dindmica Molecular [89, 95].

O método de Dinamica Molecular (MD), utilizado neste trabalho, consiste em
determinar explicitamente as trajetorias de pontos representativos do espaco de fases,
através da solugdo numeérica das equacdes de movimento. A simulagdo por MD é uma
importante ferramenta para estudar os fendbmenos microscopicos em sistemas complexos
que sdo dificeis de estudar experimentalmente ou sdo inacessiveis ao tratamento tedrico.
Além de permitir obter uma visdo molecular sobre as propriedades estruturais e
termodinamicas dos sistemas de interesse, as simulacdes de MD sédo frequentemente
utilizadas para estudar as propriedades de transporte, como coeficientes de difuséo,

condutividades térmicas ou viscosidades e também a dinamica de alguns processos

-39-



-Estudo da Mobilidade de FArmaco em Agua - Uma Abordagem Experimental e Tedrica-

irreversiveis como é o caso do transporte através de membranas, quer industriais quer
biologicas [96].

E, porém, importante reter que a natureza computacionalmente intensiva das
simulacdes moleculares (quer por MD, quer por MC) limita os tamanhos dos sistemas
para, no maximo, alguns milhdes de 4tomos, bem como, no caso da MD, a escalas de
tempo de poucos microssegundos, frequentemente muito curtas quando comparadas com

a duracdo real de alguns fenémenos.

4.1.1 Principio da simulacéo de dindmica molecular (MD)

Para que a simulacdo comece, admite-se uma forma funcional e um conjunto de
parametros através dos quais se obtém as energias das interacdes entre 0s atomos em
funcdo da sua posicdo relativa. Sabendo estas energias em fungdo das coordenadas
espaciais é possivel obter as forcas e, a partir dai, sdo resolvidas as equacfes de Newton

do movimento (Equacdes 4.1 e 4.2) para um sistema de N atomos interagindo entre si.

aZTi
L ge2

= Fi=1..N (4.1)

_
a‘)”i

F; = (4.2)

onde as forcas séo derivadas negativas de uma fungéo potencial V (ry, 1, ... ry) [89], obtida
como descrito acima e r; as posi¢des dos atomos.

Durante as simulacdes, as Equacdes 4.1 e 4.2 sdo resolvidas simultaneamente em
pequenos passos de tempo (time step) gerando as coordenadas (obtidas a partir da
integracdo da velocidade) e velocidades (que sdo obtidas a partir da integracdo da
aceleracdo) em funcéo de tempo (que se denomina por trajetéria de uma simulagao) sendo
registadas num ficheiro de saida apropriado, em intervalos de tempo regulares. Durante
toda a simulacdo, para a atualizacdo das coordenadas e velocidades no tempo usando as
forcas foi usado o algoritmo de integragé@o leap-frog (integrador padrao para integracéo
das equacdes de movimento) [89].

Este procedimento pretende conduzir o sistema a situacao de equilibrio, objetivo
para o qual é fundamental a escolha de passo adequado na medida em que, se por um lado

um passo demasiado curto faz com que a simulagéo se torne demorada, por outro lado,
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um passo demasiado longo faz com que os calculos das equagdes de Newton nao
respeitem o principio da conservagado de energia e se desviem muito do que seria a solugao
de uma trajetoria classica correta. Apos o sistema atingir o equilibrio torna-se possivel
calcular varias propriedades do mesmo pelas médias dos resultados produzidos ao longo
da trajetdria [89], utilizando os principios e métodos da Mecéanica Estatistica. As
trajetorias de diferentes simulagfes para 0 mesmo sistema diferem umas das outras
mesmo que a configuracéo inicial do sistema seja a mesma. Isto acontece porque, cada
simulacdo, a partir da sua prépria configuracao inicial, percorrerd um caminho divergente.

Um sistema é criado, introduzindo as moléculas que o compdem de maneira
aleatéria numa caixa virtual. Para se obter resultados estatisticamente relevantes, sdo
criadas vérias caixas, com configuragdes iniciais diferentes, e consequentemente séo
produzidas varias trajetorias para 0 mesmo sistema, possibilitando assim efetuar calculos
com a média das trajetorias. E usada esta metodologia neste trabalho para o calculo de
coeficientes de difusdo.

As simulagbes de MD apresentam um conjunto de limitagbes ou
constrangimentos. Uma delas prende-se com o facto de se basear em calculos com recurso
as equacOes de movimento de Newton (mecéanica classica) para descrever o movimento
dos atomos, reconhecidamente melhor descritos pelos métodos da Mecénica Quantica.
Ainda assim, 0 método é aplicavel a maioria dos atomos a temperaturas normais. No caso
dos atomos leves, como o hidrogénio, 0s seus movimentos por vezes nao podem de todo
ser descritos pela Fisica classica, 0 que obriga a introducdo de corre¢Ges quanticas nos
calculos. Uma outra limitacdo das simulagdes de MD tem a ver com 0 movimento dos
eletrdes que ndo sdo considerados, porque o campo de for¢as usado é apenas funcdo das
posicBes dos atomos. Nas simulacdes de MD, os campos de forcas sdo aproximados
(potenciais efetivos) e, em geral, os efeitos de polarizacdo e transferéncia de carga nao
sdo considerados. Para além disso, usa-se um raio (raio de cut-off) a partir do qual as
interacdes intermoleculares ndo sdo consideradas, situacdo que é resolvida através da
introdugdo de uma fungdo analitica e as condic¢des de fronteira periodicas (usadas para
eliminar os efeitos de superficie) ndo sdo reais. Para a maioria dos sistemas liquidos, estas
limitagdes ndo sdo problematicas, mas em sistemas desconhecidos, é recomendavel testar
a exatidao da simulagdo com dados experimentais.

Quando se usam condigdes de fronteira periodicas, os &tomos do sistema séo
colocados numa caixa (normalmente cubica), e a caixa original é replicada em todas as

direcbes do espago, conforme mostra a figura 10. Durante as simulagdes, quando um
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atomo se move na caixa original, a sua imagem periodica, em cada uma das caixas
imagem, move-se da mesma maneira. Se um atomo sai da caixa original, a sua imagem
entra novamente pelo lado oposta da caixa imagem, com a mesma velocidade, mantendo
constante o numero total de &tomos na caixa central e no sistema, eliminando o contato
entre as moléculas a superficie da caixa com o vacuo criando as mesmas condic¢des de

contato entre todas as moléculas presentes na caixa.

LY,

=
i

Figura 10 Representacdo esquematica da ideia das condi(;c")és periddicas do sistema [97]

4.1.2 Campos de forgas — OPLS

Um campo de forcas € uma expressdo matematica escolhida para descrever a
energia potencial intra e inter-molecular de um conjunto de atomos, e 0s parametros
correspondentes que determinarédo a energia de um determinado sistema [90].

O campo de forcas selecionado para este estudo foi do tipo atomistico denominado
Optimized Potentials for Liquid Simulations All Atoms (OPLS-AA). Neste modelo todos
0s atomos sdo explicitos, incluindo os &tomos de hidrogénio, cujos parametros dependem
do grupo funcional em que se encontram, ao contrario do que sucede no Optimized
Potentials for Liquid Simulations United-Atom (OPLS-UA) em que todos os atomos de
hidrogénio ligados a carbonos alifaticos sdo implicitos, formando pseudo-atomos, cada
um com um conjunto de parametros ndo ligantes caracteristicos [97, 98]. Este campo de
forcas (assim como a maioria dos campos de forca existentes para sistemas moleculares)
inclui forma funcional e respetivos parametros para o estiramento e flexdo de ligacGes
covalentes (modelo do oscilador harmonico), torsdo em torno de ligagGes quimicas (séries
de Fourier) e interacGes ndo ligantes de van der Waals (potencial de Lennard-Jones) e

particulas carregadas (modelo de Coulomb) para descricdo das interacGes intra e inter-
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moleculares [99]. Sendo assim, a energia potencial de uma molécula modelada pelo
campo de forcas OPLS-AA, conforme indica a Equacdo 4.3, € dada pela soma das
energias de ligacdo, angulo de ligacdo envolvendo trés &tomos ligados, torsdo e néo-
ligantes. Os termos relacionados com as energias de ligacdo, angulo e torsdo séo
referentes a componente intramolecular do campo de forgas, enquanto os termos
relacionados com as energias ndo-ligantes sdo referentes a sua componente inter-

molecular [99].
E = Eligagéo (r) + Eéngulo (6) + Enéo—ligantes(r) + Etorséo (d)) 4.3

4.1.2.1 Interac0@es intra-moleculares

A contribuicdo intramolecular para energia total do sistema inclui (como foi dito
atras) estiramento de cada ligacdo (2 atomos), flexdo de cada angulo formado pelas
ligacGes entre trés &tomos e torsdo de cada diedro (4 atomos), no caso das moléculas com
mais de quatro atomos seguidos [89]. As energias, devido ao estiramento da ligacéo,
flex&o do angulo e torsdo diedral, no sistema sdo dadas pelas Equagdes 4.4, 4.5 e 4.6

respetivamente [99].
2
Eligacéo = Zligag:()es K, (T - req) 4.4

2
Eéngulo = Zéngulos KO(H - Heq) 45

onde K e Kg sdo as constantes de forca do estiramento da ligacdo e da flexdo do angulo
respetivamente, req a distancia de equilibrio de cada ligacdo e feq € 0 angulo de equilibrio
de cada angulo.

Vi Vi Vi
Etorsio = 21?1 [1 + COS(¢i + fll)] + 72 [1 - C05(2¢i + ﬁZ)] + 73[1 +

cos(3¢; + f;3)] + -+ 4.6

onde ¢; € o angulo do diedro, V1, V2 e V3 séo coeficientes da série de Fourier e fil, fi2 e

fi3 angulos de fase, que em geral assumem valor nulo.
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4.1.2.2 Interac0Oes inter-moleculares

As interacOes intermoleculares sdo resultantes da atracdo e repulsdo causada pelas
forcas de interacdo de dispersao e pelas forcas de interacdo eletrostatica. A atragéo resulta
das forcas de disperséo geradas entre dipolos instantaneos que surgem de flutuacées nas
distribuicGes de cargas eletronicas em todas as moléculas, ao passo que a repulsao resulta
da sobreposicao das nuvens eletronicas de ambos 0s a&tomos. Tanto a repulsdo (primeiro
termo) como a atracdo (segundo termo) estdo representados na interacdo de Lennard-

Jones de acordo com a Equacao 4.7 [89, 99].

vr=4?)" - ()]

sendo € 0 minimo do fosso de potencial de Lennard-Jones e que representa uma medida
de intensidade de atracdo entre as particulas, r a distancia entre as particulas ¢ ¢ a distancia
finita para a qual o potencial entre as particulas € zero e representa a medida da
aproximacdo em que duas particulas intermoleculares atingem. Na figura 11 esti

representado esquematicamente o potencial de Lennard-Jones [89].

u(r)

(0)

Figura 11 Representacdo esquemaética do potencial Lennard-Jones [100]
A interagdo eletrostatica surge devido a distribuicdes desiguais ou assimétricas de

cargas nas moléculas. O campo de forgas OPLS-AA atribui a cada 4&tomo de uma

molécula uma carga de modo que o somatério de todas as cargas numa molécula neutra
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seja nulo. A interacdo entre as respetivas cargas é expressa pelo potencial de Coulomb

(Equacéo 4.8)

V() = ZiZj;ti 24 4.8

4meorij

sendo € a permitividade elétrica no vécuo, q sdo as cargas dos atomos e rj; a distancia
entre os nucleos atdmicos [89]. Para as interacdes intermoleculares, o campo de forcas
OPLS-AA baseia-se na soma dos potenciais de Coulomb (Equacédo 4.7) e de Lennard-

Jones (Equacéo 4.8).

