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RESUMO

Terapias estabelecidas para o tratamento da osteosporose, sindrome caracterizada por
aumento na fragilidade 6ssea e fraturas, consistem primariamente de drogas que previnem
a perda ossea, como os bisfosfonatos. Entre eles, o alendronato (POj3)-(OH)-C-((CHzy);
NH;)-(POj3) é um dos tratamentos escolhidos na clinica, pois possui o IC50=50 nM. Neste
trabalho é realizado um estudo do alendronato molecular e de trés de seus cristais (alen-
dronato de sodio trihidratado e anidro, e alendronato de célcio) utilizando da Teoria do
Funcional da Densidade (DFT). No primeiro caso, o foco sdo os conférmeros de menor
energia do alendronato molecular no vacuo, em meio aquoso de acordo com o modelo con-
tinuo polarizavel (PCM), e interagindo com trés moléculas de 4gua e um atomo de sédio
de acordo com as caracteristicas estruturais reveladas por difragao de raios-X do cristal do
alendrontao de sédio trihidratado; seus espectros vibracionais no infravermelho e Raman
sao calculados para explicar com detalhes as abundantes assinaturas do grupo fosfato no
intervalo de frequéncia 400-1400 cm ™, com as atribuicoes dos modos vibracionais mais
importantes. No caso dos cristais, sao obtidas suas propriedades estruturais, eletronicas
e Opticas na aproximacao da gradiente generalizado levando-se em conta a descricao do
termo de correlagao e troca de Tchatschenko (GGA-+TS); é apresentada a andlise popu-
lacional de Hirshfeld na qual verificou-se que o alendronato nos trés cristais encontra-se
no estado zwitterionico. A partir do calculo de estrutura de banda, foi obtido GAPs
com valores muito proximos para os trés cristais, porém, com densidade de estados bem
caracteristica para cada cristal. Sao apresentadas as massas efetivas, fungao dielétrica e
absorgoes Opticas teodricas para todos os cristais.



ABSTRACT

Well know therapies for the treatment of osteoporosis, syndrome characterized by in-
creased bone fragility and fracture consist primarily of drugs which prevent bone losses,
such as bisphosphonates . Among them , alendronate (PO3)-(OH)-C-((CHj)3 NH3)-(PO3)
is one of the chosen treatments in the clinic, IC5q = 50 nM. In this work a study of the
molecular alendronate and three of its crystals (sodium alendronate trihydrate and anhy-
drous and calcium alendronate ) is performed in the scope of Density Functional Theory
(DFT). In the first case, the focus is the lowest energy conformations of the molecular
alendronate in vacuum, in an aqueous medium in accordance with the model of polariza-
tion continuum (PCM), and interacting with three molecules of water of a sodium atom
based on the characteristics structural relevadas diffraction X-ray crystal alendrontao so-
dium trihydrate; their vibrational infrared and Raman spectra are calculated to explain in
detail the abundant signatures of the phosphate group in the frequency range 400-1400 cm
~1 with the assignments of the most important vibrational modes. In the case of crystals,
their structural, electronic and optical properties are obtained in the generalized gradient
approximation taking into account the description of the term correlation and exchange
Tchatschenko (GGA+TS ); Hirshfeld population analysis in which verified is presented
alendronate is that the three crystals is in zwitterionic state. From the calculation of the
band structure was obtained GAPs with very close values for the three crystals, howe-
ver, with the density of states and characteristic for each crystal. The effective masses,
dielectric function and theoretical optical absorptions for all crystals are presented.
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1 Introducao

Os sais de fosfato de célcio sao os maiores constituintes minerais dos ossos em verte-
brados. Como mostrado na figura 1, que representa o osso em diferentes escalas, desde
macro a nano, o osso pode ser considerado um composto anisotrépico natural, consistindo
em biominerais mergulhados numa matriz proteica, outros materiais organicos e agua [1].
A fase biomineral, constituida por um ou mais tipos de fosfatos de célcio, compreende de
65-70% do osso, a agua entre 5 e 8% e o restante a fase organica formada praticamente
por fibras coldgenas. O coldgeno, responsavel pela resisténcia elastica do osso, serve como
matriz para a deposigao e crescimento de minerais [2|. Dentre os sais de célcio, a hidro-
xiapatita HAP, Ca1o(PO,)s(OH )2, como é, termodinamicamente, a fase cristalina mais
estével dos sais de fosfatos de célcio, é dotada de uma grande similaridade & parte mineral

do osso.

Figura 1: A estrutura hierarquica de um osso tipico em varias escalas.
Osso integral Estrutura do tecido Microestrutura Nanoestrutura

Osteon (Sistema Haversiano)

o

Lamela (~ 7 pm)

(~50 x 25 x 2 nm)

Fibras colagenas(~ 50 nm) ; > d
Hidroxiapatita

Fibra colagena (~ 5 um)

Molécula colagena

Hélice tripla de colageno
(~ 300 x 1.5 nm)

Osso compacto Cristais de Hidroxiapatita

Visdo microscoépica

Vasos sanguineos Fibras mineralizadas

Macro Nano

Fonte: Adaptada de [1].

O estudo microscopico do tecido 6sseo distingue a substancia Ossea compacta e a
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substancia 6ssea esponjosa, representado na figura 1. Os vasos sanguineos sao responsaveis
por nutrir as células 6sseas com nutrientes e oxigénio. Dentre as células presentes no
tecido Osseo, destacam-se: os osteoblastos, produtores da parte organica da matriz; os
osteoclastos, células multinucleadas que reabsorvem o tecido 6sseo; e os ostedcitos, o tipo
de célula mais abundante no osso, cuja apoptose marca o inicio do ciclo da remodelagem
6ssea, processo pelo qual o osso é renovado [3,4].

O osso passa por um processo de modelagem, construcao do tecido 6sseo sem ter
ocorrido reabsorg¢ao, e remodelagem, na qual o osso é primeiro reabsorvido por osteoclastos
e entao formado na mesma localizagdo por osteoblastos. A modelagem e remodelagem
sao 0s processos responsaveis por fornecer forca para o suporte de cargas e leveza para
a locomocao, pois ha uma distribuicao de massa 6ssea onde é necessario, assim como a
remocao de onde nao é necessario, tendo como consequéncia a modificagao do tamanho
e forma do osso [5|. Esse mecanismo pode ser visto simplificadamente na figura 2 e em

mais detalhes no Apéndice A, Tecido 6sseo: constituicao, estrutura e funcoes

Figura 2: Mecanismo simplificado do processo de remodelagem 6ssea. O ligante oste-
oclastogénico, RANKL, ativa os precursores de osteoclastos. H& uma fase de transicao
marcada pela comutacao entre a reabsor¢ao e formagao de osso, incluindo a participacao
de alguns fatores (pentagonos e tridngulos amarelos), moléculas de membrana.

Iniciagao Transigao Terminagao

|l Reabsorcao |l Formacao

RANKL osteoclastos  osteoblastos

Fonte: Adaptada de [5].

Devido a intumeros fatores, tais como idade, o ato de fumar, alcoolismo, dentre ou-
tros, a taxa de reabsor¢ao torna-se maior que a taxa de formacao 6ssea. Em consequéncia

algumas doencgas 6sseas se manifestam, destacando-se a osteoporose, que afeta, aproxima-
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damente, quarenta e quatro milhoes de homens e mulheres a partir de 50 anos de idade
nos Estados Unidos, enquanto no Brasil mais de dez milhoes de pessoas, e ha evidéncias
que esse numero tende a aumentar, acompanhando o aumento da expectativa de vida.
Estatisticas similares sdo observadas na Europa, Asia e Australia. Essa sindrome é carac-
terizada por aumento na fragilidade 6ssea e fraturas. As fraturas osteoporoticas causam
uma significante morbidez e em muitos individuos levam a perda de produtividade e re-
dugao na qualidade de vida. A taxa de mortalidade nos primeiros anos ap6s uma fratura
no quadril é de 20-30% e mais da metade dos individuos que sobrevivem a uma fratura
desse tipo sao incapazes de retornar ao seu estilo de vida como antes. Os custos com
tratamentos para a osteoporose sao estimados em cerca de 17 a 20 bilhoes de dolares

anuais [6,7].

Figura 3: (a)Postura de uma pessoa com osteoporose. (b)Radiografia de uma fratura na
bacia e a comparagao entre um osso normal e com osteoporose.
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Fonte: criada pelo autor.

A osteoporose é considerada uma doenga silenciosa, pois possui um longo periodo de
laténcia até o aparecimento clinico da doenca, e durante esse tempo hé profundas alte-
racoes na remodelagem Ossea, processo que controla o balanco de calcio no organismo.
Desequilibrios na remodelagem 0Ossea, muitas vezes devidos & remodelacao 6ssea acele-
rada, sao causados por aumento da reabsorcao 6ssea ou formacgao 6ssea reduzida relativa

a reabsorc¢ao. O resultado final ¢ uma perda liquida de massa 6ssea e as alteracoes quali-
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tativas na arquitetura esquelética e ambas aumentam significativamente o risco de fratura
de um individuo [7]. Uma comparagado entre um osso normal e um osso osteoporotico,
com redugao de sua massa Ossea, pode ser vista na figura 3

A prevencao de osteoporose envolve, principalmente, a adoc¢ao de um estilo de vida
mais saudével que consiste na pratica de exercicios fisicos e uma alimentagao rica em
vitamina D e calcio. Até recentemente, as opgoes de tratamento para a osteoporose eram
limitadas a agentes que impediram a perda éssea e parcialmente reduziram o risco de fra-
turas suprimindo a reabsor¢ao 6ssea, assim recalibrando a unidade de remodelagem 6ssea
para um novo estado estavel que diminui a reabsor¢ao, mantendo a densidade mineral
Ossea [7,8].

Novos agentes farmacologicos, como os bifosfonatos (BPs), que atuam na formagao
Ossea, oferecem possibilidades para a construgao de um tratamento com maiores sucessos.
Esse otimismo ¢ devido, em parte, a uma maior compreensao dos acontecimentos a nivel
celular e molecular que ocorrem durante a aquisi¢ao do pico de massa 6ssea na adolescén-
cia e remodelacao 6ssea em adultos. Portanto, torna-se fundamental, uma abordagem a
nivel molecular, visando o melhoramento de farmacos utilizados no tratamento de osteo-
porose [7].

Os BPs sao atualmente a classe de medicamentos mais utilizados para a prevengao
e tratamento da osteoporose, devido aos seus efeitos potentes na inibicao da reabsor¢ao
Ossea, a facilidade de frequéncia de administragao e a falta de efeitos nao-esqueléticos
graves a longo prazo [9-11].

Os BPs, representados na figura 4, sao analogos estaveis dos pirofosfatos inorgéanicos.
Essa estabilidade é conferida pelo atomo de carbono que substitui o atomo de oxigénio
nos pirofosfatos que liga os dois grupamentos fosfatos. Isto garante aos BPs resisténcia
a degradacao biologica [12]. Como resultado eles ndo sdo convertidos em metabolitos no
organismo e sao excretados inalterados [13]. Os principais BPs utilizados no tratamento
de osteoporose sao: alendronato, risedronato, etidronato, ibandronato e o desenvolvido
mais recentemente, zoledronato [8]. Todas essas drogas sao potentes inibidores da reab-
sor¢ao Ossea e reduzem o risco de fraturas vertebrais por 40-70% e fraturas de quadril por
40-50%. No geral, fraturas nao-vertebrais (isto é, fraturas, que nao incluam coluna ou
quadril) sdo suprimidas por apenas 20-40% com alendronato, risedronato ou zoledronato,

nao havendo eficdcia no uso de ibandronato para esses tipos de fraturas.

Na escolha do bifosfonato que sera utilizado no tratamento de osteoporose, além de
sua eficacia, ¢ importante também considerar o valor gasto no tratamento. Uma dose

anual de zoledronato, bifosfonato mais potente, ¢ muito mais caro do que o alendronato
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Figura 4: Desenho das moléculas de pirofosfato, e bifosfonatos que tem sido usados no
tratamento da osteoporose (adaptada de [14]).
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genérico, enquanto que o risedronato e ibandronato possuem valores intermediarios [7].
Na figura 5 estao representados os valores gastos mensalmente no tratamento a base de
alendronato, ibandronato e risedronato. O alendronato genérico tem o menor custo, R$

54,50 por més, enquanto o risedronato é mais caro, custando R$ 194,06 mensais.

Figura 5: Custos mensais de alguns BPss que tem sido usados no tratamento da osteopo-
rose.
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Fonte: www.anvisa.gov.br.

As cadeias laterais R; e Ro, que caracterizam estruturalmente cada um dos diferentes
tipos de BPs, sao as responsaveis pelas propriedades quimicas, tais como a quimissorcao
sobre a HAP e o poder de inibicao sobre a reabsorcao Ossea. Véarios experimentos com
variagoes em ambas as cadeias foram realizados revelando essa influéncia. Em geral uma
boa correlacao entre, a estrutura-atividade e a poténcia de inibicao da osteoporose, foi
observada em vitro e em vivo. [14]

Os BPs podem ser classificados quanto a presenca de nitrogénio na sua estrutura em
nao-nitrogenados (Non-N-BPs) e nitrogenados (N-BPs). Dependendo do tipo de bifos-
fonato, o mecanismo de agao, representado simplificadamente na figura 6, sera diferente
para a inibicao da reabsor¢ao 6ssea em osteoclastos. O mecanismo de Non-N-BPs con-
siste na producao de metabodlitos que em excesso sao téxicos para os osteoclastos. Por
serem muito semelhantes aos pirofosfatos, eles sao tratados como analogos daqueles e sao
metabolicamente incorporados em anélogos nao hidrolisaveis de ATP. Os metabdlitos re-
sultantes contendo a porc¢ao P-C-P, no lugar dos grupos (3, v-fosfatos do ATP acumulam-se
no meio intracelular dos osteoclastos inibindo suas fun¢oes e consequentemente, causando
a morte da célula. [15]

Os N-BPs, por sua vez, interferem numa via metabolica especifica, o caminho biossin-

tético do mevalonato, também representado na figura 6, que leva a sintese de colesterol e
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outros esteroides, além da prenilacao de proteinas, processo importante para as fungoes e
sobrevivéncia dos osteoclastos. As enzimas neste caminho metabolizam lipideos isoprenoi-
des contendo pirofosfatos, que sao progressivamente condensados em cadeias mais longas.
Os N-BPs sao capazes de inibir varias enzimas participantes dessas reagoes, mas o maior
alvo para a antireabsor¢ao por N-BPs ¢é a Farnesil Pirofosfato Sintase (FPPS) [14]. Dessa
forma, o caminho sendo interrompido pela inibicao da FPPS, as proteinas nao passam

pelo processo de prenilagao e, consequentemente, ocorre apoptose dos osteoclastos.

Figura 6: Mecanismo de agao simplificado dos Non-N-BPs e N-BPs sobre a inibigao de
osteoclastos.
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Estudos experimentais, tém sido realizados visando o entendimento dos fatores que in-
fluenciam no poder de ac¢ao dos BPs. Dunford et al [16] analisaram a relagao da estrutura-
atividade de varios BPs (Clodronato, etidronato, alendronato, risedronato, pamidronato,

ibandronato, incadronato, zoledronato e minodronato) sobre a FPPS in vitro, chegando
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a seguinte ordem decrescente de atividade: Zoledronato, minodronato, risedronato, in-
cadronato, ibandronato, alendronato, pamidronato, etidronato e clodronato. Com esse
resultado verificou-se que pequenas mudancas na estrutura das cadeias laterais altera a
poténcia de antireabsorcao afetando a habilidade de inibir a FPPS.