4.3 Detalhes das simulag6es

Foram obtidos por simulacdo coeficientes de intra-difusdo de farmacos
(cetoprofeno, ibuprofeno, carbamazepina, nicotinamida, acetaminofeno e atenolol) em
agua a trés diferentes temperaturas (298,15 K, 308,15 K e 318,15 K).

As proporc¢des soluto/solvente usadas nos sistemas estudados por MD foram
escolhidas tendo em conta a solubilidade experimental de cada um dos solutos em agua e
de modo que as suas fracGes molares fossem representativas em relagdo as estudadas na
componente experimental do trabalho. Dada a baixa solubilidade em agua da
generalidade dos solutos, as simulacdes foram efetuadas a diluicdo infinita. Para o sistema
envolvendo acetaminofeno, para além de estudado a diluicdo infinita foi também
estudado a outra concentragédo (*=0,001), para efeitos de comparacdo. Grande parte dos
solutos estudados possui comportamento &cido-base em agua, pelo que,
experimentalmente se encontram parcialmente sob a sua forma neutra e parcialmente sob
a(s) sua(s) forma(s) ionizada(s). Deste modo, nas simulacgdes, quer as formas neutras quer
as ionizadas foram consideradas em separado. O cetoprofeno e o ibuprofeno, ambos séo
acidos fracos, com valores de pKa de 4,305 e de 4,419 respetivamente a 298,15 K [36], 0
que implica que, em agua pura eles devem estar parcialmente dissociados, pelo que se
estudou, como solutos, as suas formas neutras (protonada) e desprotonada (i&o negativo).
Nos casos da carbamazepina, do atenolol, do acetaminofeno e nicotinamida (todos
amidas) com grupos funcionais béasicos, o atenolol é o inico com o comportamento acido-
base detetavel exibindo um carater basico devido a presenca de um grupo amina na sua
estrutura quimica e com o valor de pKado seu &cido conjugado igual a 9,49 relativo a

espéecie monoprotonada (valor médio de quatro referéncias [36, 52 — 54]). Isto significa,
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que em agua, o atenolol deve estar na forma neutra como também em forma ionizada
(protonada). Sendo assim, o atenolol foi estudado (em separado) como soluto, a sua forma
neutra desprotonada e protonada (ido positivo). De forma a respeitar a eletroneutralidade
das caixas de simulacéo, aos sistemas contendo ides negativos foi adicionado o ido Na* e
aos sistemas contendo ides positivos foi adicionado ao ido CI. As cargas atomicas dos
solutos foram avaliadas por célculos da mecénica quantica no nivel teérico MP2/aug-cc-
pVTZ//IB3LYP/6-31+G(d,p) com as cargas parciais obtidas pelo procedimento CHelpG
[101]. Todos os calculos quanticos foram realizados usando o package Gaussian 16 [102].

Tendo em conta que todas as moléculas dos sistemas mencionados foram
modeladas usando o campo de forcas OPLS-AA [99], a parametrizacdo das interacdes de
Lennard-Jones entre centros de interagdo de natureza diferente foram calculadas pela

média geométrica dos parametros semelhantes, conforme as Equacdes 4.9 e 4.10.

eij = 1/Eii.ejj 49

O-ij =1,0—ii'o-jj 4.10

Para a modelacdo da agua recorreu-se ao modelo TIP4P/2005 em que a molécula
da agua foi considerada como sendo rigida, com quatro centros, sendo trés cargas pontuas
fixas e um centro de Lennard-Jones [103].

Para pares de atomos da mesma molécula, foram consideradas as interagdes ndo
ligantes entre si, desde que afastadas por mais de trés ligacdes. Para os pares de &tomos
distando exatamente de trés ligacdes (interacBes 1,4), as energias quer das interacdes ndo
ligantes quer das torsdes foram reduzidas em 50 %.

As simulacbes por DM foram todas realizadas recorrendo ao package de
simulacdo aberto GROMACS [103, 104] (versdes 4.5.5 e 5.0.7), com sistemas de 5000
moléculas totais [Juma molécula de soluto com 4999 ou 4998 (diluicdo infinita) e cinco
moléculas de solutos com 4995 moléculas de &gua (dilui¢do finita)] as quais foram
aplicadas as condig¢Ges de fronteira periodicas nas trés dimensdes. O protocolo usado
durante todo processo das simulagdes compreendeu algumas etapas. Inicialmente, para
cada sistema, foram construidas caixas cubicas de simulagdo, cujas dimens@es iniciais
foram estabelecidas de acordo com as densidades experimentais dos sistemas, tendo as

moléculas constituintes sido inseridas aleatoriamente. Para todos os sistemas foi realizada
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uma simulacdo de minimizacéo de energia steepest descent, de 1ns, com nimero maximo
de 100000 passos, seguido de uma simulacdo de equilibracdo a nimero de moléculas,
pressdo e temperatura constantes (NPT) de 4 ns. Uma vez equilibrados, os sistemas foram
entdo submetidos a uma simulacéo de producdo NPT de 10 ns. O equilibrio foi verificado
através da constancia das propriedades do sistema, nomeadamente energia e densidade.
Foi entéo calculada a densidade do sistema e, antes de prosseguir, o volume da caixa foi
reajustado tendo em conta o valor do volume médio da mesma, obtido na simulacéo de
producdo NPT. Uma vez reajustado o tamanho da caixa, deu-se inicio a simulacdo a
numero de moles, volume e temperatura constante (NVT), em duas etapas: na primeira,
procedeu-se a equilibracdo NVT durante 4 ns e na segunda procedeu-se a producdo NVT
durante 20 ns. A trajetoria obtida a partir desta ultima etapa de simulagdo foi depois
utilizada para a determinacédo de coeficientes de intra-difusdo dos solutos, bem como de
propriedades estruturais ou de interacdo como as funcdes de distribuicdo radial e o
namero médio de pontes de hidrogénio soluto-solvente, usando sempre ferramentas de
andlise disponiveis no pacote GROMACS.

Em todas as simulac@es, foi usado o método de integracdo leap-frog, com um
passo de 1 fs, sendo as posicOes e velocidades de todos os atomos do sistema guardadas
de 1000 em 1000 passos, exceto na Ultima etapa (producdo NVT) em que foram guardadas
de 500 em 500 passos. Durante todo o processo da simulacéo foi o utilizado o terméstato
de Nosé-Hoover [95, 106, 107] usando constante de acoplamento de 0,1 ps e, no caso das
simulacdes a pressdo constante, esta (sempre 1 bar) foi controlada com recurso ao
barostato Parrinello-Rahman usando constante de acoplamento de 2,0 ps e
compressibilidades de 4,673 x 10°, 4,444 x 107 e 4,418 x 107 bar! para 298,15, 308,15
e 318,5 K respetivamente. Do mesmo modo, o cut-off selecionado para as interacdes de
van der Walls e as interacdes eletrostaticas foram de 1.6 nm e 1.4 nm respetivamente.
Para distancias para além do cut-off, foram aplicadas correcfes analiticas a energia e a
pressdo para as interacdes de van der Waals e, para as interacdes eletrostaticas, o calculo
foi feito recorrendo ao algoritmo de Particle Mesh Ewald (PME).

Na primeira etapa de simulacdo foram atribuidas a cada atomo do sistema

velocidades iniciais de acordo com a distribuicdo de Maxwell.

47-



-Estudo da Mobilidade de FArmaco em Agua - Uma Abordagem Experimental e Tedrica-

4.4 Calculo de Coeficiente de difusao

Os coeficientes de intra-difusdo dos solutos em agua (D1) foram calculados a partir da
parte linear do desvio quadratico medio (MSD) do centro de massa da molécula do soluto,

de acordo com a equacdo de Einstein (Equacéo 4.11) [89].

Dy = oo lim S I (17 (0) — 7(0)[2) 411
onde |7 (t) — #(0)|? é o desvio quadratico médio da posicéo do soluto e os { ) colchetes
representam a media ao longo do tempo, t. A soma estende-se a todas as moléculas do
soluto na simulagéo.

A figura 12 mostra o exemplo de um grafico de MSD vs.t, utilizado na
determinacdo do valor de coeficiente de intra-difusdo, onde se pode verificar a nédo
linearidade do mesmo em boa parte do seu dominio devido a constituicdo dos sistemas
em estudo, ou seja, em 5000 moléculas no total, apenas uma ou cinco moléculas sdo

solutos.
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Figura 12 MSD calculado para o sistema ibuprofeno/agua a 298,15.

-48-



-Estudo da Mobilidade de FArmaco em Agua - Uma Abordagem Experimental e Tedrica-

10

MSD / nm?2
o N SN [e)] (e0]

0 300 600 900 1200 1500 1800
t/ps

Figura 13 Regido isolada para regressdo linear do sistema ibuprofeno/agua a 298,15 K.

Por isso foi necessario isolar parte linear do MSD tendo em conta que, nos
instantes iniciais as colisGes entre as particulas sdo praticamente inexistentes (regime
balistico) e nos instantes finais os valores de MSD deixam de ter significados estatisticos;
entdo o MSD foi desprezado naqueles periodos. Sendo assim, delimitou-se um intervalo
de tempo (superior a 300 e inferior a 2000 ps) para os valores MSD, conforme a Figura
13.

O coeficiente de difusdo mutua pode ser estimado através da equacdo de Darken
(Equacdo 4.12), que relaciona com os coeficientes de auto-difusdo dos componentes

puros, sendo estes, neste caso, considerados semelhante aos coeficientes de intra-difusao.

Dip = (14 522) (D + %, D) 4.12

dlnxq

onde x;D;° e x,D;° séo a fragdo molar e coeficiente de intra-difusdo do soluto e do
solvente a diluicdo infinita, respetivamente, e y; € o coeficiente de atividade do soluto.
Nos sistemas estudados neste trabalho, por se encontrarem efetivamente a diluicéo
infinita, o fator termodinamico da Equacdo 4.12 é aproximadamente igual a 1 e, sendo x,
muito maior do que x; 0 que faz com que o termo x, D, seja praticamente desprezavel em
relacdo ao termo x,D; na Equacdo 4.12, o coeficiente de difusdo mutua € praticamente
igual ao coeficiente de auto-difusdo (ou intra-difusdo) do soluto. Deste modo, 0s
resultados obtidos na componente experimental deste trabalho podem ser comparados

diretamente com os obtidos na sua componente de simulacéo.
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Para cada um dos sistemas, foram realizadas 20 simulages com configuracdes
iniciais diferentes, sendo o valor calculado de coeficiente de difusdo a média dos 20
valores obtidos independentemente a temperaturas de 298,15 K, 308,15 K e 318,15 K.

4.5 Funcdes de distribuicéo radial (RDF) e numero de ligacao de hidrogénio.

Ap0s a producao em condigdes NVT, e a partir das respetivas trajetorias, para cada
sistema em estudo, foram obtidas as funcGes de distribuicdo radial (RDF) entre os &tomos
mais relevantes dos solutos e o centro de massa de &gua a 298,15 K. Foram usados, para
os calculos, valores médios de cinco trajetorias. De mesmo modo, obteve-se 0 nimero de
ligacGes de hidrogénio por grupo entre soluto e solvente, para cada sistema. Foram
usados, para os calculos, valores médios de cinco trajetorias a temperatura de 298,15 K,
308,15 K e 318,15 K. Para um esquema de ligacdo ao hidrogénio D-H....A (onde A é um
aceitador e D é um dador) considera-se que ocorre uma ligagdo de hidrogénio quando os
atomos D e A estdo a uma distancia inferior a 0,35 nm e o angulo entre D-He D...A é

inferior a 30°.

4.6 Energia de Gibbs de solvatacéo e a teoria do funcional da densidade (DFT)

Uma estimativa de energia de Gibbs de solvatacdo de cada soluto em agua foi
obtida a partir do método da teoria do funcional da densidade (DFT) combinado com um
calculo de modelo de solvente continuo. A energia de Gibbs de solvatacdo foi calculada

como

AGly = Gs — G (4.13)

onde Gs e G, representam a energia de Gibbs da espécie calculada em solugéo e na fase
gasosa respetivamente [107, 108]. As otimizacOes da geometria da espécies foram
efetuadas tanto para a fase gasosa como para a fase do solvente utilizando o funcional de
troca e corelacdo meta-GGA hibrido M06-2X [110] junto com a base aug-ccp-pVDZ
definida no continuum de solvatagdo SMD [111], com os pardmetros de solvatacdo
recomendados para a agua. O SMD, um dos modelos de solventes continuos mais
empregados, foi desenvolvido para ser aplicados a solutos neutros ou carregados e tem

sido amplamente utilizado no calculo de propriedades como energia de Gibbs de
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solvatagdo, LogP e pKa [107, 108, 111 — 113]. A conjugagéo do modelo de solvatagéo
SMD com o funcional M06-2X apresentou desempenho muito bom em estudos anteriores

[85, 114, 115], em particular para a quimica do grupo principal.
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CAPITULO V
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5 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS
EXPERIMENTAIS

5.1 Apresentacdo dos resultados experimentais

Os coeficientes de difusdo matua (D12), determinados experimentalmente pelo
método de dispersdo de Taylor, de cetoprofeno (1), ibuprofeno (1), carbamazepina (1),
atenolol (1), acetaminofeno e nicotinamida (1) em agua (2), e a diluicdo infinita em
funcdo da temperatura séo apresentados na tabela 9 e representados na figura 14 abaixo.
A referida figura mostra uma representagéo de In (D12) vs. 1/T, o que demonstra que todos
0s sistemas estudados apresentam um comportamento do tipo Arrhenius relativamente, a
variacdo do coeficiente de difusdo mutua com a temperatura. Essa representacdo permite
estimar a energia de ativacdo de difusdo (Ep) e o fator pré-exponencial de difusédo (Ap)
para todos os sistemas, sendo os resultados apresentados na tabela 12. Sdo apresentados
na tabela 10 e mostrados na figura 15 os coeficientes de difusdo de acetaminofeno (1)
também em agua (2) em funcdo da composicao e da temperatura. Do mesmo modo, sdo
apresentados, na tabela 11 e mostradas na figura 16 os coeficientes de difuséo de
nicotinamida em agua em fungéo da composicdo a 298,15 K.

Os resultados de coeficientes de difusdo, medidos em todas as temperaturas, de
cetoprofeno e ibuptofeno em &gua, foram resultantes da média de 12 e 13 medidas
independentes, respetivamente. Os de carbamazepina, atenolol, acetaminofeno foram
uma média de 8 medidas independentes em todas as composicdes e temperatura e 0s de
nicotinamida foram uma média de 9 medidas independentes em todas as composicdes e

temperaturas.
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Tabela 9 Coeficientes de difusdo mutua (D12) de cetoprofeno, ibuprofeno, carbamazepina,
atenolol e nicotinamida (1) em agua (2), a dilui¢do infinita em funcéo da Temperatura (T)
determinados pelo método de disperséo de Taylor. 1,rf Sd0 fragdes molares dos solutos
em que as determinacdes foram feitas (fracbes molares de referéncia).

Cetoprofeno/agua
T/IK 14, ref D12 X 10° (m?/s)
298,15 1,2x107 0,44 + 0,03
308,15 1,4x107 0,58 £ 0,01
318,15 1,6x107 0,71+ 0,04
Ibuprofeno/agua
T/K 14 referéncia) D12 x 10° (m?/s)
298,15 6,1x10 0,50 £ 0,02
308,15 6,4x10 0,60 £ 0,02
318,15 6,4x10 0,76 £ 0,03
Carbamazepina/agua
T/K %1 referéncia) D12 x 10° (m?/s)
298,15 1,6x107 0,58 £ 0,02
308,15 1,7x 107 0,75+0,03
318,15 1,7x107 0,90 £ 0,02

Atenolol/agua

T/K X4 (referéncia) D12 X 10° (m?/s)
298,15 4,4x108 0,45+ 0,03
308,15 4,8x 108 0,50+ 0,03
318,15 4,9x108 0,64 £ 0,05

Nicotinamida/agua

T/K %1 referéncia) D12 x 10° (m?/s)
298,15 6,40x10® 0,83+£0,01
308,15 1,10x10° 1,05+0,01
318,15 1,20x10 1,32 £0,02

Acetaminofeno/agua

T/IK 14 (referéncia) D12 X 10° (m?/s)
298,15 K 1,08x10® 0,69+0,01
308,15 K 5,55x10°" 0,87+0,01
318,15 K 5,78x107 1,08+0,03
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Figura 14 Logaritmo natural dos coeficientes de difusdo mdtua a diluicdo infinita de
cetoprofeno (vermelho), ibuprofeno (laranja), carbamazepina (preto), atenolol (azul)
acetaminofeno (amarelo) ou nicotinamida (verde) em agua em funcdo do inverso da
temperatura, determinados pelo método de dispersdo de Taylor.
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Figura 15 Coeficientes de difusdo matua de acetaminofeno em agua em funcéo da fracao
molar do soluto na gama de temperatura de 298,15 — 318,15 K determinado pelo método
de dispersao de Taylor.
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Tabela 10 Coeficientes de difusdo mutua (D12) de acetaminofeno (1) em agua (2) em
funcdo da fracdo molar do soluto e a trés diferentes temperaturas determinado pelo
método de dispersdo de Taylor. xiref sS40 as fragbes molares do soluto em que as
determinacOes foram feitas (fracbes molares de referéncia do soluto).

14, ref D12 x 10° (m?/s)
298,15 K
1,08x10° 0,69+0,01
5,05x10° 0,67+0,05
0,0001007 0,65+0,01
0,0002002 0,68+0,04
0,0005002 0,69+0,009
0,0010003 0,64+0,02
308,15 K
5,55x10°" 0,87+0,01
5,05x10° 0,88+0,01
0,0001005 0,90+0,02
0,0002006 0,89+0,02
0,0005005 0,89+0,02
0,0010005 0,85+0,02
318,15 K
5,78x107 1,08+0,03
5,08x10° 1,09+0,01
0,00010061 1,10+0,01
0,0002006 1,09+0,02
0,0005007 1,06 £0,01
0,0009977 1,06+0,02

Tabela 11 Coeficientes de difusdo mutua (D12) de sistema nicotinamida (1) em agua em
funcéo da fracdo molar do soluto a temperatura de 298,15K determinado pelo método de
disperséo de Taylor. 11,ref S80 as fragdes molares do soluto em que as determinagdes foram
feitas (fragdes molares de referéncia).

11, ref D12 X 10° (m?/s)
6,40x10® 0,83+0,01
1,00x10° 0,81+0,01
2,00x10°° 0,77+ 0,03
5,00x10°3 0,66 £ 0,01
1,00x107? 0,57+ 0,01
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Figura 16 Coeficientes de difusdo muatua de nicotinamida em dgua em funcédo da fracao
molar do soluto a temperatura de 298,15 K determinado pelo método de dispersdo de
Taylor.

Tabela 12 A estimativa da energia de ativacdo de difusao (Ep) e fator pré-exponencial de
difusdo (Ap) de cetoprofeno, iburpofeno, carbamazepina, atenolol, nicotinamida e
acetaminofeno em agua na gama de temperatura de 298,15 - 318,15 K, determinado a
partir dos resultados de coeficientes de difusdo mutua obtidos experimentalmente.

14 (referéncia) Eo / Jmol? Apx10" / m%t
Cetoprofeno
7,3x10° 19114 + 1511 10+6
Ibuprofeno
3x10° 15906 + 1929 3+2
Carbamazepina
1,7x107 17783 £ 1116 8+3
Atenolol
4,7x108 1471942986 2+3
Nicotinamida
7,88x10-7 18401 + 15 14 + 0,05
Acetaminofeno
7,4 x107 17668 + 24 8,59 + 0,09
5,1x10° 19209 + 975 15,6+ 6
1,01x10* 20782 £ 1942 29+ 24
2,00x10* 19808+1306 20+ 10
5,00x10* 16949 + 983 6+3
1,000x10°3 20544 + 1408 25+ 15
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Figura 17 Comparacdo entre os coeficientes de difusdo mdtua do sistema
acetaminofeno/agua em funcdo de fracdo molar do soluto a 298,15 K determinados
experimentalmente pelo método de dispersdao de Taylor no presente trabalho (circulo
preto) e por Ribeiro at al. (circulo azul) [66].