Além de estudos experimentais, estudos computacionais também tém sido feitos com
os BPs. Nancollas et al. por exemplo realizou um estudo [13] comparando a afinidade
de ligacao de seis BPs sobre a HAP, obtendo a seguinte ordem decrescente de afinidade:
zoledronato, alendronato, ibandronato, risedronato, etidronato e clodronato. A ligacao
de BPs a parte mineral 6ssea é a base para a captacao seletiva desses compostos pelo
osso. O actimulo dessas drogas sobre o osso também pode influenciar o comportamento
do cristal de forma que contribua em sua acao farmacologica.

Esses estudos, experimentais e teéricos, sugerem uma relagdo com a geometria e a
forma em que ocorre a interagdo com a HAP. O alendronato, por exemplo, é usado em
doses clinicas similares ao risedronato, mesmo tendo uma poténcia de inibi¢ao in vitro
menor, porém, é compensado pela maior afinidade com a HAP. Outros fatores, tais como
potencial zeta e ligagoes de hidrogénio também se mostram determinantes no poder de
inibigao [17| como pode ser visto na Fig.7 na qual temos a influéncia da ligagdo N-H-O e
o angulo de 132° sob o qual ocorre a formagao da ligagao de hidrogénio.

Alguns estudos a nivel molecular j& foram feitos no intuito de entender as interagoes
dos N-BPs no sitio da enzima FPPS. Ohno et al. utilizou estruturas cristalograficas de
alguns BPs presentes num banco de dados de proteinas (PDB) para analisar os aminoa-
cidos formadores do sitio que estabelecem a maior interagdo com os BPs [18]

Além de estudos sobre a agao de BPS sobre os osteoclastos e adsor¢ao sobre a HAP,
os BPs também sao alvos de outras aplicagdes. A funcionalizacao de nanoparticulas de
ouro com alendronato foi analisada como agente de contrate em Raios-X [19] e cinco novos

complexos de metais com rizedronato apresentaram atividades antichagas [20].

Embora os BPs sejam agentes extremamente tteis para a redugao do risco de fratu-
ras, algumas preocupagoes surgem relacionadas ao seu uso a longo prazo. Osteonecrose
da mandibula, uma condicao dolorosa com o osso exposto na cavidade oral, tem recebido,
a maior atencao. O risco desta complicacao parece ser maior em pacientes com cancer
que recebem altas doses mensais de zoledronato ou pamidronato. Um tipo especifico
de fratura femoral (subtrocanteriana) tem sido relacionado ao uso de BPs [7].Portanto,
mesmo que ja tenham havido muitos avangos no conhecimento sobre a acao de BPs, ainda
tornam-se necessérios estudos de forma a entender a causa dos efeitos colaterais para que

estes possam ser suprimidos.
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Figura 7: (a) Ligacdo N-H-O favorece a afinidade sobre a HAP. (b) Angulo de 132°
favorece a formagao da ligagao de hidrogénio 9 (adaptada de [17]).

Fonte: adaptada de [17].

A finalidade desta dissertacao é estudar, usando a Teoria do Funcional da Densidade
(DFT) as propriedades estruturais e vibracionais da molécula de alendronato e as pro-
priedades estruturais, eletronicas e Opticas de trés sistemas cristalinos constituidos por
diferentes sais de alendronato: alendronato de soédio trihidratado (AST), alendronato de
sodio anidro (ASA) e alendronato de célcio anidro (ACA). A escolha do alendronato como
material de pesquisa deve-se ao fato deste bifosfonato ter um alto poder inibitério, alta
afinidade com a HAP e ser de baixo custo. A partir dos resultados obtidos é possivel
entendermos estruturalmente como as ligacoes de hidrogénio intramoleculares e intermo-
leculares influenciam nas conformagoes da molécula e das células unitarias dos cristais. E,
com as propriedades vibracionais, pode-se caracterizar o espectro experimental, podendo
ser utilizado em trabalhos futuros como auxilio a identificagdo de picos referentes a liga-
¢oes P-O de grupos fosfatos.

No capitulo 2, sao descritos detalhes computacionais e experimentais empregados na
obtengao dos resultados. Inicialmente os parametros tedricos sao descritos em detalhes
juntamente com os parametros experimentais das células unitérias dos trés cristais de
alendronato. Os dados cristalograficos obtidos por raio-X constituem a estrutura inicial
dos cristais empregados nas otimizacoes seguido do célculo das propriedades estruturais,

eletronicas e Opticas. Em seguida é feita a descricao dos pardmetros empregados para a
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molécula de alendronato, incluindo a anélise do estado de protonagao. O capitulo ¢ fina-
lizado com detalhes sobre as medidas experimentais de IR, RAMAN e absorgao 6ptica.

No terceiro capitulo os resultados obtidos para a molécula sao expostos e discutidos.
Os scans e otimizagoes foram feitas em fase gasosa e considerando a influéncia da agua
pelo modelo de solvatacao implicita (PCM). Foram selecionadas seis estruturas em véa-
cuo e duas em solugao aquosa, além de um terceiro modelo cuja construcao foi baseada
no ambiente quimico que o alendronato encontra-se no cristal de alendronato de sodio
trihidratado (CLA). Como resultado das otimizagoes a partir das estruturas provenientes
do scan, encontraram-se quatro conformagoes estaveis em vacuo, VAC1 a VAC4 e duas
em solucao aquosa, PCM1 e PCM2, além da terceira estrutura otimizada, CLA, todas
com energias relativas muito semelhantes. Discute-se também a interferéncia das ligacoes
de hidrogénio presentes nas conformacoes obtidas em vacuo por analise NBO, além da
influéncia do meio no estado de protonagao. As conformagdes em fase gasosa perdem seu
estado de protonagao, enquanto em solugao aquosa, esse estado é mantido. E por fim,
fez-se a atribuicao dos modos normais de vibragao para os espectros tedricos, além de um
estudo comparativo das propriedades espectroscopicas, IR e RAMAN, entre as conforma-
¢Oes mais estéveis obtidas em vacuo e em solugao aquosa, o CLA e os espectros obtidos
experimentalmente para o alendronato de soédio trihidratado.

No capitulo quatro sao apresentados resultados teéricos das propriedades estruturais,
eletronicas e opticas dos cristais Alendronato de Sédio Trihidratado, Alendronato de Sé-
dio Anidro e Alendronato de Célcio Anidro. As estruturas das células unitarias obtidas
via DFT com o funcional GGA+Ts sao apresentadas e comparadas com os valores ex-
perimentais. As cargas de Hirshfeld foram analisadas e verificou-se que o alendronato
nos trés cristais encontra-se no estado zwitterionic. A partir do calculo de estrutura de
banda, foi obtido um GAP com valores muito proximos para os trés cristais, porém, com
densidade de estados bem caracteristica para cada cristal. Sao apresentadas as massas
efetivas, funcao dielétrica e absor¢oes Opticas tedricas para todos os cristais.

O capitulo cinco encerra esta dissertacao apresentando as conclusoes relativas aos
resultados obtidos, além de perspectivas para o desenvolvimento de futuras pesquisas re-
lacionadas ao trabalho desenvolvido nesta dissertacgao.

O apéndice A, Tecido 6sseo: constituicao, estruturas e fungoes, fornece informagoes
sobre os principais componentes do tecido 6sseo, e como eles se estruturam e se organi-
zam de forma que o osso seja capaz de realizar suas fungoes no organismo. O apéndice
B, Bifosfonatos, consiste numa revisao sobre os BPs, principal classe de medicamentos no

tratamento para osteoporose. Aqui, o leitor podera encontrar detalhes sobre esse grupo
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de compostos, tais como:um pouco do histérico do desenvolvimento dos BPs, as propri-
edades quimicas, fatores importantes na quimissor¢ao sobre a HAP e o mecanismo de
agao de BPs nao nitrogenados e nitrogenados. O apéndice C, Fundamentos Teoricos,
traz uma breve abordagem dos métodos baseados em DFT. No apéndice D, esta o artigo
que sera submetido baseado no trabalho desta dissertagao. O apéndice E traz as tabelas

complementares com resultados adicionais aos apresentados nos capitulos da dissertagao.
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2 Meétodos e Simulacoes
Computacionais

O estudo de moléculas em fase gasosa e considerando a solvatacao implicita ¢ de grande
relevancia para a obtencao das propriedades estruturais, eletronicas e Opticas. Porém,
¢ de extrema importancia também considerar o estado de protonacao da molécula em
funcao do pH antes do calculo dessas propriedades. Os possiveis estados de protonagao
foram obtidos com o programa Marvin Sketch [21] e para as demais propriedades, as
técnicas computacionais adotadas foram baseadas na abordagem da Teoria do Funcional
da Densidade.

Para o estudo dos cristais de alendronato de so6dio trihidratado, alendronato de s6dio
anidro e alendronato de célcio anidro, foi utilizado como ponto de partida os resultados
obtidos a partir do método de difracao de raios-X [22-24| e foram realizados estudos
computacionais no cédigo CASTEP [25] considerando a aproximagao generalizada do

gradiente com corre¢ao da dispersao (GGA+Ts) [26].

2.1 Procedimentos para a molécula

2.1.1 Estados de protonacao

A molécula do acido alendrénico, C4,O;PyNH;3, possui vérios hidrogénios ionizaveis
e isso implica na formacao de varias estruturas moleculares com diferentes estados de
protonacao. Portanto, para podermos estudar as propriedades vibracionais e eletronicas
do alendronato, foi necessario fazer um estudo inicial dos possiveis estados de protonagao
em funcao do pH no qual se encontra o alendronato. Esse estudo foi feito por meio do
programa Marvin Sketch [21], que analisa os valores de pK, com base na féormula estrutu-

ral da molécula. A estrutura 2D do &cido alendronico foi usada como modelo inicial para
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o calculo dos valores de pK,, que representam as constantes de ionizacao no equilibrio
entre a forma protonada e desprotonada. O modo utilizado foi o macro, pois a molécula é
multiprotica, ou seja, possui varios hidrogénios ionizaveis. A variacao de pK, considerada
foi de -10 a 20 e a faixa de pH de 0 a 14 na temperatura de 298,15 K. Nao foi utilizado

nenhum dado experimental para o calculo e nao verificou-se a ocorréncia de tautdmeros.

O alendronato é um medicamento ministrado oralmente e, portanto, sofre a influéncia
de diferentes meios quanto ao pH, como por exemplo: o pH altamente 4cido do estomago
(em torno de 1,7) e o pH sanguineo (em torno de 7,3). Logo ¢ de extrema importancia
analisar os possiveis estados de protonagao do 4cido alendronico antes que os célculos via
DFT sejam realizados. Os estados de protonagao obtidos com o programa Marvin estao
representados na figura 8. Ao todo, foram encontrados nove estados possiveis. Porém,
apenas o estado 5 (Alend5) foi escolhido para uma analise de suas conformagoes bem
como a influéncia destas nos espectros teoricos. Essa escolha foi baseada nos seguintes
fatos: (a) o estado 5 abrange uma extensa faixa de pH (1,7 - 7,3), estando presente,
portanto, em maior porcentagem, no pH do estémago e no pH sanguineo, no pH 1,7 hé
61,4% do estado 5 que chega a 100% na faixa de 3,4 a 5,5 e reduz-se a 53,6% no pH 7,3;
e (b) o mesmo estado esta presente nos cristais de alendronato obtido experimentalmente
por dados de raio-X [22-24]. O estado 5 (estado zwitterionic) possui dois grupos fosfatos
carregado negativamente e um grupo amina protonado carregado positivamente oposto
aos grupos fosfatos.

Os valores de pK, em vermelho e representados na figura 8 expressam a constante de
ionizacao acida entre o acido neutro e sua base conjugada, os valores em azul, por sua
vez, expressam a constante de ionizacao acida entre a base neutra e seu acido conjugado.
Os dois menores valores de pK, correspondem as duas ioniza¢oes com maiores valores de
constante de ionizagao, ou seja, ha uma maior taxa de ionizagao envolvendo esses dois
hidrogénios. Enquanto o alto valor de pK, em azul indica um alto carater basico do
grupamento amino e portanto a protonacao desse grupo é favorecida. Logo, esses valores
de pK,, justificam o fato do estado 5 estar em maior porcentagem em uma maior faixa
de pH, uma vez que, os demais valores de pK, em vermelho sao bem maiores e os valores
em azul sao muito menores, tanto que, apenas o pK, azul da hidroxila ainda esta dentro

dos limites de pK, considerado (-10 a 20).
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Figura 8: (a) Curva da porcentagem versus pH para os nove estados de protonag¢ao com
os respectivos valores de pK,; (b) nove estados de protonagao para o acido alendrénico.
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2.1.2 Estudo dos conférmeros

Apoés a determinagao da estrutura do estado de protonagao de interesse (estado mais
provavel em pH 7,2), a etapa seguinte consistiu, utilizando o programa gaussian 09 [27],
na realizagdo do Scan (varredura) naquela estrutura. Nessa etapa foram determinados
dois diedros em torno dos grupos fosfatos, no qual ambos giram um em rela¢ao ao outro
em 9 angulos de 40 (graus) totalizando uma varredura de 360 °, gerando ao final oitenta e
uma conformagoes. O scan foi realizado empregando a Teoria do Funcional da Densidade
(DFT) |28], funcional m062x [29], o conjunto de base 6-311G e a adi¢do de uma funcao di-
fusa e as fungoes de polarizacao d e p [30]. As conformagdes cujas energias relativas foram
menores ou igual & trés foram usadas como geometrias iniciais na otimizagao, utilizando-
se do mesmo método, funcional e conjunto de base. Todos os procedimentos de scan e
otimizagoes foram feitos em fase gasosa e considerando o modelo continuo de polarizagao
(SCRF-PCM) [31], tendo como solvente a agua. Além das estruturas provenientes do
scan e otimizagoes, em vacuo e pcm, um terceiro modelo foi utilizado, apenas em pcm,
para o calculo do espectro tedrico. Este modelo foi baseado em dados cristalograficos do
alendronato de sodio trihidratado [22], ou seja, foram consideradas as condigoes do alen-
dronato no cristal, estado de protonagao com carga total -1, um fon sédio e trés moléculas
de aguas explicitas. Todas as estruturas foram desenhadas no programa gaussview 5.09,

visualizador do gaussian.

2.1.3 Calculo das propriedades vibracionais

O calculo dos modos vibracionais foi feito confirmando a otimizacao das estruturas
obtidas pela auséncia de frequéncias imaginarias. A interpretagdo dos espectros teori-
cos foi feita com o auxilio do programa VEDA4 [32]. Este programa faz uma anélise
da distribuicao de energia potencial, evitando erros resultantes de uma anéalise apenas
visual. A comparacao entre frequéncias teodricas e experimentais foi realizada por meio da

comparagao visual, na qual atribuimos aos modos experimentais provéaveis modos tedricos.