5.2 Discussao dos resultados

O cetoprofeno e o ibuprofeno séo acidos fracos, ao passo que o atenolol é uma
base fraca, o que implica que, em agua pura, estes farmacos deverdo estar parcialmente
dissociados para a concentracao de referéncia. Para isso estimou-se entdo para cada um
dos solutos o respetivo grau de dissocia¢do (o) em agua. Tendo em conta os valores
estimados de pKa, a 298,15 K, para cada um dos solutos, sendo 4,305 [36], 4,419 [36] e
9,49 (valor médio de quatro referéncias [36, 52-54]) para cetoprofeno, ibuprofeno e
atenolol respetivamente, e considerando a concentracao de referéncia de cada soluto para
a determinacdo dos coeficientes de difusdao mutua, estimou-se, a 298,15 K, um valor de
grau de dissociagao (o) de 0,29 para o cetoprofeno, de 0,93 para o ibuprofeno e 0,93 para
o atenolol. Nestas condi¢cdes espera-se que as espécies ionizadas interajam fortemente
com a agua por forca eletrostatica, sendo maiores as interacfes para o cetoprofeno e o
atenolol.

O valor de coeficiente de difusdo mutua do ibuprofeno em agua a 298,15 K obtido
neste trabalho 5 x 101° m?s™? (ver tabela 9) é consideravelmente diferente do registado
por Ye et al. [45] (7,13 x 10'1° m?s!) & mesma temperatura. No entanto esse valor foi
obtido para uma solucédo saturada de ibuprofeno, com uma concentracdo do soluto de
5,82x10™* mol dm, em vez de diluic&o infinita cuja concentragdo de soluto é de 3,85x10°

® mol dm3. Parece l6gico considerar que numa concentracio mais elevada (5,82x10* mol
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dm) o grau de dissociacio do ibuprofeno é mais baixo. Nesta condi¢do estimou-se um
valor o de 0,20 comparativamente a 0,93 para a condi¢cdo estudada neste trabalho, que
resultaria numa maior predominancia do soluto na forma neutro e consequentemente
maior coeficiente de difusdo nesta condicédo (solugédo saturada).

Também o sistema acetaminofeno em agua a 298,15 K foi estudado por Ribeiro
et al [66], com o qual os resultados obtidos neste trabalho se comparam favoravelmente:
(os desvios entre 0,1 e 10 % na gama de fragdes molares de soluto 0,0 a 0,001), como se
pode ver na Figura 17.

Os coeficientes de difusdo do acetaminofeno em agua diminuem ligeiramente com
0 aumento da fragdo molar do soluto a todas as temperaturas, como € de esperar para um
soluto diluido em solugdes aquosas, devido ao efeito de reducdo de mobilidade do soluto
em cavidades de agua cada vez mais ocupadas (conforme a tabela 10 e a figura 15). No
entanto, na maior parte da gama de concentracdes estudada, os coeficientes de difusdo
permanecem praticamente constantes e apenas em « = 0,001 a tendéncia descendente €
evidente, o que leva a concluir que, em fragdes molares mais baixas, a concentracdo de
soluto é demasiado baixa para que o referido efeito dos solutos em agua possa ser visivel.
Esta ideia é reforcada quando se analisa os resultados obtidos para o sistema envolvendo
a nicotinamida a 298,15 K, onde as fra¢cdes molares do soluto sdo mais elevadas. Neste
caso, verifica-se uma diminuicdo acentuada dos valores de coeficientes de difusdo com o
aumento da fracdo molar do soluto em toda a gama de concentrac6es estudada (conforme
a tabela 11 e a figura 16)

A nicotinamida apresenta os coeficientes de difusdo mdtua mais elevados de todos
solutos estudados, a diluicdo infinita e em todas as temperaturas estudadas, seguida do
acetaminofeno, da carbamazepina, do ibuprofeno do cetoprofeno e, finalmente, do
atenolol, que apresenta os coeficientes de difusdo mais baixos (conforme a tabela 9). Esta
hierarquia segue aproximadamente a ordem inversa das massas molares ou das dimensdes
moleculares dos solutos (conforme a figura 18 a tabela 13), mas é importante discutir 0s
desvios a esta tendéncia.

Tendo em conta, a relacdo existente entre coeficiente de D1 e 0 tamanho da
molécula do soluto, determinou-se o raio hidrodindmico (Rn) da molécula do soluto
(farmaco) em um solvente (agua) em diluicdo infinita através da equacdo Stokes-Einstein

(Equacéo 5.3):
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0 KT
D12

5.3

6T 2Rp,1

onde k, é a constante de Boltzmann, T a temperatura, # viscosidade do solvente e Ry, ;€ 0
raio hidrodindmico do soluto. Quanto a viscosidade, para o efeito do referido célculo foi
considerada a viscosidade do solvente (dgua) em cada temperatura [88]. No caso de um
soluto num solvente, o seu raio hidrodindmico geralmente depende do tamanho da
molécula do soluto, mas também da dimenséo da esfera de solvatagédo ao redor do soluto,
que por sua vez depende da magnitude das interagdes soluto-solvente. Para comparar o
raio hidrodindmico com o tamanho molecular do soluto, este Ultimo foi estimado
recorrendo ao esquema de Sharipov et al [117]. Nesse procedimento, ao redor de cada
atomo da molécula do soluto € construida uma esfera com diametro igual ao diametro de
colisdo caracteristico de cada &tomo. Em seguida, um paralelepipedo é construido em
torno dessas esferas, de modo que o volume desse paralelepipedo seja minimo. O
didmetro da colisdo da molécula foi obtido pela raiz cubica do volume do paralelepipedo,
sendo o raio da colisdo (Rc) obviamente metade desse valor.

Sdo apresentados na tabela 14, o raio de colisdo (Rc) e o raio hidrodinamico (Rn)
Rp

~ R T
de cada soluto bem como a razdo R—” para cada temperatura e um valor médio de
c

c

calculado para todos os solutos para cada temperatura.
Como se pode observar, através da tabela 14, os solutos cetoprofeno, ibuprofeno

~ R . , -
e atenolol apresentam uma razao R—h maior que o valor médio enquanto os solutos,
c
. R . . . . ~_ R
acetaminofeno, carbamazepina e nicotinamida exibem uma razéo R—" menor que o valor
c

o ~_ Rp .
médio, para todas as temperaturas, sendo a razdo — para estes dois ultimos menores que
c
1, cujos valores se encontram na Tabela 14
, ~ Rh .
O cetoprofeno é, de entre os solutos que apresentam uma razéao — Maior que o
c

J AT - ~ R .
valor médio, aquele que exibe uma razéo R—" superior para cada temperatura, exceto para
c

318,15 K (a temperatura para a qual o atenolol apresenta uma razéo % superior a todos

o0s solutos). Entretanto, o raio hidrodindmico de atenolol é préximo do do cetoprofeno
para 298,15 K e 308,15 K e superior para 318,15 K. Para além disso, o atenolol é o que

apresenta maior raio de colisdo entre todos os solutos estudados. O ibuprofeno ocupa uma
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- ~ - - ~ Rh -
posicao inferior, mesmo tendo apresentado uma razao — superior a todos os solutos para
c

308,15 K, entre o cetoprofeno e atenolol.

- ~ Ry . . .
No caso da carbamazepina, a razéo R—h é menor que 1, por conseguinte um raio
c

hidrodinamico menor que o raio de colisdo estimado (conforme a tabela 14), o que
significa uma interacdo muito menor com o solvente.

. . ~  Rp . .

O acetaminofeno, apesar de possuir uma razdo = Maior que 1, possui,

c

consequentemente um raio hidrodinamico maior que o raio da colisdo. Porem, o seu raio
hidrodindmico é inferior ao da carbamazepina e superior ao da nicotinamida a todas as
temperaturas, 0 mesmo acontece com o seu raio de colisdo (conforme a tabela 14), o que
podera explicar a sua menor interacdo soluto-solvente quando comparada com a da
carbamazepina e maior, quando comparada com a da nicotinamida.

No caso da nicotinamida, este possui um raio hidrodindmico menor que o raio de

.~ . ~ Rp . . , .
colisdo, cuja razdo — € muito préxima da da carbamazepina em todas as temperaturas,
(5

mas possui um raio hidrodindmico menor de todos os solutos estudados neste trabalho.

Isso implicaria uma menor interacdo soluto-solvente de todos.

z ;- ~ 7 - ~ R
E notdrio que nédo é simples estabelecer uma ordem da razéo R—h para esses solutos
c

principalmente para os casos de cetoprofeno, ibuprofeno e atenolol, pois depende da
temperatura. O facto de estes solutos (cetoprofeno, ibuprofeno e atenolol) apresentarem
um raio hidrodindmico claramente superior ao seu raio de colisdo, significa que possuem
uma esfera de solvatacao significativa, o que é uma indicacdo de uma interacdo mais forte

com o solvente em comparacdo com 0s outros trés (cetoprofeno, carbamazepina e

. ~ Rp . . , q-
acetamanfenO), COm uma razao I’ inferior ao valor médio.

c

A interacdo soluto-solvente é uma contribuicdo importante para as propriedades
dindmicas dos solutos em &gua. Os solutos estudados neste trabalho podem ser divididos
em dois grupos: 1) acidos carboxilicos (cetoprofeno e ibuprofeno) com estruturas
moleculares diferentes, um anel aromatico (no caso de ibuprofeno) e dois anéis
aromaticos e, um grupo carbonilo (no caso de cetoprofeno) e 2) amidas (carbamazepina,
acetaminofeno, atenolol e nicotinamida) todos com estruturas moleculares bastante
diferentes, incluindo em todos 0s casos um ou mais anéis aromaticos e, em alguns casos

grupos amina ou hidroxilo.
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O cetoprofeno e ibuprofeno sdo ambos solutos essencialmente hidrofébicos
devido a presenca de grupos alquilicos e/ou arométicos nas suas estruturas. O grupo
carboxilico (também presente em ambos os solutos), devera permitir uma interacdo mais
direta com o solvente por ligacdo de hidrogenio. No caso de cetoprofeno, o grupo
carbonilo pode fornecer uma forma adicional de interacdo com a agua, restringindo a
mobilidade do soluto.

O cetoprofeno e o ibuprofeno, ambos &cidos fracos e o atenolol uma base fraca e
com valor de pKa, a 298,15 K, igual a 4,305 para o cetoprofeno, 4,419 para ibuprofeno e
9,49 para o atenolol, foi estimado, tendo em os respetivos valores de pKa, que 29 % de
cetoprofeno, 93% de ibuprofeno e 93% atenolol se encontram dissociados em agua. Em
principio, a forma ionizada do soluto é mais propensa a interagir com a &gua do que a
neutra, apesar de a forma ionizada do soluto (para os casos do cetoprofeno e ibuprofeno)
ter perdido a capacidade doadora de ligagcdes de hidrogénio. Assim, o grau de dissociacao
mais elevado apresentado pelo ibuprofeno aumenta as interagdes com a dgua, mas parece
ser insuficiente para superar o efeito do grupo de carbonilo extra da molécula de
cetoprofeno. O atenolol, para além do grau de dissociacdo elevado (igual ao do
ibuprofeno), tem mais sitios capazes de interagir por ligacdo de hidrogénio com o solvente
do que qualquer outro soluto. Estas podem ser as principais razes para a interagdo mais
forte deste soluto com a agua, percebida pela dimensdo da esfera de solvatacdo (tabela
14).