2.2 Procedimento para os cristais

Os célculos foram feitos usando o codigo CASTEP [25] para minimizar a energia total
da célula unitaria. Os parametros de rede e posi¢oes atomicas dos trés cristais de alen-

dronato, medidos experimentalmente [22-24], foram utilizados para preparar a estrutura
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inicial para os célculos. Os compostos obtidos experimentalmente foram encontrados na
forma zwitterionic, possuindo um grupo amina terminal protonado, portanto, carregado
positivamente e os grupos fosfatos, oposto & amina, carregado negativamente e intera-
gindo com o fon Na' e Ca?* [22-24]. O cristal AST e ASA foram encontrados como
sendo monoclinico, com grupo espacial P2;/n e o cristal ACA, também monoclinico, po-
rém com grupo espacial C2/c cujos parametros de rede estao representados na tabela 1.
Para fornecer uma melhor precisao dos dados experimentais, principalmente com relagao
as posi¢oes dos atomos de hidrogénio ¢ necessério realizar uma otimizacao da geometria
para avaliar tanto os parametros da célula unitaria como as coordenadas atdmicas.
Todas as otimizagoes foram realizadas em nivel DFT usando o parametro Perdew-
Burke-Ernzerhof (PBE) [33] para o Generalized Gradient Approzimation (GGA) com
uma corre¢ao de dispersao extra proposto por Tkatchenko e Scheffler [26]. O funcional
PBE leva a resultados préoximos aos obtidos usando o funcional Perdew-Wang, enquanto
a correcao de dispersao evita a necessidade de utilizar um método quantico de alto nivel
para descrever as interagoes de Van der Waals [34]. Forami adotados pseudopotenciais
para substituir os elétrons das camadas mais internas. Uma amostragem de 2 x 2 x 1
Monkhorst-Pack foi empregada para avaliar as integrais no espago reciproco. Tal grade
Monkhorst-Pack ¢ suficiente para fornecer uma boa estrutura eletrénica convergida.
Parametros de rede, angulos e posi¢oes atomicas foram otimizadas a um minimo glo-
bal de energia para a célula unitaria dos trés cristais de alendronato. Para a otimizagao da
geometria os seguintes critérios de convergéncia foram considerados ao longo de sucessivas
etapas auto-consistentes: variagao de energia total menor que 0,5 x 1075 eV /atomo, forca
méxima por atomo inferior a 0,01 eV/ A, pressdao menor que 0,02 GPa e o deslocamento
atomico maximo inferior a 0,5 x 1073 A. O algoritimo minimizador Broyden-Fletcher-
Goldfarb-Shanno (BFGS) foi empregado para executar a otimizacao da célula unitéria.
Para cada etapa do campo auto-consistente, os paradmetros de minimizacao eletronica
foram uma energia total/tolerancia de convergéncia atomica de 0,5 x 107%, uma auto-
energia eletronica de no maximo 0,3051 x 107% e uma janela de convergéncia de 3 ciclos.
Um conjunto de bases foi adotado para representar os orbitais Kohn-Sham, com energia
de corte escolhida apds estudos de convergéncia, para ser 830 eV no funcional GGA-+Ts.
Apos a otimizacao da geometria, a anélise populacional de Hirshfeld, a estrutura de
banda, densidade de estados total e parcial por grupo e fungao dielétrica foram analisadas
para os cristais otimizados em GGA-+Ts, bem como a absor¢ao 6ptica para uma amostra
policristalina. Devido as limita¢oes do codigo CASTEP, as propriedades 6pticas foram

calculadas usando somente pseudopotenciais norma-conservada com uma onda plana e
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energia de corte de 830 eV.

Tabela 1: Dados Cristalograficos dos cristais: alendronato de sodio trihidratado (AST),

alendronato de sodio anidro (ASA) e alendronato de calcio anidro (ACA)
Fonte: criada pelo autor.

Cristal AST ASA ACA
Simetria monoclinico monoclinico monoclinico

Grupo Espacial P2y /n P2y /n C2/c

a (A) 7,28 7,63 15,92

b (A) 9,00 9,15 12,40

¢ (A) 19,50 14,46 11,43

B(°) 100,61 112,6 123.5

Volume (A3) 1255,4 931,4 1883,6

2.3 Procedimento Experimental

A amostra de Alendronato de sddio trihidratado foi adquirida em p6 de Sigma-Aldrich.
Todas as medidas de absor¢ao foram realizadas com pastilha de KBr (100 mg), utilizando
um espectrofotémetro FTLA 2000 da marca Bomem. Os espectros foram coletados com
120 varreduras com uma resolucao de 2 em~'. O espectro FT RAMAN foi medido no
espectrometro RAMAN-IR VERTEX 70 (Bruker Optics), da marca Perkin Elmer, com
o modulo RAM II FT-RAMAN equipado com uma fonte de laser DPSS Nd:YAG (A =
1064 nm). A resolucio espectral foi de 4 cm™! e adquiridos com 512 varreduras em uma
poténcia do laser de 500 nW. Os espectros de absor¢cao no UV-VIS, na regiao de 200 a
800 nm, foram obtidos para as amostras utilizando um espectrofotéometro Hewltt-Packard

8453 Diode Array.
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3 Alendronato Molecular

3.1 Conformacoes do alendronato molecular

A realizagao do Scan consiste em gerar uma Superficie de Energia Potencial (SEP)
sendo esta, uma relagdo matematica entre a energia eletronica da molécula e sua geome-
tria. Portanto, induzindo modificacoes na geometria da molécula e calculando a energia
de cada geometria resultante gera-se um conjunto de varias conformagoes no qual pode-se
analisar a energia individual de cada conformagao. No caso do Alend5 (carga total -1), a
modifica¢ao induzida consistiu em dois dngulos diedros, a(C4-C5-P6-O11) e f(C4-C5-P7-
0O14), mostrados na figura 9, nos quais os grupos fosfatos giram um em rela¢ao ao outro
em 9 etapas de 40 graus, totalizando oitenta e uma estruturas que constituem a SEP em

ambos os meios, vacuo e "pcm".

A importancia em realizar o scan nesse trabalho deve-se, principalmente, & existéncia
de multiplas ligacoes de hidrogénio intramoleculares na molécula de alendronato. De
fato, uma estrutura inicial que ja possui ligacoes de hidrogénio formadas, pode nao se
modificar geometricamente, de modo a alcancar uma conformagao de energia menor,
pois, rapidamente, pode satisfazer os critérios de convergéncia estabelecidos. O scan
permite que ocorra a rotagao em torno de determinadas ligacoes e, desta forma, ligagoes de
hidrogénio sao rompidas e novas ligacoes de hidrogénio se formam numa nova conformagao,
mais estavel ou nao.

A partir das energias relativas das conformagoes que constituem a SEP obtida no
Vacuo, seis estruturas, representadas na figura 10 juntamente com suas respectivas energias
relativas, foram selecionadas para serem otimizadas. E importante observar que todas
essas estruturas perderam sua forma zwitterionic, pois um dos atomos de hidrogénio migra
para um dos atomos de oxigénio, estabelecendo uma ligacao quimica covalente e mantendo
a carga total igual a -1, no entanto, nao h& mais separagao de carga na molécula. Isso

ja € esperado, uma vez que, os calculos estdao sendo feitos em fase gas. Alguns estudos
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Figura 9: (a) Representacio planar do Alend5 e Angulos diedros o e 3; (b) Superficie de
Energia Potencial gerada em vécuo; (c) Superficie de Energia Potencial gerada em PCM,
considerando como solvente a agua.

Fonte: criada pelo autor.

realizados em aminoéacidos tentam encontrar o nimero minimo de moléculas de 4gua
que constituirao a primeira camada de solvatacao, de modo que o estado zwitterionic se
mantenha nos resultados das otimizagoes [35-37|. Porém, esse ndo ¢ o objetivo deste
trabalho e esse problema é resolvido quando a molécula de alendronato é colocada num

meio de solvatacao implicita.

Como resultado da otimizacao, foram obtidas quatro estruturas resultantes, VACI,
VAC2, VAC3 e VAC4 representadas na figura 11, uma vez que, a VAC64 e VAC65 con-
vergiram para a mesma estrutura, denominada agora de VACI1, assim como a VACI13 e

VAC14 convergiram para a VAC2. A conformagao VACT9 otimizada tornou-se VAC3 e



37

Figura 10: Estruturas resultantes do Scan, realizado em vacuo, selecionadas para serem
otimizadas. Suas energias relativas sao apresentadas em Kcal/mol.

VAC65

E,=1,40

VAC64

E,=2,26 E,=3,11

Fonte: criada pelo autor.

VAC5 converge para a conformagao agora nomeada VAC4. Todas as conformagdes pos-
suem cinco ligacoes de hidrogénio intramoleculares. Estas sao mostradas na figura 11
juntamente com os atomos que realizam essas ligacoes e as energias relativas de cada
conformacao. As quatro estruturas sao muito semelhantes em termos de energia. A mais
energética tem apenas uma diferenga de 0,004 Kcal/mol em relagdo a mais estavel. Uma
anélise quantitativa mais detalhada das ligacoes de hidrogénio foi feita por analise NBO
como pode ser observado na Tabela 2. As energias na tabela representam a estabilidade
das ligagoes de hidrogénio que se estabelecem na molécula. As energias mais altas ocorrem
nos conformeros VAC1 e VAC2, enquanto nos demais essas energia ¢ menor. Porém nos
nas conformagoes VAC3 e VAC4 as energias nao seguem a ordem de estabilidade, mos-
trando que outros fatores, como a disposicao da cadeia de carbonos, também influenciam

a estabilidade dos conformeros.

No modelo de solvatagao implicita, apenas duas estruturas das oitenta e uma resul-
tantes do scan, foram selecionadas para otimizacao. Essas estruturas, PCM79 e PCM14,
estao representadas na Figura 12. Apoés a otimizagao foram obtidas duas estruturas com
energias muito proximas, uma delas 0,003 Kcal/mol menos estavel. As estruturas se apro-

ximam consideravelmente das conformagoes obtidas em vacuo. A PCMI1, conformacao
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Figura 11: Estruturas do alendronato otimizadas no vacuo com suas respectivas energias
relativas (em Kcal/mol). Em destaque os atomos que realizam ligagao de hidrogénio e o
comprimento de cada ligacao.

0,002 kcal/mol

Fonte: criada pelo autor.

mais estavel proveniente da PCM79, apresenta cinco ligagoes de hidrogénio intramole-
culares, enquanto a PCM2, conformagao menos estavel resultante da PCM14, apresenta
quatro ligacoes. O estado zwitterionico se mantém em ambas as estruturas. As ligagoes

de hidrogénio com seus respectivos comprimentos sao mostrados na figura 13.
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Tabela 2: Energias de estabilizacao das ligacoes de hidrogénio na molécula de alendronato
obtidas por NBO.

Conférmeros | Ligagio de H. | Comprimento(A) | Energia(Kcal /mol)
H15—N1 1,58 55,94
H25 012 1,50 50,47
VAC1 H17—014 1,85 8,37
H24 09 1,97 6,22
H26—O08 2,23 0,62
H16 NI 1,54 67.51
H17— 09 1,80 10,05
VAC2 H26—011 1,59 31,44
H24 014 2,95 1,91
H25 08 2,14 1,05
H26—011 1,56 39,81
H16 N1 1,78 26,83
VAC3 H24—010 2,27 1,70
H17— 013 2,30 1,38
H25—014 2,03 3,69
H16—N1 1,60 55,27
H26 O11 1,70 15,31
VAC4 H17—O011 1,89 3,68
H25 08 1,99 2,77
H24—014 2,07 1,03

Fonte: criada pelo autor.

3.2 Espectros IR e RAMAN dos sistemas moleculares

O modelo baseado nos dados cristalograficos do cristal de alendronato de sédio trihi-
dratado foi otimizado e sua conformacao resultante, CLA, esta representada na figura 14.
Todas as ligagoes de hidrogénio existentes na estrutura sao intermoleculares. A cadeia de
carbono se mantém mais aberta, colocando o nitrogénio, ao contrario das conformacoes

anteriores, mais distante aos grupos fosfatos. O estado zwitterionico também se mantém
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Figura 12: Estruturas resultantes do Scan, realizado em PCM, selecionadas para serem
otimizadas.

PCM79 PCM14

0,00 kcal/mol 2,78 kcal/mol

Fonte: criada pelo autor.

Figura 13: Estruturas otimizadas em PCM com suas energias relativas em Kcal/mol.

Fonte: criada pelo autor.

apos a otimizagao.

Recentemente, revisoes sobre assinalamentos em espectros infravermelho IR e Raman
da qualidade do osso foram publicados [38]. Ha um consenso de que a andlise espectrosco-

pica IR e RAMAN é uma ferramenta poderosa em determinar as propriedades materiais
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Figura 14: Estrutura baseada nos dados cristalograficos do cristal de alendronato de s6dio

trihidratado.
H35
031 ‘1 70 |
034
H33J 1.844 w180 CLA
.

|
1.63m H24

012

Fonte: criada pelo autor.

importantes que contribuem para a for¢a do osso e, portanto, ¢ tutil para um melhor
entendimento das mudancas na fragilidade do osso. O IR de ossos possui bandas de gru-
pamentos fosfatos pertencentes & hidroxiapatita na faixa de frequéncia 960-1143 cm ™1,
sendo bem caracteristico um pico largo em torno de 1056 cm™t. O espectro RAMAN, por
sua vez, possui picos equivalentes em 450, 580 e 950 cm 1.

Como uma maior contribui¢ao para a analise de bandas pertencentes a grupos fosfatos
em paciente tratados com alendronato, algumas atribui¢oes dos modos vibracionais, prin-
cipalmente aquelas pertencentes a grupos fosfatos, foram realizadas por meio de espectros
tedricos e experimentais. O espectros experimentais, IR e RAMAN, foram medidos a
partir do cristal de alendronato de s6dio trihidratado, enquanto os teoéricos foram calcula-
dos a partir das estruturas otimizadas, em fase gasosa e em solugao aquosa (PCM), mais
estéaveis. Portanto, foram obtidas, para comparacao com os dados experimentais, trés
estruturas, citadas a seguir: VAC, correspondente a conformagao mais estavel no vacuo,
PCM, a estrutura de menor energia considerando o meio por solvatacao implicita, e CLA,
modelo otimizado baseado no cristal.

Uma vez que, as medidas experimentais tenham sido feitas em cristal e os céalculos

1

considerando apenas a molécula, em vacuo e pcm, a regiao abaixo de 400 cm™ e acima

de 1400 em~! nao foi considerada, pois essas regices sofrem fortes influéncias de forcas
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intermoleculares presentes no cristal. No apéndice E encontram-se a atribuicao teérica
completa das trés estruturas selecionadas.

A maioria dos modos vibracionais na faixa de 400-1400 cm™! esta relacionado ao
grupamento fosfato, como mostrado na figura 15 (ha também varios picos de absorgao
relacionados a grupos fosfatos de pequena intensidade abaixo de 400 cm™' ndo apresen-
tados aqui). Os modos sao representados por letras gregas como segue: d(scissoring),
v(stretching), 7(torsao), p(rocking), ¢(out), v(wagging) e 1 (twist). Outros modos na
faixa de 400 a 1400 cm™! (veja no apéndice E a tabela 3 para mais detalhes) ndao sao

relacionados a grupos fosfatos e sao apenas visiveis nas medidas experimentais.

Figura 15: Espectros IR teéricos calculados em DFT da molécula de alendronato em

vacuo e em PCM (solvente dgua). 0, v, 7, p, ¢, v e ¥ s@o os modos scissoring, stretching,
torsao, rocking, out, wagging e twist, respectivamente.