A fraca interacdo da carabamzepina com soluto deve-se a existéncia de uma
porcao hidrofébica volumosa com carater aromatico.

Tanto o acetaminofeno como a nicotinamida sdo solutos com grupos aromaticos
hidrofobicos. Apesar de ambos o0s solutos terem também presentes o grupo carboxamida,
a presenca do grupo hidroxilo na estrutura de acetaminofeno devera permitir uma
interacdo mais direta com o solvente por ligacéo de hidrogénio, restringindo, assim, a sua
mobilidade em agua.

A partir da dependéncia dos coeficientes de difusdo com a temperatura, conforme
mostra a figura 14, foi possivel obter uma estimativa da energia de ativacdo da difusdo
(Ep) e o fator pré-exponencial de difusdo (Ap) para todos os solutos estudados cujo
resultados se encontram na tabela 12. No caso do acetaminofeno, ndo foi encontrada uma
relacdo constante entre a energia de ativacdo da difusdo e a fracdo molar do soluto, pelo
que sera considerado na anélise um valor médio para a gama de concentra¢do (19160 kJ

mol?) (conforme a abelal2). Ainda na tabela 12, verifica-se que este valor é
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consideravelmente mais elevado do que os do ibuprofeno, da carbamazepina e da
nicotinamida evidenciando maior facilidade dos mesmos em se movimentarem através
da rede de &gua devido as suas menores barreiras energéticas para saltarem de uma
cavidade de agua para outra, com maior destaque para o ibuprofeno seguido da
carbamazepina e por ultimo a nicotinamida. Do mesmo modo, verifica-se que o referido
valor médio (19160 kJ mol™?) é muito proximo do cetoprofeno. O valor de energia de
ativacdo de difusdo do atenolol, surpreendentemente, é a mais baixa de todos os solutos
estudados. No entanto, este valor deve ser analisado com precaucdo, porque tem também
a maior incerteza entre todos os solutos. De qualquer forma, este valor pode ser uma
indicacdo de que, no estado termodindmico do atenolol (que € diferente dos outros devido
0 seu peso molecular mais elevado), o seu coeficiente de difusdo é mais insensivel a
temperatura. Para além disso, contrariamente ao atenolol, a nicotinamida (devido peso
molecular mais baixo) possui um valor de energia de ativacdo de difusdo (até mesmo
maior do que atenolol), entretanto, com uma incerteza associada menor do que todos 0s
solutos (conforme a tabela 12), o que também pode ser uma indicacdo de que o seu
coeficiente de difusao é mais sensivel a temperatura de todos outros solutos no seu estado

termodinamico.

1,4

©298.15K

©308.15 K
04 ©318.15K
0,2
0,0035 0,0045 0,0055 0,0065 0,0075 0,0085

Mt /mol gt
Figura 18 Coeficientes de difusdo mutua dos sistemas em estudo, a dilui¢do infinita e a
trés diferentes temperaturas (298,15 K, 308,15 K e 318,15 K) em funcdo do inverso da
massa molar do soluto.
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Tabela 13 Coeficientes de difusdo mutua dos sistemas em estudo, a diluicdo infinita e a
trés diferentes temperaturas (298,15 K, 308,15 K e 318,15 K) em func¢éo do inverso da
massa molar do soluto.

T/K Mm Mm™ D12 x10°
Soluto
(g mol?) (mol g-1) (m?s)
Cetoprofeno 254,28 0,0039 0,44 + 0,030
Ibuprofeno 206,29 0,0048 0,50 + 0,02
Carbamazepina 236,27 0,0042 0,58 + 0,02
298,15  Atenolol 266,34 0,037 0,45+ 0,03
Acetaminofeno 151,16 0,0066 0,69+0,01
Nicotinamida 122,12 0,0081 0,83 +0,01
Cetoprofeno 254,28 0,0039 0,58 +0,01
Ibuprofeno 206,29 0,0048 0,60 + 0,02
Carbamazepina 236,27 0,0042 0,75+ 0,03
308,15 Atenolol 266,34 0,037 0,57 +£0,03
Acetaminofeno 151,16 0,0066 0,87+0,01
Nicotinamida 122,12 0,0081 1,05+ 0,02
Cetoprofeno 254,28 0,0039 0,71 £ 0,04
Ibuprofeno 206,29 0,0048 0,76 + 0,03
Carbamazepina 236,27 0,0042 0,90 + 0,02
318,15 Atenolol 266,34 0,037 0,64 0,05
Acetaminofeno 151,16 0,0066 1,08+0,03
Nicotinamida 122,12 0,0081 1,32 £0,02
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Tabela 14 Raz6es estimadas de raios hidrodindmicos (Rn), raios de colisdo (Rc) e a sua
razdo para todas os solutos estudados neste trabalho.

T/K Soluto Rn/A Re/A Rh/RC
Cetoprofeno 5,61 4,56 1,23
Ibuprofeno 4,87 4,23 1,15
Carbamazepina 4,23 4,41 0,96
298,15 Atenolol 5,58 4,68 1,19
Acetaminofeno 3,50 3,47 1,01
Nicotinamida 2,96 3,05 0,97
Média 1,08
Cetoprofeno 5,40 4,56 1,19
Ibuprofeno 5,27 4,23 1,25
Carbamazepina 4,18 4,41 0,95
308,15 Atenolol 5,41 4,68 1,16
Acetaminofeno 3,60 3,47 1,04
Nicotinamida 2,99 3,05 0,98
Média 1,10
Cetoprofeno 5,51 4,56 1,21
Ibuprofeno 5,18 4,23 1,23
Carbamazepina 4,30 4,41 0,98
318,15 Atenolol 6,11 4,68 1,30
Acetaminofeno 3,63 3,47 1,05
Nicotinamida 2,96 3,05 0,97
Média 1.12

5.2.1 Estimativa de coeficientes de difusao

Os coeficientes de difusdo dos farmacos estudados em agua foram também
determinados pelo método de estimativa de Wilke-Chang, por ser o método preditivo que
mais se adequado aos sistemas estudados (solutos a diluigéo infinita).

O método [39] e expresso pela Equacdo 4.14, essencialmente uma modificacédo

empirica da relacdo Stokes-Einstein.

7,4x10"8(pMp)1/2 T
DXB - 7715(VA)(:36 (4.14)
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onde Dy é o coeficiente de difusdo matua do soluto A em concentragBes muito baixas no
solvente B, ¢ fator de associagdo da agua, ng viscosidade do solvente, Va volume molar
do soluto A a temperatura de ebulicdo normal, Mg massa molecular do solvente B.

A viscosidade da gua foi obtida a partir da pagina Chemistry Webbook do NIST
[88], enquanto o volume molar dos solutos ao seu ponto de ebulicdo foi determinado pelo
método de Schroeder de contribuigdo de grupos [118].

Os resultados estdo apresentados na tabela 15. Na referida tabela faz-se também a
comparagdo com os resultados obtidos experimentalmente.

O metodo de Wilke-Chang sobrestima os valores de coeficiente de difusdo para
todos os solutos estudados. Por outro lado, apresenta desvios em relacdo aos resultados
experimentais entre 7 e 50 %, sendo 30 % os valores de desvio mais comuns. Em geral,
0s maiores desvios em relacdo aos valores experimentais correspondem a solutos de
maiores dimens@es, com maior complexidade molecular, maior desvio a esfericidade ou
maior grau de dissociacdo. Estes desvios podem dever-se, em parte, ao método utlizado
na determinacdo volume molar do soluto a temperatura de ebulicdo normal (método de
Schroeder [118]), ele proprio um método de estimativa. E notdrio que os resultados
obtidos por estimativas pelo método de Wilke-Chang, seguem a mesma tendéncia dos
resultados obtidos experimentalmente pelo método de dispersao de Taylor, ndo obstante
os desvios registados entre os dois métodos. Apesar do método de estimativa de Wilke-
Chang ser amplamente utilizado, para estimar coeficientes de difusdo matua em sistemas
de fase liquida [118, 119], ndo parece ser o melhor método para a determinagdo de

coeficientes de difusdo envolvendo os sistemas estudados neste trabalho.
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Tabela 15 Coeficientes de difusdo dos farmacos (1) em agua (2) determinado por método
de estimativa de Wilke-Chang a dilui¢&o infinita e a trés diferentes temperaturas. Também
sdo apresentados todos os desvios dos coeficientes de difusdo experimentais

(Destimat - Dexp).

D exp

Cetoprofeno (1) em &gua (2)

T/K

D12x109(m2/s)

Destimat - D

Der, P x 100
298,15 0,59 33,2
308, 15 0,75 29,2
318,15 0,93 31,6
Ibuprofeno (1) em agua (2)
T/K D12x10%(m?/s) Destim;:x; Dexp 100
298,15 0,61 23,0
308, 15 0,79 31,3
318,15 0,98 28,9
Carbamazepina (1) em agua (2)
T/K D12x10%(m?s) Destim;:x; Dexyp % 100
298,15 0,62 7.8
308, 15 0,80 6,6
318,15 0,99 11
Atenolol (1) em 4gua (2)
T/K D12x10%(m?s) Destiml;:x; Dexp % 100
298,15 0,53 17,9
308, 15 0,68 19,1
318,15 0,85 32,2
Acetaminofeno (1) em agua (2)
T/K D12x10%(m?s) Destiml;:x; Dexp % 100
298,15 0,80 16,6
308, 15 1,0 49,1
318,15 1,3 47,4
Nicotinamida (1) em agua (2)
T/K D12x10%(m¥s) Destiml;:x; Dexp % 100
298,15 0,93 12,3
308, 15 1,2 13,5
318,15 15 12,5
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CAPITULO VI
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6 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS DAS
SIMULACOES

6.1 Apresentacao dos resultados das simulagdes

Os detalhes das simulagbes por DM que permite elucidar alguns aspetos das
interacdes moleculares dos sistemas em estudo estdo apresentados na sec¢do 4.3 e 4.4.