VAC |

T
V18 (s0PO, 5CCO)
V27 (s0OPO)
V39 (VPO, sHOP)
V40 (sHOP)
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Fonte: criada pelo autor.

Uma comparagao entre o espectro teérico infravermelho de uma tnica molécula de
alendronato em vacuo e o espectro tedrico da mesma molécula solvatada em agua, usando

o modelo de polarizagao continua, para o mesmo modo normal de vibragao revela varias
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diferencas. Por exemplo, os modos V18-V27 na faixa 420-622 cm™!, que podem ser ca-
racterizados por oscilacoes scissors e torgoes HOCP parecem estar compreendidos entre
os modos P19-P25 entre 425 e 542 cm~'. Ha dois modos, P27 e P28 (em 679 e 757 cm™*,
respectivamente, atribuidos a tor¢goes HOPC envolvendo o atomos de fosforo P6 e PT7)
que sao ausentes no espectro VAC. O modo V30 em 841 cm ™! esta deslocado para o P30

em 818 cm~!.

Os modos V33 e V34 em 928 e 967 cm ™! envolvem, respectivamente, o
stretching simétrico e assimétrico do grupo O10-P6-O11 e parece estar relacionado com
o modo P32 em 848 cm ™!, que, entretanto, esta atribuido a um stretching assimétrico de
C5-P6-010. O modo V35 em 1014 cm~! é menos intenso do que o modo P38 em 1057
cm™!, e ele pode ser descrito como produzido pelo stretching de O10-P6-O11, enquanto o
segundo origina-se principalmente do stretching simétrico de O12-P7-O14. Os dois picos
de absor¢ao no infravermelho mais intensos para o sistema alendronato em PCM ocorre
para o P42 e P45, modos normais em 1154 e 1204 cm ™!, sendo assinalado para stretching
PO (e também stretchings CC ao longo da cadeia de carbono da molécula de alendronato

1

para P42), enquanto para o vacuo o pico mais intenso ¢ o V46 em 1238 cm™', envolvendo

o stretching da ligacao covalente P6-09. O modo V51 em 1360 cm~! pode ser relacio-

! e é devido principalmente ao movimento de

nado ao modo normal P48 em 1275 cm™
scissoring de H25-O10-P6. A solvatagao em pcm desloca os modos IR dos grupos fosfatos
para numero de onda menores comprimindo os picos de absor¢ao e, por conseguinte, a

producao de bandas de absor¢cao mais amplas.

Uma comparacao direta de resultados tedricos com dados experimentais para o alen-
dronato de sodio trihidratado pode ser feita por meios dos célculos para o sistema mo-
lecular constituido por uma molécula de alendronato, trés moléculas de dgua e um ion
sodio com posigoes similares as do cristal (CLA) e também considerando o modelo pem.
A figura 16 e Tabela 3 mostram a comparagao entre os modos tedricos e experimentais.
Alguns modos normais do CLA também sao detalhados esquematicamente na figura 16.
Inicialmente pode ser feita uma breve comparacao mostrando as similaridades e diferencas
entre o modelo pcm e o sistema CLA. Pode-se observar, por exemplo, que o modo P45
em 1204 cm™! ¢ deslocado para um niimero de onda maior em 1251 cm™! (modo C68),
enquanto entre os nimero de onda para os modos P27 e P28 observa-se a vibracao C46
com uma contribui¢ao proveniente de um modo normal wagging de moléculas de 4gua. Os
modos P30 e C49, por outro lado, assinalados para o stretching de ligacoes PO, diferem

1

de apenas 12 em™ (0 modo C49 tem namero de onda maior). Os modos C52, C53 e

C54 possuem alta intensidade no modelo CLA, enquanto, no modelo pcm, a intensidade
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Tabela 3: Assinalamentos dos modos IR e RAMAN mais importantes dos modos do

espectro do cristal AST medido. Nimero de onda w estd cm™".

1

N werA Wexp Assinalamento

C33 397.014 404 609P6010, 6012P7014

C34  420.33 425 pH32031H33, pH35034H36

C36 445.513 449 ON1C2C3, §09P6010, 6O12P7013

C37  475.08 467 609P6011, 6013P7014

C38 479.404 475 ~v0O9P6010, 6012P7014

C39 494.454 491 ¢oP609010C5, ¢pP708012C5

C40 516.356 529 ¢oP6011010C5, ¢P708014C5

C41  526.06 539 ¢oP7013012014, §010P6011

C42 568.697 548 609P6011, 6013P7014

C43  623.495 577 TH2408C5C4, vH35034H36

C44  629.126 631 TH25010P6C5, vH29028H30

C45 675.176 661 vP6C5H

C46 714.97 - TH26013P7012, vH32031H33

C48 780.779 747 ~vH29028H30, TH25010P6C5

C49 830 - vP6010, vP7013

Ch2 889.061 829 TH26013P7012, vH35034H36

Ch4  926.626 867 6012H33031, §H33012P7

Ch5  948.84 - vsN1C2C3

C56  960.56 - vN1C2, v,C3C4C5H

Ch57 1012.61 919 v,C2C3C4, vC4ChH

C58 1030.98 926 v,C4C508, vN1C2

Ch9 10719 951 rs09P6011, vC4C3

C61  1092.8 969 vs012P7014, vP6011

C62 1133.52 - r,C4C508

C63 1164.75 1015 vP6C5, vC2C3, §C3C4C5H

C64 1174.26 1031  0H26013P7, v,012P7014

Co64 117426 1049 6H26013P7, v,012P7014

Co65 117898 1067 v, O9P6010, 6H25010P6

C66 1192.33 1131  vP609, vP7012, vC508,
dH25010P6, dH26013P7

Ce7 1250.71 1177 v,012P7014, 6H26013P7

Co67 1250.71 1184 v,012P7014, 6H26013P7

C67 1250.71 1200 v,012P7014, 6H26013P7

Cc68 1270.25 1235  p,09P6011, dH25010P6

C69 128541 1265 7C2C3C4C5, pC2H,, pC3Hs, pC4Ho

C70 1312.63 1289 7C2C3C4C5, vC2Hs, vC3Hs, vC4Ho

C71  1346.8 1311  pC2H,, ¥»C3H,, ¥ C4H,

Cr2 1371.17 1339 71C2C3C4C5, ¢wC2H,, ywC3H,, ¥ C4H,

Cr3 1398.96 1363 v,C3C4C5, yC2H,, vC3Hy, vC4Ho

Fonte: criada pelo autor.
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Figura 16: Espectros IR medido do cristal alendroanto de sédio trihidratado (EXP);
espectro IR calculado em DFT da molécula de alendronato interagindo com trés moléculas
de agua e um fon sodio (CLA). 6, v, 7, p, ¢, v e 1 sdo os modos scissoring, stretching,
torsao, rocking, out, wagging e twist, respectivamente.
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Fonte: criada pelo autor.

dos modos correspondentes sao muito baixas. O primeiro origina-se de um movimento
de wagging de moléculas de dgua com os atomos de oxigénio O31 e O34. Modos normais
de moléculas de dgua explicita também contribuem para o modo C34 (420 cm™!, movi-
mento de rocking), C43 (623 cm ™!, wagging), C44 (629 cm™!, twisting), e C48 (781 cm™?,
wagging). Como o modelo tedrico nao reproduz exatamente a estrutura do cristal, nos
nao poderiamos sempre corresponder em um para um os modos calculados com os modos
experimentais, como pode ser visto para os picos C64 e C67 na tabela 3, correspondendo
aos nimero de onda experimentais 1031, 1049, 1177, 1184 e 1200 cm ™.

As bandas de absor¢ao mais fortes no espectro experimental aparece em 1015, 1049

e 1067 cm™!, que pode ser aproximadamente atribuido, respectivamente, ao modos C63,
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C64 e C65 no espectro IR do CLA, nos quais estao envolvidos stretching CC, PC e PO.

1

Os modos experimentais 919 e 926 cm™" sao atribuidos aos modos C57 e C58, respecti-

vamente, e correspondem a mudancgas no comprimento das ligagoes CC e CN. O modo

1 e consiste

normal C59, por outro lado, é relacionado com o modo experimental 951 cm™
principalmente em um stretching simétrico das ligagoes O9-P6-O11 e C3-C4. Finalmente,
os modos experimentais em 1131, 1177, 1184 e 1235 cm~! podem estar relacionados as

vibragoes C66, C67 e C68 no CLA, envolvendo stretching PO e scissoring HOP. Os modos
C67 e C68 sao mostrados na figura 17 para os ntimeros de onda 1250,71 e 1270,25 cm ™!,

O modo experimental com menor comprimento de onda, em 425 cm™!, esta relacio-

L'em CLA, e envolve o rocking de duas moléculas de

nado ao modo normal 420,33 cm™
agua, como mostrado na figura 17. Os modos em 449, 467 e 475 cm~!, por outro lado,
estao relacionados a C36, C37 e C38 envolvendo scissoring e movimentos out de grupos

1

fosfatos. Os modos de absorgao experimental entre 529 e 661 cm™ sao assinalados entre

os modos normais C40 e C45 (516 a 675 cm ™ em CLA). Os modos C39, C40, C41, C42
e C45 envolve movimentos em grupos fosfatos, enquanto C43 tem contribui¢des de uma
molécula de 4dgua e a torcao de H24-O8-C5-C4. O pico experimental em 661 cm™! é cor-
relacionado com o pico C45, enquanto o modo normal C46 nao produz uma intensidade
significante no espectro.

Na figura 18, sao apresentados os espectros tedricos Raman para os sistemas VAC e
PCM, enquanto a figura 19 contém o espectro Rama do CLA e experimental e a figura 20
mostra alguns modos normais envolvidos em alguns modos de intensidade Raman rele-
vantes. Novamente, pode-se fazer algumas comparagoes entre os espectros tedricos (VAC
e PCM). A estrutura do alendronato em vacuo tem um conjunto de vinte picos notéveis,
com o mais intenso sendo a vibracao V39 em 1079 cm™!, que é melhor caracterizado
como um stretching de O12-P7-O14 e um movimento de scissors de H26-O13-P7. Outros
modos Raman sao V32 e V30, em 912 e 841 cm™!, respectivamente, ambos atribuidos a
stretching de ligacoes PO. Para o modo V27 em 622 cm ™! ha uma combinacio de scissors
O-P7-O e em 1278 cm ™! ha a oscilagdo V47 com um stretching assimétrico das ligacoes
012-P7-0O14 e P6-09. Se compararmos esses modos com aqueles para o modelo PCM
( que tem treze modos notaveis , como indicado na figura 17), observamos, em PCM,
um modo muito intenso, P37, em 1048 cm™!, que envolve stretching das ligagoes P-O e
C-C, relacionados ao pico V35 em 1006 cm ™. O modo P26 em 636 cm™!, por outro lado,
ocorre aproximadamente no mesmo nimero de onda do modo V27 (622 cm™!), mas com
um assinalamento distinto: enquanto V27 é composto por movimento de scissors do P7

do grupo fosfato, P26 ¢ uma superposicao de stretchings das ligacoes P-C e C-C.
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Figura 17: Deslocamentos atémicos na molécula de alendronato associados aos modos IR
420,33, 475,08, 780,78, 1174,26, 1250,71 e 1270,25 cm ™.
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Fonte: criada pelo autor.

No espectro Raman experimental representado na figura 19 foram identificados vinte
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Figura 18: Espectro Raman tedricos calculados em DFT da molécula de alendronato em
vacuo e em PCM (solvente agua). 0, v, T, p, ¢, v e 1 sdo os modos scissoring, stretching,
torsao, rocking, out, wagging e twist, respectivamente.
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e sete picos relevantes entre 400 e 1400 cm ™!, enquanto no espectro teérico do CLA foram

identificados trinta e dois picos com intensidades relevantes. Os modos experimentais em
1049, 1015, 661, 919 e 969 cm~! correspondem & C64, C63, C45, C57 e C61, respectiva-

mente. Os dois modos em 1311 e 1339 cm ™! sao atribuidos a C71 e C72, respectivamente,

o primeiro envolve movimentos scissors e twisting de grupos CHs e o segundo vibragoes

twisting CHy e torgao C2C3C4C5.

Em 1015 e 1031 cm~! foram obtidos modos experimentais atribuidos a C63 e C64, o

primeiro envolve stretching de ligagoes C-C e N-C, e o segundo scissoring HOP e stretching

assimétrico OPO. C36, C37, C39 e C40 estao relacionados a vibragoes scissors e fora do
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Figura 19: Espectros Raman medido do cristal alendroanto de sodio trihidratado (EXP);
espectro Raman calculado em DFT da molécula de alendronato interagindo com trés
moléculas de dgua e um ion sodio (CLA). 4, v, T, p, ¢, v e ¥ sdo os modos scissoring,
stretching, torsao, rocking, out, wagging e twist, respectivamente.
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Fonte: criada pelo autor.

plano de grupos fosfatos, e corresponde aos modos experimentais em 449, 467, 491 e 529

ecm ™!, na respectiva ordem. Em 661 cm™!

no espectro experimental, tem-se um pico de
alta intensidade designado para C45 e envolve o stretching da ligagao P6-C5, que nao é
destacado no espectro IR. Este resultado pode ser comparado com as medidas Raman de
Becerril et al. [39] que estudou a adsorc¢ao de fibronectina sobre a HAP funcionalizada
com alendronato. Neste estudo, uma banda de stretching P-C foi encontrada em 659

cm™ !, enquanto stretchings P-O foram encontrados em 968 e nos resultados obtidos nesse

trabalho héa um modo normal em 969 cm™!

envolvendo stretchings em grupos fosfatos.
Em contraste, os picos menores em 829 e 867 cm™'no espectro experimental Raman estao

associados as vibragoes C52 e C54 de CLA, respectivamente. O primeiro envolve a torgao
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Figura 20: Deslocamentos atémicos na molécula de alendronato associados aos modos
Raman 675,18, 1092,80, 1346,80, and 1371,17 cm cm L.

675.18 cm-1 @ 1092.80 cm-1

Fonte: criada pelo autor.

HOPO e wagging da agua, enquanto o segundo consiste em scissorings OHO e HOP.
Em 1150, 1177 e 1184 cm™!, vibragoes de stretchings assimétricos O-P-O e scissorings de
grupos H-O-P dominam os modos normais C66 e C67. Finalmente, pequenos picos em
577 e 747 cm~! podem ser assinalados a C43 e C48, com o modo com menor niimero de

onda correspondendo a torcao HOCC e wagging da agua.
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4 Os trés cristais do Alendronato

Apos estudarmos as propriedades do alendronato molecular, apresentadas no capitulo
3, voltamos a atencao ao estudo das propriedades estruturais, eletronicas e 6pticas dos
cristais: alendronato de sodio trihidratado (AST), alendronato de sodio anidro (ASA) e
alendronato de calcio anidro (ACA). O objetivo deste capitulo ¢é verificar a influéncia da

hidratacao e dos fon Na® e Ca?t nas propriedades desses cristais.