6.1.1 Coeficientes de intra-difusdo

Foram realizadas simulag6es por dindmica molecular (de cada soluto em agua) a
trés diferentes temperaturas (298,15 K, 308,15 K e 318,15 K) de forma a elucidar alguns
aspetos moleculares/interacdo dos mesmos em agua. Dado o caracter &cido (fraco) do
cetoprofeno e ibuprofeno, bem como o carater basico (fraco) do atenolol, tanto as espécies
neutras como as ionizadas foram estudadas como solutos em agua, apenas a dilui¢do
infinita. Carbamazepina, nicotinamida e acetaminofeno foram estudadas nas formas
neutras em agua, sendo os dois primeiros também a dilui¢do infinita e o ultimo em duas
proporc¢oes diferentes (uma a diluicéo infinita e outra em fragdo molar x; = 0,001). Assim,
todos os sistemas estudados a dilui¢do infinita, foram constituidos por 5000 moléculas no
total, sendo uma molécula de soluto e 4999 moléculas de agua (soluto neutro) ou 4998
moléculas de agua (soluto ionizado) e na outra fracdo molar diferente da diluicdo infinita,
em que foi estudado acetaminofeno em agua, o sistema foi constituido também por 5000
moléculas no total, entretanto, com 4995 moléculas de agua e cinco de soluto. Os
coeficientes de intra-difusdo (D1) dos solutos em agua para as temperaturas estudadas
estdo apresentados na tabela 16. Na referida Tabela faz-se também a comparacéo com os

resultados obtidos experimentalmente.
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Tabela 16 Coeficientes de intra-difusdo (D:) de cetoprofeno, ibuprofeno,
carbamazepnina, atenolol, nicotinamida ou acetaminofeno (1) em &gua em diluicdo
infinita ou em % = 0,001 (acetaminofeno em fungdo da temperatura determinada por
simulacdo de dinamica molecular usando, para cetoprofeno, ibuprofeno e atenolol soluto
neutro e ionizado. Também sdo apresentados todos os desvios dos coeficientes de difusdo

. . Dgimi—D
experimentais (—2——<2),

exp

Cetoprofeno (1) em agua (2)

Soluto neutro Soluto ionizado
T/IK D1x 10° Dsimut = Dexp % 100 D1x 10° Dsimur — Dexp 100
(m?/s) Dexp (m?/s) Dexp
298,15 0,51+0,05 17 0,43+0,02 -0,72
Diluicdo 308,15 0,58+0,06 -0,37 0,53+0,05 -9,4
infinita 318,15 0,83+0,07 16 0,78+0,05 9,81

Ibuprofeno (1) em agua (2)

Soluto neutro Soluto ionizada
T/K D1x 10° Dsimur — Dexp % 100 D1x 10° Dsimut = Dexp % 100
(m?/s) Dexp (m?/s) Dexp
Diluicéo 298,15 0,50x0,04 -1,4 0,47+0,02 -6,8
infinita 308,15 0,67%0,05 12 0,59+0,03 -1,7
318,15 0,83+0,09 9,9 0,73+0,07 -2,8
Atenolol (1) em &gua (2)
Soluto neutro Soluto ionizado
D1x 10° Dsimur = Dexp % 100 D1 x 10° Dsimut = Dexp % 100
T/IK (m?/s) Dexp (m?/s) Dexp
Diluicéo 298,15 0,44+0,04 -2,3 0,50+0,03 14
infinita 308,15 0,58+0,03 0 0,57+0,04 -1,7
318,15 0,64+0,06 9,4 0,71+0,04 11
Carbamazepina (1) em agua (2)
D1x 10° Dsimut = Dexp 100
TIK (m?s) Dexp
Diluicéo 298,15 0,53+0,04 -8,8
infinita 308,15 0,69+0,03 -8,1
318,15 0,84+0,06 -5,8
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continuacdo da Tabela 16

Acetaminofeno (1) em agua (2)

TIK D1x 10° Dsimui = Dexp % 100
(m?¥s) Dexp
Diluicdo 298,15 0,63+0,05 0
infinita 308,15 0,79+0,05 7,1
318,15 1,04+0,07 -1,9
T/IK D1x 107 Dsimur = Dexp % 100
(m?¥s) Dexp
298,15 0,63+0,05 0
1 =0,001 308,15 0,79+0,05 7,1
318,15 1,04+0,07 -1,9
Nicotinamida (1) 4gua (2)
D x 10°° Dsimut = Dexp 100
TIK (m?s) Dexyp
Diluicéo 298,15 0,67+0,05 -2,9
infinita 308,15 0,89+0,05 2,3
318,15 1,12+0,07 3,7

6.1.2 Fungdes de distribuicdo radial (RDF)

A fim de perceber melhor quer a estrutura das solugdes quer as interacdes nestes
sistemas, foram estudadas as funcdes de distribuicdo radial [g(r), RDF] entre a agua
(centro de massa) e os atomos mais relevantes de cada soluto a 298,15 K. A analise foi
feita para os grupos mais hidrofilicos dos solutos, como o carbonilo, a amina ou o
hidroxilo.

Os resultados das funcbes de distribuicdo radial de cetoprofeno e ibuprofeno
(ambos &cidos) sdo apresentados na figura 19 [a) e b) para as espécies neutras e c) e d)
para as ionizadas] e, uma comparacao entre os dois € mostrada na figura 20. Na figura 21 sdo
apresentadas os de carabamazepina, atenolol, acetaminofeno e nicotinamida (todos
amidas). Uma comparacdo entre todos os solutos &€ mostrada na figura 22 e na figura 23
sdo apresentadas as RDF do hidrogénio do grupo OH de cetoprofeno e hidrogénio do
grupo amida (NH2 ou NH) da carbamazepina, do atenolol, do acetaminofeno e da

nicotinamida.
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Figura 19 Funcoes de distribuicdo radial da agua (centro de massa) em torno de atomos
selecionados de cetoprofeno a) e c) e ibuprofeno b) e d). a) e b) séo para solutos neutros;
e ¢) e d) para espécies ionizados a diluicdo infinita e 298,15 K. Os codigos dos atomos
séo apresentados na Figura 25.
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Figura 20 Comparacdo das RDF da agua (centro de massa) em torno de atomos
selecionados de cetoprofeno em linhas continuas e ibuprofeno em linhas tracejadas [a)
solutos neutros e b) para espécies ionizadas]. Em a) Amarelo: a 4gua RDF/HOH; verde:
a agua RDF/OOH; vermelho: a agua RDF/OC; azul: a agua RDF/OAC Em b), a 4gua
RDF/OAC- para o cetoprofeno é apresentado € a amarelo. Os c6digos dos atomos sdo
apresentados na Figura 25.
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Figura 21 Funcdes de distribuicdo radial da agua (centro de massa) em torno de 4&tomos

selecionados de carbamazepnia [a)], atenolol [b)], acetaminofeno [c)] e nicotinamida [d)]
a diluicdo infinita e 298,15 K. Os codigos dos atomos sdo apresentados na Figura 25.
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Figura 22 Funcdes de distribuicdo radial da agua (centro de massa) em torno de 4&tomos
selecionados dos solutos estudados a diluicdo infinita e a 298,15 K, organizadas por
grupo/atomo: a) oxigénio do carbonilo; b) hidrogénio do NH> e NH; c) hidrogenio do
hidroxilo. Laranja: carbamazepina; amarelo: acetaminofeno; preto: atenolol; roxo:
atenolol (NH); azul: nicotinamida;vermelho: cetoprofeno (linha tracejada:cetoprofeno
ionizado). Os cddigos dos atomos sdo apresentados na Figura 25.
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Figura 23 Comparacdo das RDF da agua (centro de massa em torno de atomos de
hidrogénio do hidroxilo (OH) de cetoprofeno (vermelho) e hidrogénio da amida (NH2 ou
NH) de carbamazepina (verde), atenolol (amarelo), acetaminofeno (azul) e nicotinamida
(preto). Os codigos dos a&tomos sdo apresentados na Figura 25.

6.1.3 LigacGes de hidrogénios

Os nimeros medios de ligacBes de hidrogénio por grupo/tipo entre a 4gua e cada
soluto em funcdo da temperatura sdo mostradas na figura 24. Como forma de avaliar a
intensidade de ligacéo de hidrogénio em termos comparativos, na tabela 16 apresentam-
se 0 numero total de ligagdes de hidrogenio entre a agua e cada soluto, bem como o
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numero de ligacdes de hidrogénio por volume molecular do soluto. No caso de compostos
com comportamentos acido-base ativos, sdo apresentados os resultados das espécies

neutras e ionizadas.

L n w

o
o Ul P Ul N U1 w Ul o~

Numero de ligagéo de hidrogénio por grupo

298,15 K 308,15 K 318,15K

B A_carboxilico CO B A_carboxilico OH (aceitador)

m A_carboxilico OH (dador) B A _carbonilo

b)

o P N W s~ 0ol O N 00 ©

Numero de ligagao de hidrogénio por grupo

298,15 K 308,15 K 318,15 K

m A carboxilato m A cabonilo

-79-



-Estudo da Mobilidade de Farmaco em Agua - Uma Abordagem Experimental e Teérica-

2,5

1,5

0,5

Numero de ligagdo de hidrogénio por grupo

298,15 K 308,15 K 318,15K
B A_carboxilico CO B A_carboxilico OH (aceitador)

m A_carboxilico OH (dador)

~N

d)

[e)]

(921

D

w

N

[E

o

298,15 K 308,15 K 318,15 K

Numero de ligagdo de hidrogénio por grupo

m A_carboxilato

-80-



-Estudo da Mobilidade de Farmaco em Agua - Uma Abordagem Experimental e Teérica-

2,5

1,5

0,5

Namero de ligagdo de hdrogénio por grupo

298,15 K 308,15 K 318,15K
A _carbonilo
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o N b~ OO

298,15 K 308,15 K 318,15 K

® A _NH (amina) aceitador ® A_NH (amina) dador
= A_amida (NH2) aceitador ~ ® A_amida (NH2) dador
mA O (eter) = A _carbonilo

m A _OH aceitador m A OH dador

Numero de ligagdo de hidrogénio por grupo
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Ndmero de ligagdo de hidrogénio por grupo

Ndmero de ligagdo de hidrogénio por grupo
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Figura 24 Numero médio de ligacbes de hidrogénio entre cada grupo de soluto e dgua
por aceitador/dador para o cetoprofeno [espécie neutra, a); espécie ionizada, b)],
ibuprofeno [espécie neutra, c); espécie ionizada, d)], carbamazepina [e)], atenolol
[espécie neutra, f); espécie ionizada, g)] acetaminofeno [h)], e nicotinamida [i)] a trés
temperaturas diferentes (resultados de simulagdes MD).

Tabela 17 Numero total de ligacfes de hidrogénio entre o soluto e a 4gua e densidade
numérica por molécula (nimero de ligacdes de hidrogénio por volume molecular) para
cada soluto a 298,15 K.

Soluto Nameros total Volume NUmero de
de ligagdes de  molecutlar / A3 ligacGes de
hidrogénio hidrogénio por

volume / nm

Neutro 3,49 4,62
Cetoptofeno 756.7

lonizado 7,81 10.33

Neutro 2,49 4,13
Ibuprofeno 603.7

lonizado 5,99 9.92

Neutro 9,64 11,73
Atenolol 821,9

lonizado 7,94 9,66

Carbamazepina 2,13 685,1 3,11

Acetaminofeno 5,81 334,0 17,40

Nicotinamida 4,37 227,1 19,27

-83-



-Estudo da Mobilidade de FArmaco em Agua - Uma Abordagem Experimental e Tedrica-

6.1.4 Teoria do Funcional de Densidade (DFT)

Na Tabela 17 estdo apresentados os resultados das energias de Gibbs de solvatacéo
para cada soluto estudado em agua. As espécies ionizadas sdo consideradas para solutos

ionizaveis.