4.1 As estruturas cristalinas convergidas

O fon alendronato presente nos trés cristais, representados nas figuras 21, 22 e 23,
encontra-se no estado zwitterionico, com o grupo amina terminal protonado em um lado da
cadeia e os grupos fosfatos carregados negativamente interagindo com os fon Na® e Ca?",
nos respectivos cristais. Nas figuras 21, 22 e 23 também estao representadas as ligagoes de
hidrogénio responséaveis por estabilizar os cristais, juntamente com interagoes de Van Der
Walls e interagoes elétricas dipolo. Essas interacoes sao importantes e se manifestam nas

propriedades estruturais, eletronicas e 6pticas dos cristais. Os parametros otimizados das

Tabela 4: Parametros de rede (em A), volume da célula unitaria (em ), angulo 3 (em
graus) e desvios em relac¢do aos valores experimentais das células unitarias otimizadas dos

cristais AST, ASA e ACA calculados em GGA-+Ts.

Param. ASTr ASTg AAST ASAr ASAg AASA ACAr ACAg AACA

a (A) 7235 7275 004 7956 7,630 0,326 16,149 15924 0,225
b (A4) 9,113 9,002 0,111 8969 9,146  -0,177 12,564 12,404 0,160
¢ (A) 19,713 19,503 0,210 14,362 14,457 -0,095 11,549 11.438 0,111
V (A3) 127362 125540 18,22 964,60 931,40 3320 194518 188359 61,59
B (°) 101,5  100,6 0,9 1098  112,6 2.8 1239 1235 0,4

Fonte: criada pelo autor.
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células unitérias dos cristais AST, ASA e ACA estao representados na tabela 4. Os valores

experimentais dos parametros das células unitarias foram obtidos na literatura [22-24].

Os célculos com o funcional GGA+Ts forneceram valores otimizados quase sempre
maiores que os valores experimentais, como pode ser observado pelas variagoes entre os
valores tedricos e medidas experimentais representados na tabela 4. Isso ocorre porque
o funcional utilizado representa bem a forga das interagoes atomicas. O cristal AST
possui um tnico parametro otimizado menor que o experimental, porém com valor muito
proximo (Aa de -0,04 A) e o ASA possui trés valores menores que o experimental, b (Ab
= -0,177 A; Ac = -0,095 Ae A 5 = -28 °). De maneira geral, dentre os trés cristais, o
AST apresentou as menores variagdes para os parametros de rede a e b (-0,04 e 9,113
A, respectivamente ) tendo a maior variagdo no parametro ¢ (0,210 A) Comparando o
ASA e ACA, o segundo apresentou as menores variagoes em a e b (0,225 e 0,160 A) e
uma maior variacio em ¢ (0,115A). O cristal com menor variacio no volume foi o AST
(18,2 A3), seguido de ASA (33,2 A3) e ACA (61,59 A?), enquanto em relacio ao angulo, a
menor variacao foi o ACA (0,4 °), em seguida o AST (0,9°) e 0 ACA com a maior variagdo

em modulo (2,8°).

4.2 As propriedades eletrénicas

4.2.1 Analise Populacional de Hirshfeld

Na tabela 5 estao representadas as cargas elétricas calculadas, dos cristais AST, ASA
e ACA por atomos e por grupos, pelo método da anéalise populacional de Hirshfeld. Para a
anélise populacional apresentadas aqui, o foco baseou-se nas cargas encontradas utilizando
o codigo CASTEP.

Nos trés cristais, os atomos mais negativos sao os atomos de oxigénio com cargas
variando de -0,37 a -0,19¢ (e é carga fundamental usada como unidade de carga), isso
deve-se ao fato de o atomo de oxigénio ser o mais eletronegativo da molécula e também esta
ligado diretamente a atomos de baixa eletronegatividade (fosforo, carbono e hidrogénio).
Os atomos de fosforo sao os mais positivos com cargas 0,43 e 0,44e, uma vez que, estao
ligados diretamente a atomos de oxigénio. O nitrogénio, levemente negativo, tem carga
variando de -0,05 a -0,03e. Os atomos de carbono sao também levemente negativos com
cargas entre -0,01 e 0,00e. Os atomos de hidrogénio ligados ao nitrogénio e aos atomos
de oxigénio possuem carga positiva com valores bem proximos variando de 0,10 a 0,14e,

enquanto os atomos de hidrogénio ligados aos atomos de carbono possuem uma carga
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Figura 21: (a)molécula de AST presente no cristal.(b)Estrutura da célula unitaria do
cristal AST. (c) colunas de agua e fons Sodio presentes o cristal AST.

Fonte: criada pelo autor.



54

Figura 22: (a)molécula de ASA presente no cristal.(b)Estrutura da célula unitaria do
cristal ASA. (c) colunas de dgua e ions Sédio presentes o cristal ASA.

Fonte: criada pelo autor.
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(a)molécula de ACA presente no cristal.(b)Estrutura da célula unitaria do

cristal ACA. (c) colunas de dgua e fons Sodio presentes o cristal ACA.

Figura 23:

Fonte: criada pelo autor.
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Tabela 5: Cargas atomicas de Hirshfeld por 4tomos e por grupos nos cristais AST, ASA
e ACA, calculados no funcional GGA-+Ts

Atomo AST ASA ACA | Atomo AST ASA ACA
M 0,04 0,05 -0,03 | Hxn 0,03 003 0,03
Cs 0,00 001 0,00 | Haso 0,04 003 0,04
Cs 0,07 -0,07 -0,07 | Hos 0,03 004 0,03
Cy 0,08 -0,08 -008 | Ho 0,10 0,111 0,11
Cs 0,02 -0,01 -001 | Hos 0,10 0,112 0,11
P 043 043 0,44 | Hae 0,12 0,11 0,11
P; 044 044 043 | Naor 030 035 -
Os 020 -020 -0,19 | Casr - - 0,37
Oy 0,30 -037 -0,32 | Oos 024 - -
O1o 023 022 -022 | Ha 0,10 - -
On 027 032 -029 | Hs 012 - -
O12 0,30 -029 -028 || Os 022 - -
013 021 -021 -022 | Has 013 - -
O14 0,30 -029 -031 | Hss 011 - -
His 0,12 0,13 0,13 || Os4 024 - -
Hig 0,12 011 0,12 | Hss 0,10 - -
Hir 0,12 011 0,14 | Hse 011 - -
His 0,04 005 005 || POsH(1) -027 -0,36 -0,28
Hig 0,05 005 0,04 || POsH(2) -025 -0,26 -027
Hog 0,03 003 004 | NH; 0,40 030 0,36

Fonte: criada pelo autor.

menos positiva, variando de 0,03 a 0,05. O fon sédio, presente no cristal AST e ASA
possuem carga 0,30 e 0,35e respectivamente, enquanto o fon calcio 0,37e.

Analisando as cargas nos grupos fosfatos (PO3H) e amina protonada (N Hj3) nos
cristais AST, ASA e ACA verifica-se que os fosfatos possuem carga negativa (-0,36 a -
0,25¢) e a amina protonada possui carga positiva (0,36 a 0,40e). Isso mostra o estado
zwitterionic do alendronato nos trés cristais, ou seja, pela anélise populacional de Hirshfeld

verifica-se que hé separacao de carga na molécula alendronato.

4.2.2 Estrutura de banda e densidade de estados

A estrutura de banda eletronica de Kohn-Sham fornece uma auto-energia eletronica
E como uma funcao do conjunto de ntimeros quanticos que formam os componentes de
um vetor onda K na primeira Zona de Brillouin (ZB). Para os cristais monoclinicos AST,
ASA e ACA, os caminhos na ZB usados para os calculos DFT sao formados por linhas
retas conectando um conjunto de pontos de alta simetria. Para a estrutura monoclinica
dos cristais AST e ASA os seguintes pontos de alta simetria foram escolhidos: Z (0,0,1/2)
r (0,0,0), Y (0,1/2,0), A (-1/2,1/2,0), B (-1/2,0,0), C (0,1/2,1/2), D (-1/2,0,1/2), E (-



Figura 24: Estrutura de Banda calculada em GGA+Ts do cristal AST.
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Figura 25: Estrutura de Banda calculada em GGA+Ts do cristal ASA.
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Figura 26: Estrutura de Banda calculada em GGA+Ts do cristal ACA.
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1/2,1/2,1/2). E para o ACA os seguintes pontos de alta simetria foram escolhidos: Z
(07'1/271/2)7 Y (0707())7 A (_I/QaOaO)a M (_1/27_1/271/2)7 L (_1/27071/2)7 N (0’071/2)

Nas Figuras 24, 25 e 26 tem-se a estrutura de banda otimizada em GGA-+Ts dos
cristais AST, ASA e ACA respectivamente. Os valores de energia foram calibrados para
garantir que a energia mais alta para um elétron de valéncia é exatamente 0 eV. Nas
Figuras 24, 25 e 26 também estao representados os valores dos GAPs de energia para
cada cristal. Todos os GAPs sa@o diretos no ponto I'; onde ha o ponto minimo da banda
de condugao e o ponto maximo da banda de valéncia. As estruturas de bandas obtidas
possuem formas muito semelhantes, sendo a banda de condugao mais curva em AST,
além dos valores de GAP direto muito proximos, cujos valores para o AST, ASA e ACA
sao, respectivamente 5,099, 5,174 e 5,115 eV. Comparando os cristais AST e ASA pode-se
verificar a influéncia da dgua no GAP de energia. O cristal hidratado possui um GAP
menor (5,099 ¢V) enquanto o cristal anidro de mesmo fon tem um GAP maior (5,174
eV). Comparando os GAPs do cristais anidros com fons diferentes, Na™ e Ca?", pode-

se verificar a influéncia dos fons. O ASA possui um GAP menor de energia (5,174 eV)
comparado ao GAP do ACA (5,115 eV).

A banda de valéncia de ambos os cristais recebem contribuigbes muito semelhantes a
partir dos grupos constituintes do cristal como pode ser visto na figura 27, que representa
a densidade de estados por grupos. A densidade de estados representa a contribuicao
de orbitais s e p nas bandas de energias, indicando o grupo que mais contribui para a
existéncia daquela banda. Entre os cristais AST e ASA a maior diferenga se dar entre na
contribuicao da banda de conducao. No primeiro, a dgua contribui de maneira equiva-
lente ao fon sd6dio com orbitais s, e no segundo a contribuigao do fon s6dio torna-se muito
superior & contribui¢do no primeiro. Comparando o ASA e ACA, a banda de valéncia
do ASA tem uma contribuigao maior se originando dos orbitais p dos grupos fosfatos e
da cadeia carbonica, enquanto a banda de conducao tem uma pequena participacao do
fon célcio, sendo sua constituicao originada de maneira equivalente dos grupos fosfatos,
amina protonada e a cadeia carboénica, ao contrario do cristal ASA, no qual o fon sodio é

o principal constituinte.



Figura 27: Densidade de estados em GGA+Ts dos cristais AST, ASA e ACA.
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4.2.3 Massas efetivas

Uma forma de analisar a mobilidade de carga ¢ através do célculo de massa efetiva.
Isto envolve um procedimento no qual calcula-se a curvatura da banda em pontos de
interesse na ZB pela elaboracao de curva correspondente a uma equagao quadratica so-
breposta a curvatura da banda. Foram analisados caminhos nos cristais apenas em torno
do ponto de alta simetria I', pois o GAP direto de energia se da nesse ponto. As figuras
28, 29 e 30 representam os valores das massas efetivas calculadas para os caminhos: A —
'l - B, D - T el — E para os cristais AST e ASA e os caminhos Z — I', ' — A,
M — I'eI' — L para o cristal ACA.

Para o cristal AST, a massa efetiva de buraco varia de 4,934 (I' — B) a 6,934 (I' —
E), em ASA varia de 8,387 (I' — B) a 11,080 (A — I') e para o cristal ACA varia de
4,220 (Z — T') a 98,720 (I' — A), enquanto a massa efetiva do elétron para o AST, ASA
e ACA varia, respectivamente, de 1,081 (I' — B) a 1,517 (D — T'), de 2,403 (I' — E) a
5,241 (I' — B), e de 0,557 (Z — T') a 4,674 (I' — A).

Figura 28: Massas efetivas calculadas em torno do ponto de alta simetria I' para o cristal

AST.

.m,=1.350 [| m,=1.081 mg = 1.517

«m, = 6.492

A rr BD rr E

Fonte: criada pelo autor.

O cristal AST possui massa efetiva de elétron muito baixa indicando uma boa condu-
¢ao eletronica, principalmente, no caminho I' — B, menor massa efetiva. No cristal ASA

a condugao é favorecida no caminho I' — E, enquanto no cristal ACA, o caminho Z — T’
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Figura 29: Massas efetivas calculadas em torno do ponto de alta simetria I' para o cristal

ASA.

me = 2.570 me = 5.241 me = 3.243 me = 2.403

m,,= 11.080

m,= 10.804

A rr BD Ir E

Fonte: criada pelo autor.

é o mais favorecido para a conducao.

Figura 30: Massas efetivas calculadas em torno do ponto de alta simetria I' para o cristal

ACA.

m, = 0.557 m, = 4.674 m, = 1.692
o o | \
my,= 4.220 my, = 98.720 m,= 12.827

Z rr

Fonte: criada pelo autor.
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4.3 As propriedades Opticas

As propriedades 6pticas dos cristais AST, ASA e ACA sao analisadas, nesse traba-
lho, por meio da absorgao 6ptica e das fungoes dielétricas (parte real e imaginéaria) em
cada cristal. A funcao dielétrica do material mostra o comportamento isolante e condutor
desse material quando submetido a um campo elétrico polarizado, e a absorcao 6ptica

relaciona-se com o GAP de energia das estruturas de bandas calculadas.

4.3.1 Funcao dielétrica

A fungao dielétrica dos cristais AST, ASA e ACA sao representados nas figuras 31,
32 e 33, respectivamente, considerando diferentes planos de polarizacao para a radiagao
incidente. A direcao de polarizagao u é definida em relagao aos vetores principais que
definem a célula unitaria. Assim, u = 100 significa que o campo elétrico incidente sobre
a amostra do cristal vibra ao longo do eixo a e u = 010 e u = 001 representam os eixos b
e ¢, respectivamente. Uma amostra policristalina (poli) pode ser simulada fazendo uma
média isotropica da propriedade 6ptica ao longo de todas as direcoes.

A funcao dielétrica dos cristais AST e ASA apresenta uma notavel anisotropia, en-
quanto o ACA apresenta um alto grau de isotropia quando se observa o comportamento
sob diferentes polarizagoes da radiacao incidente. A amplitude da variacao, tanto da parte
real como da parte imaginaria da fungao dielétrica, em ambos os cristais sao muito pro-
ximos. Os valores méaximos da parte real da fungao dielétrica para a polarizacao 100, nos
cristais AST, ASA e ACA ocorre, respectivamente, nas regides que variam de 7,10 a 10,01
eV, 5,28 a 8,02 ¢V, e 5,30 a 7,96 e¢V. Para a direcao 010 as regioes variam de 5,86 a 8,56
eV, 6,00 a 8,59 eV e 5,30 a 7,96 eV para os cristais AST, ASA e ACA, respectivamente.
E na diregao 001 tem-se 5,90 - 8,01 (AST), 5,28 - 8,48 (ASA) e 5,85 - 7,90 (ACA). Os
valores maximos da parte imaginaria no plano 100, nos cristais AST, ASA e ACA ocorre,
respectivamente, nas regioes que variam de 7,10 a 10,01 eV, 7,10 a 11,91 ¢V ¢ 6,81 a 11,64
eV. Em 010 essas regioes sao 7,81-10,04 eV, 6,61 - 12,57 eV e 6,81 - 11,64 eV e para a
regiao 001, 7,84 - 11,16 eV, 6,86 - 13,07 eV e 7,07 - 11,91 €V nos cristais AST, ASA e

ACA, respectivamente.