Tabela 18 Energia de Gibbs de solvatacdo de cada soluto em &gua obtidos por célculos
de DFT.

Soluto Energia de Gibbs de solvatacédo / kJ mol?
Cetoprofeno (forma neutra) -49.67
Cetoprofeno (forma ionizada) -280.72
Ibuprofeno (forma neutra) -28.86
Ibuprofeno (forma ionizada) -275.95
Atenolol (forma neutra) -79.60
Atenolol (forma ionizada) -342.22
Carbamazepina -56.15
Acetaminofeno -54.34
Nicotinamida -57,81

6.2 Discussao dos resultados

Os valores de coeficientes de intra-difusdo obtidos por simulacdo da dindmica
molecular sdo muito proximos dos de coeficientes de difusdo muatua obtidos
experimentalmente pelo método de dispersdo de Taylor (conforme a tabela 16). Pode-se
verificar através dos resultados apresentados da tabela 16, que a concordancia entre 0s
resultados simulados e experimentais é notavel para todos os solutos estudados, uma
indicacdo que tanto o modelo utilizado como a metodologia parecem descrever muito
bem o comportamento deste tipo de sistemas. Para os casos do cetoprofeno e ibuprofeno,
ambos acidos fracos e, por conseguinte, ionizados nas condi¢cdes de medicdo, 0s
resultados para os solutos ionizados aproximam-se mais dos experimentais do que para
o0s solutos neutros (conforme a tabela 16), o que parece indicar que o modelo pode ser
sensivel a esta subtileza.

No entanto, para o caso de atenolol (base fraca) os resultados obtidos com a forma

ionizada deste soluto ndo reproduzem melhor o seu coeficiente de intra-difuséo do que os
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resultados da forma neutra, apesar de se estimar que o soluto se encontra sobretudo na
sua forma ionizada. Entretanto, pode-se verificar através da tabela 16, que ambas as
previsdes sdo Gtimas, sendo também o atenolol uma molécula maior e mais complexa
pela maior quantidade de grupos funcionais (hidrofilicos) que contém.

Em geral, as tendéncias observadas nas magnitudes relativas dos coeficientes de
difusdo dos solutos estudados também se verificam nos resultados simulados (conforme
atabela 16). Por conseguinte, é possivel prever os coeficientes de difusao destes farmacos
em &gua a baixas concentracGes em fungdo das temperaturas através de simulacdes de
dindmica molecular utilizando campos de forcas classicos. Por serem proximos os valores
dos coeficientes de difusdo experimentais e simulados entre todos os solutos estudados,
torna-se interessante investigar tanto a estrutura como as interag0es nestes sistemas.

Comecando pelo cetoprofeno e ibuprofeno (ambos acidos carboxilicos), nestes
casos as RDF dos solutos neutros e ionizados sdo bastante diferentes umas das outras
(figura 19). No caso dos solutos neutros [figura 19 a) e b)], os primeiros picos de todas as
interacdes estudadas sdo inferiores a 1, o que pode ser explicado pelo facto de os solutos
serem hidrofobicos no seu conjunto, sendo a densidade local da &gua em torno de maioria
das zonas da molécula de soluto inferior a sua densidade global. No entanto, para ambos
os solutos, a interagdo mais intensa parece ser a da agua em torno do hidrogénio do grupo
hidroxilo (OH) (é importante referir que o centro de massa da molécula de agua est muito
mais proximo do seu atomo de oxigénio do que dos seus atomos de hidrogénio) [figura
19 a) e b)]. E para o cetoprofeno [figura 19 a)], a interacdo entre agua e o carbonilo
pertencente ao grupo carboxilico (OAC) parece ser mais intensa do que a interacao entre
a agua e carbonilo do grupo benzilo (OC). Para grupos comparaveis [figura 20 a)], os
picos relativos ao cetoprofeno sdo mais intensos do que os relativos ao ibuprofeno apesar
das cargas parciais para ambos os solutos serem semelhantes (figura 25). Entretanto, esta
observacdo ndo € extensiva a interacao entre dgua e o hidrogénio do grupo hidroxilo (OH),
que parece indicar uma interacao global soluto-solvente mais forte no caso de ibuprofeno
do que cetoprofeno [figura 20 a)].

As RDF dos solutos ionizados sdo mais estruturadas, uma vez que todos 0s picos
sdo mais intensos [(figura 19 c) e d)] do que para as espécies neutras e 0s que envolvem
atomos de oxigénios do grupo carboxilato (OAC-) apresentam maximos superiores a 1.
Isto e explicado pelo fato de as cargas parciais dos atomos envolvidos se terem tornado
mais negativas para as espécies ionizadas, incluindo o oxigénio do grupo benzilo (OC)

(figura 25). Alem disso, podemos ver na figura 20 b) que os dois picos da RDF agua-
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carboxilato parecem ser ligeiramente mais intensas para o cetoprofeno do que para o
ibuprofeno, em concordancia com a carga parcial do oxigénio (figura 25).

Para os casos da carbamazepina, do atenolol, do acetaminofeno e da nicotinamida
(todos amidas), os picos mais intensos e também com distancias médias mais baixas
correspondem ao grupo carbonilo, o que é uma indicacdo de uma interacdo preferencial
entre este grupo e o solvente (figura 21). E notorio perceber que tal acontece para 0s casos
de carbamazepina [figura 21 a)] e atenolol [figura 21 b)], apesar de a carga parcial do
atomo de oxigénio ser menos negativa do que a do atomo de azoto de amina, conforme
mostra a figura 25. Entretanto, a mesma interacdo para o cetoprofeno (soluto neutro)
parece ser menos intensa [figura 22 a)], contrariando com 0 que acontece com
cetoprofeno (soluto ionizado) cuja interacdo é muito mais intensa e que pode ser
determinante para magnitude global da interacdo soluto solvente que retarda a mobilidade
do soluto em agua.

No caso da carbamazepina [Figura 21 a)], a RDF envolvendo o azoto do grupo
amida (NHNH-) e o hidrogénio do mesmo grupo (HNH.) sdo muito semelhantes, com
excecdo do ombro adicional neste Gltimo caso. Tal pode dever-se ao maior nimero de
orientagdes O-H possiveis permitidas pela existéncia de dois a&tomos de hidrogénio no
grupo. Quanto a interacdo entre a 4gua e 0 azoto do anel aromatico (ARN), como se pode
ver através da mesma [figura 21 a)], é claramente menos intensa e exercida a distancias
mais elevadas, o que se deve provavelmente a sua proximidade ao anel aromatico
(hidrofdbico) e ao impedimento estereoquimico experimentado pela molécula de solvente
quando se aproxima desta zona da molécula de soluto.

No caso de atenolol [figura 21 b)], que tem um maior nimero de grupos
hidrofilicos, a sua observacdo deve ser feita por partes: 1) interacdo entre o solvente e
grupo amina (da amida) parece ser mais forte do que a que envolve o grupo hidroxilo, 2)
para o primeiro grupo, a interagdo da agua como atomo de hidrogénio (HNH) é
consideravelmente mais intensa do a referente ao atomo de azoto do mesmo grupo
(NNH_2); 3) a probabilidade de interagdo entre agua e o oxigénio do éter é prejudicada
pela sua proximidade do anel aromatico hidrofobico.

No caso de acetaminofeno [figura 21 c)], a interacdo mais intensa, a seguir a
interacdo agua-carbonilo, é a que se estabelece entre o solvente e o grupo hidroxilo,
seguida da que envolve a amina secundaria (e esta exerce-se a uma distancia mais longa),
apesar do hidrogénio do grupo hidroxilo (HOH) possuir uma carga parcial menos

negativa que a do azoto do grupo amina (NNH) (figura 22). As RDF do atomo de
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hidrogénio do grupo hidroxilo (HOH) e o &tomo de hidrogénio do grupo amina secundaria
(HNH) apresentam picos mais intensos do que o atomo de oxigénio do grupo (OOH) e o
atomo do azoto grupo (NNH) respetivamente, o que se deve provavelmente a interacao
mais dirigida entre o hidrogénio e centro de massa da dgua (mais préxima do oxigenio).

No caso da nicotinamida, [figura 21 d)], a seguir a interagcdo agua-carbonilo a mais
intensa é que se estabelece entre o solvente e o0 grupo NH> da amida (exercida a uma
distancia mais longa) e depois a que envolve o atomo de azoto do anel aromético (NA)
(esta exercida a uma distancia mais curta). A RDF envolvendo o atomo de hidrogénio do
grupo (HNH>) apresenta um pico muito mais intenso do que o de atomo de azoto do
mesmo grupo (NNHy).

Uma comparagdo entre solutos é mostrada na figura 22, considerando um grupo
molecular de cada vez. A maioria dos solutos estudados neste trabalho apresentam RDF
para 0 par oxigénio da agua-carbonilo muito semelhantes entre si, quer em forma quer
em magnitude, revelando interacBes deste tipo bastante semelhantes. Os &cidos
carboxilicos (cetoprofeno e ibuprofeno) parecem constituir uma excecdo a este
comportamento, apresentando uma RDF CO-agua menos intensa [figura 22 a)],
provavelmente pela predominancia que o grupo hidroxilo vizinho tem na interacdo destes
solutos com a agua. Dado que estes ndo parecem globalmente interagir menos com a agua,
0 papel desempenhado pela fragdo ionizada do soluto [figura 22 a)] pode ser importante
para a magnitude total da interacdo soluto-solvente que retarda o movimento do soluto.
Em sentido contrario, encontra-se a nicotinamida, para a qual a interacao deste tipo parece
ser menos intensa do que para a carbamazepina ou o acetaminofeno [figura 22 a)] e
também parecem estar todos a mesma distancia média de contato e a interacdo dgua-N do
anel aromatico (NA) pouco intensa (embora a uma distancia proxima) [figura 21 b),
condicdes que pode indicar uma fraca interacdo soluto-solvente e consequentemente uma
maior facilidade com que a nicotinamida se movimenta na agua.

O contacto agua-hidrogénio do grupo amida (HNH>) € particularmente proximo e
direto para o atenolol sendo o primeiro pico também mais intenso do que o da
carbamazepina [figura 22 b)]. Também a Figura 22 b) mostra que a interacdo dgua-NH
parece ser menos intensa, especialmente para o atenolol, devido ao impedimento
estereoquimico imposta por uma cadeia alquilica mais longa.