No cristal AST ha dois planos adicionais referentes ao plano da coluna de dgua (101)
e o planos das ligagoes de hidrogénio (102), ambos apresentam comportamento isotrépico

com os valores maximos da amplitude da parte real variando de 6,15 a 7,93 €V e a parte
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Figura 31: Partes real(preto) e imaginéria(vermelho) da fungao dielétrica do cristal AST.
Diferentes planos de polarizagao para a radiac¢ao incidente sao indicados no canto superior
direito de cada grafico. O caso de radiacao incidente sobre uma amostra policristalina

também ¢ indicado (POLI).
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Figura 32: Partes real(preto) e imaginaria(vermelho) da funcao dielétrica do cristal ASA.
Diferentes planos de polarizagao para a radiac¢ao incidente sao indicados no canto superior

direito de cada grafico. O caso de radiacao incidente sobre uma amostra policristalina
também ¢ indicado (POLI).
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Fonte: criada pelo autor.

Figura 33: Partes real(preto) e imaginaria(vermelho) da fungao dielétrica do cristal ACA.
Diferentes planos de polarizagao para a radiagao incidente sao indicados no canto superior
direito de cada grafico. O caso de radiacao incidente sobre uma amostra policristalina
também ¢ indicado (POLI).
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67

imaginaria variando de 7,84 a 11,16 eV. Nos trés cristais observa-se a diminuicao da funcao

dielétrica com o aumento da energia do campo elétrico.

4.3.2 Absorcio Optica

A absorg¢ao optica é ultima propriedade analisada nesta secao. Na figura 34 estao re-
presentadas as absor¢oes Opticas calculadas em GGA+Ts dos cristais AST, ASA e ACA.
Observando a figura 34 verifica-se uma diferenca marcante na absorcao entre 25 e 30 eV. O
cristal AST néao possui pico de absorgao nessa regiao, o cristal ASA por sua vez, apresenta
um pico de baixa intensidade enquanto o cristal ACA apresenta um pico muito intenso
nessa regiao. Logo, verifica-se uma importante influéncia do fon Ca*?2, principalmente,

nessa regiao.

Figura 34: Absorcoes tedricas em GGA+Ts para os cristais AST, ASA e ACA.
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Fonte: criada pelo autor.
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5 conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho investigamos primeiramente as propriedades estruturais e vibracionais
da molécula de alendronato em fase gasosa e considerando o modelo continuo de solvatacao
(PCM), além de um terceiro modelo, denominado CLA, que simula o ambiente quimico
no cristal de alendronato de sédio trihidratado. Foram obtidas quatro conformacgoes em
vacuo, com energias muito proximas, e duas em pcm, com energias bem distantes, além
de CLA. A conformagao mais estavel em vacuo e pcm, juntamente com CLA tiveram seus
espectros tedricos IR e RAMAN calculados e discutidos. Uma comparagao dos espectros
IR e Raman dos sistemas VAC e PCM revelaram que no regidao acima de 1000 cm™! os
modos normais de PCM sao deslocados para nimeros de onda menores, enquanto entre
600 e 800 cm ™! a geometria VAC nao exibe um conjunto de picos relacionados & torcao
vibracional presente nos dados em PCM. Quando moléculas de dgua explicitas e sddio
foram levados em consideracao, o espectro IR e Raman tornam-se mais estruturados e
pode ser comparado com as medidas experimentais. Usando a curva de absorcao IR do
CLA, as assinaturas de grupos fosfatos puderam ser identificadas nas principais bandas
experimentais: em 1015 (stretching PC), 1049 (scissoring HOP e stretching OPO), e 1067
cm ™! (stretching OPO), como também 1131, 1177 e 1235 cm™" (stretching OPO). En-
tretanto um conjunto de bandas importantes em torno de 920 cm~! pode ser atribuido
a vibragoes envolvendo ligagoes CC. Importantes bandas de absor¢ao também ocorrem

! com fortes contribuicdes de movimentos scissoring OPO e vi-

proximo a 460 e 560 cm™
bragoes das moléculas de dgua. Em comparagao com os dados no espectro IR, o espectro
Raman esperimental e CLA sao menos estruturados, com o modo mais intenso em 1049
cm™! (scissoring HOP e stretching OPO) e um modo intenso em 661 cm™! (stretching
PC). Outra importante banda que parece ser ausente ou muito fraca no espectro IR ocorre
em 449 (scissoring NCC, scissoring OPO), 969 (stretching OPO), 1311 (rocking e twis-
ting CHy), e 1339 em™! (tor¢ao CCCC, twisting CHy). Esses resultados podem fornecer

referéncias uteis para interpretar o espectro vibracional de alendronato quando ligado a
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hidroxiapatita e outros sistemas, fornecendo sua caracterizacao fisica.

Foram realizados célculos via DFT para a obtencao das geometrias otimizadas e pro-
priedades optoeletronicas dos cristais AST, ASA e ACA. O funcional GGA+Ts foi em-
pregado na otimizacao das células unitérias dos cristais mostrando uma boa aproximacao
com os valores experimentais obtidos por cristalografia de raio-X. A analise populacional
de Hirshfeld mostrou a presenca de cargas negativas nos grupos fosfatos e a presenca de
carga positiva na amina protonada, caracterizando o estado zwitterionic. As estruturas
de banda de Kohn-Sham mostraram apenas GAP direto nos cristais AST, ASA e ACA
cujos valores sao 5,099, 5,174 e 5,115 eV, respectivamente. Em seguida para investigar as
propriedades de transporte de carga foi calculada a massa efetiva de elétrons e buracos,
onde verificou-se que o cristal AST possui massa efetiva de elétron muito baixa indicando
uma boa conducao eletrénica, principalmente, no caminho I' — B, menor massa efetiva,
no cristal ASA a conducao é favorecida no caminho I' — E, no cristal ACA, o caminho
Z — T é o mais favorecido para a conducao. A fungao dielétrica foi calculada revelando
um comportamento anisotropico para os cristais AST e ASA, e um comportamento iso-
tropico para o ACA quando se observa o comportamento sob diferentes polarizacoes da
radiagao incidente. E por ultimo as absorcoes 6pticas dos trés cristais foram calculadas
e verificou-se uma forte influéncia do fon Ca™? na regiao entre 25 e 30 eV, na qual surge

um pico de absorgao de alta intensidade no cristal ACA.

Como perspectiva para a continuacao desse trabalho planeja-se: analisar o assinala-
mento de grupos fosfatos de outros BPs para verificar a influéncia das cadeias laterais
R1 e R2 nos modos normais de vibracao, uma vez que, o alendronato nao ¢ o tnico BP
utilizado no tratamento de osteoporose; investigar o mecanismo de agao do alendronato
na inibi¢ao da enzima chave no caminho do mevalonato, a FPPS, pois o entendimento de
quais grupos de aminoacidos que se ligam mais fortemente ao alendronato, pode fornecer
importantes referéncias para o desenvolvimento de outros BPs; obter medidas experimen-
tais de absor¢ao para os cristais AST, ASA e ACA para confirmar a influéncia da agua e
dos fons Nat e Ca™ nos espectros de absorcao 6ptica, de forma que os resultados teodri-
cos obtidos nesse trabalho sejam validados; Estudar por dindmica molecular a interagao
do alendronato com nanotubos de carbono, pois experimentalmente ja verificou-se que
o poder de inibicao é aumentado em funcao dessa interacao, assim, torna-se necessario
entender de que forma nanotubos de carbonos influenciam no aumento da poténcia de

inibicao desses farmacos para, em seguida, avaliar seu uso na entrega controlada de drogas.
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APENDICE A - Tecido dsseo:constituicio,

estrutura e funcoes

Os ossos constituem os elementos estruturais primarios do corpo, protegendo 6rgao
vitais e fornecendo uma estrutura rigida para locomocao. O estudo microscopico do tecido
6sseo distingue a substancia 6ssea compacta e a substancia 6ssea esponjosa. Embora
os elementos constituintes sejam os mesmos nos dois tipos de substancia ossea, [5] eles
dispoem-se diferentemente conforme o tipo considerado e o seu aspecto macroscopico
também difere. Na substancia dssea esponjosa, as laminulas ¢sseas, mais irregulares em
forma e tamanho, se arranjam de forma a deixar entre si, espagos ou lacunas que se
comunicam umas com as outras e que, a semelhanca do canal medular, contém medula.

Os ossos sao classificados quanto a sua forma basicamente em quatro tipos, como

representado na figura 35 e descritos a seguir:

e 0ssos longos: quando seu comprimento sobressai sua altura e largura. Por exemplo:

fémur, tibia, fibula, radio, ulna e falanges.

e 0ssos curtos: sao osso cujas dimensoes se equivalem e possuem como funcao priméria
fornecer sustento e estabilidade em pequenos movimentos. Exemplo: ossos do carpo

(mao) e ossos do tarso (pé)
e 0ssos planos: sao ossos de superficie plana tais como: a escapulas, frontal e parietais.

e 0ssos irregulares: sao 0ssos que nao possui uma forma geométrica definida, como

por exemplo as vértebras.

Os ossos sao alavancas e, portanto, devem ser rigidos, ou seja, eles devem resistir a
deformagao. Os impactos do dia a dia (tais como a for¢a de reagao gerada na caminhada
ou uma forga de impacto devido uma queda), porém, fornecem energia ao osso. Uma vez
que, a energia nao pode ser destruida e sim armazenada ou dissipada, o osso também deve
ser flexivel de modo a absorver a energia mudando de forma, encurtando-se e dilatando-se

sob tensao sem quebrar, além de ter que ser leve para permitir a mobilidade [2].
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Figura 35: Tipos de ossos quanto a sua forma.

Osso longo

Ossos curtos a.”'? yf

o

:'J

Osso irregular

Fonte: criada pelo autor.

As propriedades eléasticas do osso permitem-no absorver energia por deformagao re-
versivel [40], entretanto, se a carga imposta exceder a habilidade do osso em deforma-se
elasticamente, ocorrerd uma deformagao irreversivel, denominada de pléstica. Esta se ca-
racteriza por uma mudanca permanente na forma do osso com aciimulo de microfraturas
que permitem a liberacao de energia. Esses microdanos é uma defesa contra uma fratura
completa, porém, comprometem a forga do osso quando acumuladas [2].

Para estruturas como os ossos da coluna vertebral, que devem ter maior flexibilidade
do que ossos longos, [41] a natureza fornece a vantagem de espagos vazios para alcangar
um diferente tipo de resisténcia, a maior habilidade de deformagao sem ruptura. A habi-
lidade para suportar cargas grandes é sacrificada em favor de uma maior habilidade para
deformagao, ou seja, cargas maximas suportadas sao menores do que em ossos tubulares,
mas a habilidade de absorver energia pela mudanga no comprimento sem quebrar é maior.

No entendimento das fungoes 6sseas e do comportamento rigido e ao mesmo tempo
flexivel do osso, é importante conhecermos sua composigao e estrutura. Sao os materiais
constituintes do osso, como colageno, a matriz 0ssea, osteoclastos, osteoblastos e ostedci-
tos e a forma como eles se organizam, os responséveis pelas fun¢oes desempenhadas pelos

ossos [42].

A.1 Estrutura e composicido do Tecido Osseo

O tecido 6sseo é um dos mais resistentes e rigidos do corpo humano. E um tipo es-
pecializado de tecido conjuntivo formado por células e material intercelular calcificado,

a matriz 6ssea, tornando o tecido 6sseo mais rigido e mais flexivel que a cartilagem. As
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células presentes no tecido 6sseo sao: os ostedcitos, que se situam em cavidades ou la-
cunas no interior da matriz; os osteoblastos, produtores da parte organica da matriz; os
osteoclastos, células gigantes, méveis e multinucleadas, que reabsorvem o tecido 6sseo,

participando dos processos de remodelacao dos 0ssos.

Figura 36: Estrutura do osso com suas principais regioes e organizacao.
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Fonte: http://dcl51.4shared.com/doc/ZaymMgbO/preview.html.

Como nao existe difusao de substancias através da matriz 6ssea calcificada do osso,
a nutricao dos osteodcitos depende de canaliculos que existem na matriz. O tecido 6sseo
¢é altamente vascularizado, ele é extensamente penetrado por capilares sanguineos, que
se tornam incorporados durante seu desenvolvimento como esté representado na figura
36, que mostra os canais vasculares que nutrem as células 6sseas. Isso possibilita a pas-
sagem de nutrientes e permitem a comunicacao dos ostedcitos com seus vizinhos, com
a superficie externa e interna do osso e com os canais vasculares da matriz. Todos os
0ssos sao revestidos em suas superficies externas e internas por membranas conjuntivas

que possuem células osteogénicas, o peridsteo e o endodsteo, respectivamente.

A.1.1 Matriz Sssea

A Matriz 6ssea ¢ constituida por uma parte inorganica, que representa cerca de 50%

do peso da matriz dssea e uma parte organica. Os ions, presentes na parte inorganica, sao
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principalmente o fosfato e calcio, mas também ha bicarbonato, magnésio, potassio, sdédio
e citrato. O célcio e o fosforo formam cristais que estudos de difracao de raio X mostraram
ter a estrutura da HAP, com a seguinte composicao: Cayo(PO,)s(OH)s. Esses cristais
se arranjam ao longo das fibrilas coldgenas e sao envolvidos por substancia fundamental
amorfa. Os ions da superficie do cristal de HAP sao hidratados, existindo, portanto, uma
camada de agua e fons em volta do cristal, a capa de hidratacao, cuja fungao é facilitar a
troca de fons entre o cristal e o liquido intersticial.

A parte organica é formada por fibras coldgenas constituidas por coldgeno do tipo I
e por pequenas quantidades de substancia fundamental amorfa que contém agregados de
proteoglicanas e glicoproteinas. A associagao de HAP com fibras colagenas é responsavel

pela dureza e resisténcia caracteristica do tecido 6sseo.

A.1.2 Células presentes nos ossos

A figura 37 mostra os principais tipos celulares presentes nos ossos. As células que
sintetizam e secretam os constituintes organicos da matriz 6ssea sao chamadas de osteo-
blastos. Cada uma delas apresenta projecoes citoplasmaticas que tocam os osteoblastos
vizinhos. Ao secretar a matriz extracelular ao seu redor, os osteoblastos vao ficando con-
finados as pequenas cameras que eles mesmos produziram, das quais partem canais que
contém as projecoes citoplasmaticas. Quando a célula 6ssea amadurece, seus prolonga-
mentos citoplasmaticos se retraem, de maneira que ela passa a ocupar apenas a lacuna
central, sendo entao denominada osteocitos.

Os ostedcitos é o tipo de célula mais abundante no osso. Ha aproximadamente dez
vezes mais ostedcitos do que osteoblastos no osso humano adulto, e o ntimero de oste-
oclastos sao apenas uma fragao da quantidade de osteoblastos. Os ostedcitos possuem
uma localizagao muito particular no osso, ao invés de estar sobre a superficie, encontra-se
regularmente espagados por toda a matriz mineralizada. Porém, eles devem manter con-
tato com outras células e com a superficie 0ssea para ter acesso a oxigénio e nutrientes.
Para esse fim, os ostedcitos maduros possuem forma de estrela e ocupam lacunas dos
quais partem projegoes citoplasmaticas em todas as diregoes. Essas projegoes avancam
via pequenos canais, canaliculos, e colocam em contato ostedcitos vizinhos. A morfologia
de estrela e a necessidade de estabilizar essa rede celular sao caracteristicas intrinsecas
dos osteocitos [43].

A apoptose dos ostedcitos, provavelmente, é um dos primeiros eventos de sinalizagao
necessarios a remodelacao 6ssea. In vivo, a apoptose ocorre dentro de trés dias de imo-

bilizagao e é seguido dentro de duas semanas por osteoclastogénese. Ou seja, de alguma
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forma ha uma sinalizacao resultante da morte dos ostedcitos que desencadeia o processo

de remodelagem, porém esse sinal permanece desconhecido [2].

Fonte:http://rededetecidos.blogspot.com.br/2013/04 /tecido-osseo.

Além dos osteoblastos e dos ostedcitos, o tecido 6sseo possui outras células impor-
tantes, os osteoclastos, originados da fusao de células mononucleares denominadas de
pré-osteoclastos. Os osteoclastos sdo, portanto, células gigantes e multinucleadas (podem
ter de 6 a 50 nucleos) que se movem nas superficies Osseas e destroem areas lesadas ou
envelhecidas do osso, abrindo caminho para sua regeneracao pelos osteoblastos. As célu-
las pré-osteoclasticas apresentaram menor atividade de reabsorcao do que os osteoclastos.
Logo, os osteoclastos sao células multinucleadas diferenciadas especializadas na reabsor-
¢ao oOssea [3]. Alguns osteoclastos se acomodam em recessos, conhecidos como lacunas de

Howship ou lacunas de reabsorcao, que eles erodiram na matriz como mostrado na figura
37.

A.2 Processo de modelagem e remodelagem do tecido
Osseo

A modelagem (construgao) 6ssea é o processo pelo qual o osso é formado por osteoblas-
tos sem reabsorgao 6ssea anterior. Este processo é vigoroso durante a fase de crescimento
do individuo e produz mudangas na forma e tamanho do osso. Na remodelagem (recons-
trugao) Ossea, por sua vez, o 0sso ¢ primeiro reabsorvido por osteoclastos e entdo formado

na mesma localizagao por osteoblastos e ocorre por toda a vida. Essas células formam
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a unidade basica metabdlica que reconstréi o osso em localizagoes distintas sobre os trés
componentes de seu envelope interno (enddsteo) e externo (peridsteo). O osso desenvolve
pequenos danos durante o dia a dia, mas o mecanismo de reconstrugao ¢ capaz de detecta-
los, removendo a parte danificada por "ossos novos".

A modelagem e remodelagem 6ssea fornecem forga para o suporte de cargas e leveza
para a mobilidade por meio de duas formas: (i)por estrategicamente depositar massa 6s-
sea em localizagoes onde é necessario modificar o tamanho e a forma do osso, e (ii) por
remover massa 0ssea de onde nao é necessario o acimulo da mesma. A enorme capacidade
desta maquinaria celular em modificar a estrutura durante o crescimento é observada nas
diferengas morfologicas entre o brago de um jogador de ténis e um individuo que nao joga
ténis. A modelagem e remodelagem modificam o tamanho, forma e distribuicao de massa
6ssea do imero do braco do jogador sem mudar sua massa. Entretanto, esta habilidade é
limitada devido & mudancgas na remodelagem relacionada com o avango da idade.

O papel da modelagem e remodelagem 6ssea no crescimento consiste em otimizar a
resisténcia e minimizar a massa, de modo a produzir um osso forte, porém leve o suficiente
para possibilitar a movimentacao. Isso pode ser alcancado gracas & mudancas na forma
do osso que gera uma modificagao na distribuigao espacial de sua massa. Acredita-se que
variagoes nos ossos de diferentes individuos esteja relacionado, além de fatores externos
como a préatica de esportes, a fatores genéticos, que influenciam, principalmente, até a
puberdade, onde a taxa de crescimento é maior.

Na idade adulta, o papel da modelagem e remodelagem 6ssea consiste na manutengao
da forga do osso pela remocgao de massa Ossea defeituosa. A reabsorc¢ao éssea nao é ma
para o 0sso ao menos que ele torne-se excessivo e nao direcional. Este processo depende
da producao normal, trabalho e tempo de vida de osteoclastos e osteoblastos, as duas
principais células participantes da reconstrugao dssea.

A remodelagem 0Ossea ocorre a partir da agao sincronizada de um grupo funcional de
células nomeado de Unidade Multicelular Bésica (UMB). O UMB, representado na figura
38, consiste nos osteoclastos, reabsorvendo o osso, osteoblastos, formando osso, os osteoci-
tos dentro da matriz 6ssea, as células 6sseas de revestimentos, cobrindo a superficie 6ssea,
e os vasos sanguineos fornecendo nutrientes e oxigénio as células. O ciclo de remodelagem
inicia-se com a fase de iniciagao que inclui o recrutamento de osteoclastos precursores, sua
diferenciacao em osteoclastos maduros bem como a ativagao e manutengao da reabsorgao
6ssea. Um periodo inverso entao permite que a formacgao de osso osteocléstico seja inibida
e os osteoclastos sofrem apoptose enquanto os osteoblastos sao recrutados e comegam a

diferencia-se. A fase reversa é a transigao entre a atividade dos osteoclastos e a atividade
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dos osteoblastos. Este estagio final, a fase de terminacgao, é mais longa, pois a formacao
do osso é mais lenta do que a reabsor¢ao. Todo o processo dura cerca de duzentos dias,
sendo cento e cinquenta, apenas para a formagao Gssea.

A osteoclastogénese requer fatores que regulam a diferenciacao, fusao e ativacao de
osteoclastos precursores na formagao dos osteoclastos maduros. Dentre tais fatores, os
principais sdo: o fator de estimulag@o-colonia de macrofagos (M-CSF) e o RANKL. O
primeiro é responsavel pelo amadurecimento de macréfagos em osteoclastos e o segundo,

pela ativagao dos osteoclastos na reabsorcao 6ssea.

Figura 38: Umdade Multicelular Béasica (UMB) da remodelagem ¢ssea.
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Fonte: Adaptada de [41].

A.3 Disfuncoes 6sseas

Desordens 6sseas podem ocorrer devido a uma grande variedade de razoes. Enquanto
alguns podem nascer com doencgas 6sseas, como resultado de genes defeituosos ou erros
inatos do metabolismo, algumas pessoas podem desenvolver doencas 6sseas degenerativas.
Dentre as doencas do tecido 6sseo, as mais comuns sao: Osteoporose, Doenca de Paget e

Raquitismo.
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A.3.1 Osteoporose

A osteoporose é caracterizada pelo enfraquecimento do osso, devido a perda de den-
sidade mineral 6ssea, aumentando o risco de fraturas em um individuo portador desta
disfuncao. A osteoporose ocorre principalmente em homens e mulheres idosas, pois a me-
dida que o individuo envelhece a mineralizagao dos ossos nao ocorre da maneira correta,
uma vez que, a taxa de reabsorcao torna-se maior que a taxa de formacao Ossea, o que
origina espagos ocos no interior dos ossos, tornando-os frageis e quebradigos [44,45]. Nao
muito comum, a osteoporose pode ocorrer em homens e mulheres de qualquer idade e
raca que apresentam os fatores de riscos tais como: dieta pobre em calcio e vitamina D,
cigarros, alcoolismo, sedentarismo, dentre outros. A forma mais comum da doenca é a
osteoporose pos menopausa, que ocorre em mulheres apds a menopausa devido a reducao

do hormoénio estrogeno.

Figura 39: Comparagao entre o osso normal e o osso com osteoporose
Osso Osso com

normal osteoporose

Fonte: http://www.sambemat.com.br /news/osteoporose/.

No Brasil dez milhoes de pessoas, aproximadamente uma em cada dezessete, sofrem
da doenga. E um em cada trés pacientes com fraturas no quadril sao diagnosticadas como
portadora de osteoporose, além disso, desses pacientes portadores, somente uma em cada
cinco pessoas recebe qualquer tipo de tratamento. As mulheres tem 50% de chance de
sofrer uma fratura relacionada & osteoporose apds os cinquenta anos de idade, e o risco
de uma segunda fratura aumenta substancialmente apos a primeira ocorréncia.

A osteoporose é considerada uma doenca silenciosa porque geralmente ela é assin-

tomatica até ocorrer uma fratura e forem feitos testes de diagnostico. A medida mais
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comumente usada para diagnosticar osteoporose e predizer riscos de fraturas ¢ a densi-
dade mineral 6ssea (BMD). Diferentes técnicas tem sido desenvolvidas para permitir o
acesso do BMD em multiplas partes do esqueleto. A Organizacao Mundial da Satde sele-
cionou medidas de BMD como critérios para o diagnostico de osteoporose. Alguns testes
em 0ssos fornecem como resultados um score-T e um score-Z, que sao apresentados como
um desvio padrao a partir de um banco de dados populacional. O score-T compara o
BMD de pacientes com o BMD de pessoas jovens saudaveis de mesmo sexo, enquanto o
score-Z inclui idade e etnia [45].

A osteoporose é uma doenga que pode ser evitada e hd numerosas terapias de preven-
¢ao e tratamento que vao desde mudangas no estilo de vida, passando pelo consumo de
vitaminas e sais minerais até o uso de medicamentos. Modificagoes no estilo de vida sao
intervengoes mais faceis e podem ser seguramente recomendada & maioria dos pacientes.
Essas modificagoes consistem em reduzir os fatores de risco e pode ser iniciado com o
aumento da ingestao de vitamina D e célcio, a realizacao de exercicios fisicos, parar de
fumar e reduzir o consumo de alcool.

Em que concerne ao tratamento, o uso de medicamentos ¢ indicado juntamente com
as recomendagoes ja citadas na prevengao, pois os fatores de risco ainda existem e po-
dem agravar o estado da doenca se nao evitados. Dentre alguns medicamentos utilizados

tem-se [7]:

e Bifosfonatos: os medicamentos nessa classe atuam inibindo a atividade dos oste-
oclastos e reduzindo a taxa de reabsorcao Ossea. Sao os medicamentos mais co-
mumente utilizados na prevencao e tratamento da osteoporose, e sao considerados
a primeira linha de terapia para o tratamento de mulheres p6s menopausa. Ha
varios tipos de bifosfonatos disponiveis, tais como: O alendronato e risedronato,
que podem ser ministrados diariamente, semanalmente ou mensalmente, sozinhos
ou juntos com vitamina D; O ibandronato, ministrado diariamente ou mensalmente,
ou ainda em injecoes trimestrais; e o zoledronato ministrado apenas uma vez ao ano.
Mais detalhes sobre as propriedades estruturais e quimicas dos bifosfonatos além do

mecanismo de agao sobre os osteoclastos podem ser vistos no apéndice B.

e Estrogeno (Terapia hormonal): Por um longo tempo, a terapia com reposi¢ao de
estrogeno foi o tratamento padrao para mulheres pés menopausa. Ha efeitos positi-
vos na saide do osso, porém, ha muitos efeitos colaterais como por exemplo infarto
do miocéardio e trombose. Atualmente, existem opgoes de tratamento com menos

riscos e por isso, os riscos e beneficios devem ser considerados antes do inicio do
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tratamento. A Organizacao Mundial da Satude sugere que a terapia a base de estro-
geno seja reservada para pacientes incapazes de submeter-se a outras terapias sem

estrogeno.

e Calcitonin: E um horménio polipeptideo sintético criado a partir da calcitonina de
salmao, que é mais potente do que a calcitonina humana. A calcitonin deve ser
reservada para pacientes que nao podem submeter-se ao tratamento com estrégeno
e mulheres com pelo menos cinco anos de menopausa. FEla pode ser ministrada
na forma de spray nasal e inje¢oes intramuscular ou subcutanea. Desde que ha a

possibilidade de reagao alérgica, testes de dosagem devem ser necessério.

A.3.2 Doenca de Paget

A doenca de Paget é uma desordem de natureza local devido ao crescimento anormal
de osteoclastos mediadores da reabsorcao 6ssea. Ela raramente se apresenta antes dos 35
anos e ¢ prevalente em 2% a 5% da populacao acima de 50 anos, tornando a desordem
esquelética mais comum depois da osteoporose [46]. Os principais sintomas, quando pre-
sentes, sao dores Osseas e deformidades. Esses ossos deformados ou anormal pode colidir
com os nervos e causar dor. Coluna vertebral, cranio, ossos da coxa, clavicula, amero e

os ossos da regiao pélvica sao comumente afetados por esta condigao [47,48|.

A.3.3 Raquitismo

O raquitismo é uma doencga 6ssea metabolica classica causada pela deficiéncia de fos-
foro ou vitamina D, mas também pode ter ter natureza genética, que afeta principalmente
criangas [49]. Ela se caracteriza por comprometer as fungoes de suporte mecénico e reserva
mineral do esqueleto. Amolecimento dos ossos é o sintoma caracteristico desta doenga e,
portanto, os individuos afetados tornam-se suscetiveis a fraturas. Ossos podem entortar

ou quebrar facilmente. Dor nos misculos e ossos também podem ser experimentados. [50].
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APENDICE B - Bifosfonatos

Em 1960, Fleisch e colaboradores encontraram que a urina e o plasma contém subs-
tancias que podem inibir a precipitacao do fosfato de calcio e que parte desta atividade
¢ devido a pirofosfatos (PPi) inorgéanicos [12,51]. Estes possuem uma alta afinidade com
cristais de célcio, prejudicam sua formagao e precipitacao in vitro, e inibem a calcificagao
in vivo, mas quando dado oralmente é rapidamente metabolizado pelo organismo. Uma
pesquisa para analogos dos pirofosfatos inorgénicos que mostrariam as mesmas atividades
fisicoquimicas, mas resistiriam & hidroélise levou a identificacao dos BPs. Nos BPs, cuja
formula geral esta representada na Fig.40, o &tomo de oxigénio que liga os dois d&tomos de
fosforos em pirofosfatos é substituido pelo carbono, o que confere resisténcia a degradagao

biologica.

Figura 40: Estruturas quimicas do pirofosfato (& esquerda) e bifosfonato (a direita).
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Fonte: Criada pelo autor.