Por fim [figura 22 c)], para o contacto &gua-OH o carater mais exposto do grupo
hidroxilo do acetaminofeno permite uma interagédo mais forte do que no caso de atenolol,

sendo acompanhado pelo cetoprofeno, cujo contacto, no entanto, parece estar a uma

-87-



-Estudo da Mobilidade de FArmaco em Agua - Uma Abordagem Experimental e Tedrica-

distancia média inferior. Entretanto, esta mesma interacdo agua-hidrogénio do grupo
(OH) para o cetoprofeno (ou ibuprofeno) por sua vez é mais forte do que a interagdo dgua-
hidrogénio do grupo amida (NH2 ou NH), conforme mostra a figura 23.

Em resumo, a andlise das RDF solvente-soluto nos sistemas estudados revelou
que o contacto agua-hidroxilo € o mais importante para os solutos cetoprofeno e
ibuprofeno (ambos &cidos carboxilicos) sendo que o contacto envolvendo o grupo
carbonilo é o mais importante para a carbamazepina, o atenolol, o acetaminofeno e a
nicotinamida (todos amidas). E também evidente que o efeito hidrofébico imposto pelo
“esqueleto” carbonado da estrutura dos solutos tem também uma contribui¢do importante
na interacdo soluto-solvente, com consequéncias diretas na mobilidade dos solutos em
agua.

A analise dos nimeros médios de ligacdes de hidrogénio por grupo/tipo entre dgua
e cada soluto segue a mesma linha de raciocinio ja adotada no de outras propriedades de
interacdo soluto-agua efetuados neste trabalho. Sendo assim, comecando pelo
cetoprofeno e ibuprofeno (ambos &acidos carboxilicos), pode-se observar que o
cetoprofeno apresenta um nimero médio mais elevado de ligaces de hidrogénio soluto-
agua do que o ibuprofeno tanto na forma neutra [figura 24 a) e ¢)] como ionizada [figura
b) e d)]. Este resultado pode ser explicado, em parte, pelo facto de o cetoprofeno possuir
um grupo carbonilo extra aceitador de hidrogénio em comparacdo com o ibuprofeno.
Quando comparado o namero médio de ligacdo de hidrogénio entre outros grupos
(comuns) (no caso carboxilo OH ambos atuando como aceitador e dador) é em geral mais
elevado para o cetoprofeno do que para o ibuprofeno, sendo esta tendéncia mais evidente
para os solutos neutros [figura 24 a) e b)] e apesar da RDF 4gua-HOH ser mais intensa
para o ibuprofeno do que para o cetoprofeno. Assim, os resultados da simulacdo parecem
indicar uma interacdo soluto-agua mais intensa para o cetoprofeno do que para o
ibuprofeno. Esta interacdo reforcada pode ser vista como uma explicagdo para menor
mobilidade intrinseca do cetoprofeno na agua.

A figura 24 c) e d) mostra que o numero de liga¢do de hidrogénio envolvendo as
formas ionizadas de ambos 0s solutos em agua € mais do dobro do que com as formas
neutras, o que pode ser explicado pelo par eletrénico isolado extra na molécula do soluto
ionizado e pela carga negativa global da molécula, com especial incidéncia nos atomos
de oxigénio (figura 25).

Nos casos da carbamazepina, do atenolol, do acetaminofeno e da nicotinamida

(todos amidas), pode-se observar, dentre eles, que a carbamazepina apresenta, de longe,
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0 menor numero médio de ligacdo hidrogenio soluto-solvente [figura 24 €)]. Isto acontece
porque, praticamente o Unico grupo através do qual a carbamazepina é capaz de
estabelecer ligacbes de hidrogénio com a &gua € o carbonilo. Pode-se observar ainda
através da [figura 24 e)], que o numero médio de ligacdes de hidrogénio envolvendo o
grupo amina (da amida) € desprezavel. Este resultado esta de acordo com a tendéncia
apresentada por este soluto de ter coeficientes de difusdo mais elevados do que o esperado
pelo seu peso molecular ou volume (menor razéo entre raios hidrodindmicos e de coliséo)
e pode explicar o fendmeno. O baixo numero de ligacBes de hidrogénio entre a
carbamazepina e a &gua ndo permite que o soluto adira ao solvente, dando origem a uma
maior mobilidade em agua, em comparagdo com 0s outros solutos.

No caso de atenolol, (contrariamente do que acontece com 0 caso de
carbamazepina) o perfil observado é bastante diferente, e também a distribuicdo das
ligacBGes de hidrogénio pelos varios grupos € ligeiramente diferente entre as espécies
neutras e ionizadas [figura 24 f) e g)]. Os grupos carbonilo e hidroxilo (este Gltimo
especialmente como dador) sdo 0s que mais contribuem para a ligacGes de hidrogénio
entre o soluto e o solvente, mas também (ao contrario dos outros farmacos) o grupo amida
NH. apresenta, como dador, um numero apreciavel de ligagdes de hidrogénio. Para o
atenolol ionizado, a principal diferenca em relacdo a espécie neutra € o nimero elevado
de ligagdes de hidrogénio do grupo da amina secundaria (agora NH2") como dador
acompanho de uma ligeira diminui¢do como aceitador devido a adi¢do de um protdo ao
grupo (figura.24 h).

Para o acetaminofeno [figura 24 h)], o grupo hidroxilo é o que faz maior nimero
de ligacGes de hidrogénio com a &gua, atuando principalmente como dador, mas também
como aceitador, apesar de o contacto &gua-OH ndo ser mais provavel, como revela a RDF.
O numero de ligacdes de hidrogénio envolvendo o grupo carbonilo é também apreciavel
e, como esperado pelos resultados da RDF, a importancia do grupo NH> (amida) é
bastante timida, especialmente como aceitador (quase zero), mas também como dador.

No que concerne a nicotinamida [figura 24 i)], o grupo carbonilo é o que faz maior
namero de ligacdes de hidrogénio com a &gua, como esperado pelos resultados da RDF.
O ndmero de ligacdo de hidrogénio pelo grupo NH2 (amida) € igualmente apreciavel,
principalmente como dador. A contribuicdo do 4&tomo de azoto aromaético é também
apreciavel, embora menos expressiva do que a dos outros grupos.

Para que a comparacdo global das ligacfes de hidrogénio entre solutos seja mais

adequada, calculou-se a densidade de ligacGes de hidrogénio soluto-agua, através razéo
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entre 0o numero medio de ligacdes de hidrogénio e o volume da molécula de soluto. Este
ultimo foi estimado pelo método descrito por Sharipov et al e ja usado no sub-capitulo
5.1. Utilizando sobretudo a versdo carregada dos compostos ionizaveis (por ser mais
realistas), verifica-se, atraves dos resultados apresentados na tabela 16, que a densidade
de ligacGes de hidrogénio da carbamazepina com agua é particularmente baixa, razao pela
qual este soluto provavelmente apresenta um coeficiente de difuséo superior ao que seria
de esperar tendo em conta seu tamanho. Por outro lado, o atenolol apresenta um valor
préximo do ibuprofeno e do cetoprofeno, sendo este Gltimo, ligeiramente superior, o que
explica as tendéncias observadas para a razdo entre os raios hidrodinadmicos e de colisao.
Como se pode também verificar, tanto para o acetaminofeno como para a nicotinamida,
obteve-se um valor relativamente anormal o que podera indicar uma intensidade de
interacdo entre cada um deles com a agua bastante elevada que nao encontra
correspondéncia com os resultados experimentais dos seus coeficientes de difusdo. E
possivel que o pequeno tamanho destes solutos possa desempenhar um papel mais
importante nas suas propriedades dindmicas em agua, tornando a contribuicdo da
interacdo negligenciavel.

Tendo em conta os resultados das energias de Gibbs de solvatagdo, apresentados
na tabela 17, as principais conclusfes que podem ser tiradas sdo: 1) A forte interacdo do
cetoprofeno e do ibuprofeno com o solvente esta fortemente ligada (dependente) ao facto
de se encontrarem parcialmente ionizados; 2) O atenolol apresenta um valor de energia
de Gibbs de solvatacdo muito mais negativo do que a carbamazepina, o acetaminofeno e
a nicotinamida, mesmo considerando apenas a versao neutra do soluto, o que confirma a
maior interacdo com o solvente mostrada por esse soluto. A ordem da energia de Gibbs
de solvatacdo entre a carbamazepina e acetaminofeno € inversa da tendéncia esperada,
enguanto para a nicotinamida a energia de Gibbs de solvatacdo comparativamente a
carbamazepina e ao acetaminofeno é a esperada. No entanto, os valores sdo proximos e
todos confirmam uma interacdo mais fraca com a &gua do que o atenolol em

conformidade com a tendéncia observada nos coeficientes de difusao.
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Figura 25 Codigos e cargas atomicas de alguns atomos relevantes para cetoprofeno
ibuprofeno e atenolol (tanto na forma neutra como ionizada) e também para
carbamazepina, acetaminofeno e nicotinamida utilizadas nas simulagées de MD.
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CAPITULO VII
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7 CONCLUSAO

Os coeficientes de difusdo mutua de cetoprofeno, ibuprofeno, carbamazepina,
atenolol, acetaminofeno e nicotinamida em agua foram medidos experimentalmente em
diluicdo infinita ou em funcéo da fracdo molar do soluto, no caso de acetaminofeno, e trés
temperaturas diferentes (298,15, 308,15 e 318,15 K) pelo método de disperséao de Taylor.
No caso da nicotinamida, para além das medi¢6es em diluicdo infinita foram, também,
medidos os coeficientes de difusdo em funcédo da fracdo molar do soluto a temperatura de
298,15 K. A partir de uma analise comparativa, verificou-se que a carbamazepina
apresenta coeficientes de difusdo muatua maiores do que seria esperado pelo seu peso
molecular e tamanho e a tendéncia oposta foi verificada para o atenolol. Essa diferenca
sO pode ser explicada por diferencas de interacdes soluto-solvente entre esses solutos. O
paracetamol exibe um comportamento intermediario. Coeficientes de intra-difusdo dos
mesmos solutos em agua na mesma faixa de temperatura também foram obtidos por
simulagOes de Dinamica Molecular. A concordancia entre os resultados experimentais e
simulados dos coeficientes de difusdo (nas condi¢Oes estudadas, os coeficientes de intra-
difusdo e de difusdo mutua sdo comparaveis) é notavel, especialmente levando em
consideracao as diferencas consideraveis entre solutos em termos de estrutura molecular.
A andlise das trajetdrias de simulacdo permitiu o estudo da estrutura das moléculas do
solvente em torno de soluto e sua interacdo muatuo. A interacdo agua-soluto € geralmente
dominada pelo grupo carbonilo. O nimero de pontes de hidrogénio por molécula (e
também por volume molecular) indica uma interacdo soluto-solvente particularmente
fraca para a carbamazepina em compara¢do com 0s outros solutos e também uma forte
interacdo soluto-solvente para o atenolol, o que é confirmado pelos resultados energia

livre da solvatacdo obtida por calculos DFT.
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