Como resultado eles nao sao convertidos em metaboélitos no organismo e sao excre-
tados inalterados [13]. Entretanto, além de inibir o crescimento e dissolugao de cristais
de célcio, eles também diminuem a reabsorcao 6ssea. Devido a estas propriedades, os
bifosfonatos sao a maior classe de drogas usadas no tratamento de doencas caracteriza-
das pelo aumento na reabsorcao éssea, tais como, osteoporose [9,13]. Um dos BPs mais
utilizados atualmente ¢ o alendronato [17]. Varios outros BPs (clodronato, minodronato,
pamidronato, olpadronato, neridronato e tiludronato) estdo sendo estudados ou usados

em alguns paises em vérios estagios na histéria de desenvolvimento dessas drogas.
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B.1 Propriedades quimicas dos bifosfonatos

Os BPs sao anélogos estaveis dos pirofosfatos inorganicos. Essa estabilidade é confe-
rida pelo atomo de carbono que substitui o &tomo de oxigénio nos pirofosfatos que liga os
dois grupamentos fosfatos. Isto garante aos BPs resisténcia a degradacao biologica [12].
Os dois grupos fosfatos tem uma fungao dual. FEles sao necessarios tanto para realizar
a ligacao com o osso como na atividade de antireabsor¢cao mediada por células. Modi-
ficagbes em um ou ambos os grupamentos fosfatos podem reduzir a afinidade do BP ao
0sso bem como reduzir sua poténcia bioquimica. As cadeias laterais Ry e Ry (Fig.40) sdo
responséveis pela variagao na atividade observada entre os BPs. Os substituintes Ry, tais
como a hidroxila ou grupamento amina, aumentam a quimissor¢ao ao mineral, pois ocorre
coordenacao do calcio presente na HAP, enquanto variando os substituintes Ry, ocorre di-
ferengas na poténcia de antireabsorcao de varias ordens de magnitude. Muitos BPs com a
cadeia lateral R, contendo nitrogénio numa cadeia aciclica ou ciclica apresentam uma ca-
pacidade de antireabsor¢ao maior do que BPs nao nitrogenados. Esse aumento observado
com diferentes grupos Ry esta relacionado a habilidade de afetar a atividade bioquimica
como por exemplo a inibi¢ado da enzima Farnesyl Pyrophosphate Synthase (FPPS) [13].
Em véarios experimentos feitos com BPs, geralmente o grupo R; foi mantido constante
enquanto o substituinte Ry foi alterado, mas o oposto foi raramente examinado [12]. Isto
foi feito para trés BPs usados clinicamente ( etidronato, pamidronato e olpadronato )
substituindo o grupo OH pelo grupo NHy. Os anédlogos gerados mostraram uma afinidade
ao tecido 6sseo muito semelhante aos BPs contendo o OH, porém, apresentaram bastantes
diferengas em sua capacidade de reduzir a reabsorcao 6ssea. Essas observagoes mostraram

que a molécula de BP como um todo ¢ importante para sua agao na reabsorc¢ao 6ssea.

B.2 Classificacao dos bifosfonatos

Os BPs sao classificados quanto a sua estrutura e ao seu mecanismo de acao. Os BPs
nao nitrogenados (non-BPs) atuam incorporando-se ao Trifosfato de adenosina (ATP),
enquanto os BPs nitrogenados (N-BPs de cadeia aberta e cadeia fechada atuam inibindo

a FPPS [17]. A figura 41 mostra alguns BPs de acordo com sua classificagao.
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Figura 41: Classificacdo dos BPs quanto ao seu modo de agdo: non-BPs (Bifosfonatos

nao nitrogenados e N-BPs Bifosfonatos nitrogenados.
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B.3 Adsorcio dos bifosfonatos sobre a hidroxiapatita

B.3.1 Geometria espacial dos bifosfonatos

Alguns estudos sobre a afinidade [24, 30] dos BPs com a hidroxiapatita mostraram que

pequenas diferencgas na estrutura dos BPs levam a grandes mudancas na afinidade com o

osso. Essas diferencas se relacionam a geometria da molécula, principalmente nos N-BPs;,

cuja orientagao do atomo de nitrogénio pode exercer um importante papel na afinidade

de ligacao com a superficie 6ssea. Por meio de estudos de modelagem computacional

da interacao de moléculas de BPs com a hidroxiapatita, verificou-se que os N-BPs apos

coordenarem o Ca?t podem adquirir uma conformacao tal que favorece a formacao de
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ligagoes de hidrogénio do tipo N-H-O sobre a HAP. Essas liga¢bes podem ser formadas
em dois sitios sobre a HAP e requerem um angulo N-H-O maior ou igual a 125° e uma
distancia N-O de aproximadamente 3 A. O alendronato, por exemplo, é capaz de formar
uma ligacao N-H-O (132°, 2,7 A) enquanto o risedronato apresenta somente uma atragao
eletrostatica fraca entre hidroxila e HAP (102°, 3 A) e 0 zoledronato, por sua vez, realiza
duas ligagoes de hidrogénio com a HAP. Isso explica o porqué do alendronato ter uma

afinidade com a HAP maior que o risedronato, porém, menor que o zoledronato [17].

B.3.2 Potencial Zeta

Os BPs exibem diferentes cargas elétricas sobre o 4tomo de nitrogénio no grupo Rs
em pH 7,4. Essas cargas podem ser importantes para explicar suas propriedades farmaco-
logicas, incluindo seus efeitos sobre a HAP. Quando os BPs ligam-se a HAP, o nitrogénio
confere uma carga a superficie mineral resultando numa mudanca no potencial zeta. Uma
explicagao para essas diferencas é que BPs carregados positivamente (alendronato, iban-
dronato e zoledronato) criam uma superficie 6ssea carregada mais positivamente e por
isso podem atrair mais BPs a ligar-se & superficie ¢ssea via porcao dos BPs carregados
negativamente. BPs menos positivos (risedronato, por exemplo) leva a uma superficie 6s-
sea mais negativa, que pode limitar o actiimulo de BPs e, portanto, diminuir a capacidade
de ligacao sobre a HAP. Dessa forma, o potencial é uma propriedade independente que
nao se correlaciona diretamente com a afinidade, mas com a capacidade de ligagao [13].
Este fendmeno também explica por que o alendronato e risedronato podem ser usados em
doses clinicamente semelhantes. Mesmo que o alendronato tenha uma menor poténcia
bioquimica sobre a inibicao da FPPS do que o risedronato, a alta afinidade e capacidade
de ligagao do alendronato sobre a HAP pode compensar sua menor poténcia sobre a FPPS

em osteoclastos.

B.4 Mecanismo de acao

A captagao preferencial de BPs no esqueleto, por adsor¢ao a superficie mineral no
0ss0, 0s colocam proximos a osteoclastos e provavelmente alguns ostedcitos, mas evita a
exposigao prolongada a outros tipos de células [52]. Durante a reabsor¢ao ossea, realizada
por osteoclastos, o pH &cido na lacuna de reabsorcao permite a liberagao do BP da
superficie mineral do osso, seguido por absor¢ao do BP para o interior dos osteoclastos por

endocitose. Essas células sao as tnicas capazes de acidificar a superficie 6ssea permitindo
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uma absor¢ao de uma quantidade substancial dessas drogas in vivo |53, 54].

B.4.1 Mecanismo de acdo de bifosfonatos ndo nitrogenados

Um avango no entendimento, a nivel molecular, de como os BPs nao nitrogenados
afetam os osteoclastos iniciou-se em 1989 através de observagoes utilizando o medronato
em culturas de Dictyostelium amoebae [55]. Tais observagoes sugeriram que o medronato
seria metabolicamente incorporado ao metileno contendo analogos de ATP e Tetrafosfato
de Diadenosina (ApsA). O metabolito analogo do ATP, ou seja, AppC Hyp, contém a fra-
¢ao (P-C-P) do medronato substituindo a fragdo (P-O-P) presente no PPi 8 e v do ATP.
Como resultado o AppC' Hsp ¢ resistente a quebra hidrolitica e liberacao de fosfato. Em
seguida, foi observado que BPs anélogos simples, como etidronato e clodronato também
eram metabolizados pela Dictyostelium amoebae. A incorporacgao de BPs simples em nu-
cleotideos analogos é ocasionada por membros da familia de classe tipo I aminoacyl-tRNA
synthetases. Os BPs simples sao semelhantes o suficiente ao PPi para serem acomodados
no sitio ativo da enzima no lugar do PPi. Isto permiti uma reagao inversa envolvendo a
condensacao de um BP com o Monofosfato de adenosina (AMP) para formar um metabo-
lito analogo do ATP (AppCp) como representado pelas equagdes quimicas na Figura 42.
Os metabdlitos do tipo AppCp acumulam-se em altas concentragoes no citosol dos osteo-
clastos. Devido a natureza nao hidrolitica dos anélogos do ATP, seu acumulo intracelular
inibi varias enzimas metabdlicas intracelulares, tendo portanto um efeito prejudicial sobre

as fungoes celulares, induzindo a apoptose [15].

B.4.2 Mecanismo de acao de bifosfonatos nitrogenados

Os N-BPs sao muito mais potentes que os BPs nao nitrogenados, mas nao sao meta-
bolizados & analogos do ATP [57], possuindo um caminho de agao diferente, o caminho
do mevalonato, mas que leva a inibigdo da reabsorcao ossea [58]. O caminho metabolico
do mevalonato representado na figura 43 é uma importante via metabolica que fornece
células com moléculas bioativas essenciais. Esta via converte mevalonato em esteroides
isoprendides, como o colesterol, e em varias moléculas hidrofébicas isoprenéides nao es-
teroides [56]. Ela inicia-se com a sintese de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) a
partir do Acetil-CoA e Acetoacetil-CoA.

A enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMGR) catalisa a conversao de

HMG-CoA & acido mevalonico. A mevalonato kinase (MK), a segunda enzima essen-
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Figura 42: (a)Mecanismo de a¢do dos non-BPs. (b) Estrutura do ATP e metabolitos
analogos do ATP
(a) tRNA
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(b) N NH,
ATP (\9: Clodronato f =
N F
0] O (0]
I c II I

P P_
NAS I NAT
o7 | Yo o™ -
o o

o

O— =0

HO OH

Fonte: Adaptada de [56].

cial nessa biossintese, apos a HMGR, catalisa a fosforilagao do acido mevalénico em
mevalonato-5-fosfato. Na proxima etapa, a enzima Fosfomevalonato Kinase (PMK) con-
verte mevalonato-5-fosfato e ATP em mevalonato-5-difosfato e Difosfato de adenosina
(ADP). A etapa seguinte consiste numa descarboxilacao realizada pela enzima mevalonato-
5-pirofosfato descarboxilase, formando isopentinil-5-PP (IPP). Este pode sofrer um pro-
cesso de isomerizagao formando o Dimetilalil-PP sob a acao da enzima isopentinil-PP
isomerase e em seguida formar Geranil-PP ou chegar a este diretamente sob a acao da
enzima Geranil-PP sintase. Agora sdo produzidos farnesil difosfato (FPP) e geranilge-
ranil difosfato (GGPP), lipidios isoprenoides utilizados na produgao de uma variedade
de metabdlitos, tais como o dolicol e ubiquinona, mas também necessarios na prenilagao
de proteinas. As enzimas responséveis pela producao de FPP e GGPP sao a FPPS e
a geranilgeranil PP sintase (GGPPS) respectivamente. A farnesiltransferase e a gera-
nilgeraniltransferase sao duas enzimas que executam o processo de prenilagao na célula.
A prenilagao de GTPases, proteinas importantes na biossintese de proteinas, controle
de diferenciagao celular e transporte de vesiculas dentro da célula, com FPP e GGPP é
necessaria para realizacao de suas fungoes corretamente. As GTPases prenilatadas, tais
como as familias Ras, Rho, Rac e Rab, regulam uma variedade de processos celulares
importantes para os osteoclastos como o arranjo do citoesqueleto e o trafico de vesiculas
intracelulares, além da apoptose. Os N-BPs atuam inibindo a FPPS e consequentemente

nao ocorre a producao de FPP e GPP, substratos para a prenilacao, e dessa forma as
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Figura 43: Caminho metaboélico do mevalonato
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GTPases nao sao prenilatadas. A FPPS ¢, portanto, o principal alvo farmacologico dos
N-BPs. Porém a inibigao de reabsorgao é6ssea pelos N-BPs nao é sempre associado com
sinais de toxicidade celular ou um decréscimo no niimero de osteoclastos, exceto em altas
concentragoes de N-BPs. O tratamento com N-BPs pode levar a formacao de osteoclastos
“gigantes” identificados histologicamente como células hipernucleadas que sao geralmente

detectadas na superficie 6ssea ou associadas com a lacuna de reabsor¢ao [15,59-61].
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APENDICE C - Fundamentos Tedricos

C.1 Mecanica Quantica

Na mecanica quantica, a equacao fundamental que descreve os estado de um sistema

dindmico é a equacao de Schrodinger, dada por:

ma‘l’;’ D frw,e), (C.1)

onde ¥(r,t) é a fun¢ao de onda total, dependente das coordenadas de espac¢o e tempo
para todas as particulas presentes no sistema. E H ¢é o hamiltoniano, que contém todas
as contribuicoes de energia envolvidas. Para problemas com potenciais independentes do

tempo, podemos separar as variaveis espaciais e temporal na seguinte solucao:

B(r, 1) = (r) exp <—@%> , (C.2)

que nos leva a equagao de Schrodinger independente do tempo
Hy(r) = E(r). (C.3)
C.2 O Hamiltoniano Eletrénico

O hamiltoniano eletronico para um sistema de N elétrons e M ntcleos, que sao lo-

calizados pelos vetores posicao r; e Ry, respectivamente. Em unidades atémicas, ¢ dado

por:
v2
_ ——ZV2+ZZ |T_T| 2ZM1 (C.4)
i j=j+1 I
7,7, NY g
ISP PR W

Na Eq. (C.4), M; é a razao da massa do niuicleo pela massa do elétron e Z; é o nimero

atomico do niicleo I. Os operadores laplacianos V? e V7 envolvem a diferenciagao com
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respeito as coordenadas do elétron i e do ntcleo I. O sistema de coordenadas moleculares

¢ mostrado na figura 44.

o. Elétrons Py

L ]
L] L]
0. LTy
i L ]
L]
e o ‘

Nucleos

Figura 44: Sistema de coordenada molecular: i,j = eletrons; I,J= nicleos.

Podemos escrever o hamiltoniano como a soma de diversos termos:

H= Te + Ve—e + TN + VN—N + ‘76—N7 (C.5)
onde:
1 N
T. = —3 Z V? — Energia cinética dos elétrons,
i
N N 1
Vere = Z Z ——— — Repulsao coulombiana entre os elétrons,
— = |7“i - 7“j|
i =g+l
1 e V2
Ty = —= Z —L 5 Energia cinética dos nucleos,
2 — M;
A M M 707, ) ‘ ’
VN = Z Z — Repulsao coulombiana entre os ntcleos,
|R; — R,
I J=J+1
V. = — i\f: i L — Atracao coulombiana entre os elétrons e os nucleos

Desejamos encontrar a solugao completa para o sistema acoplado de niicleos e elétrons.

Utilizando o hamiltoniano da Eq. (C.4) na Eq. (C.3), teremos:
Hy(r,R) = By (r, R), (C-6)

onde evidenciamos as coordenadas espaciais dos elétrons (r) e dos nicleos (R). Porém, é
impossivel resolvermos analiticamente este problema de muitos corpos. Entao descreve-

remos a seguir os métodos aproximativos que tornam possivel a solucao dessa equagao.
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C.3 Aproximacao de Born-Oppenheimer

O primeiro passo, para se tratar de problemas envolvendo moléculas e cristais, é se-
parar o movimento eletrénico do nuclear. A justificaiva fisica é devido a grande diferenga
entre as massas dos elétrons e dos nucleos. Portanto, é factivel imaginar uma movimenta-
¢ao eletronica muito mais rapida que a nuclear. Dentro dessa aproximacao, a contribuicao
da energia cinética dos nticleos dada na Eq. (C.5), Ty, € muito menor que os outros termos,

assim:
H=T, Vi e+ Tn+Vyn+Vin = Hpr=T,+ Vi o+ Tn+ VNA—Na (C.7)

ou seja, o hamiltoniano total Hr pode ser reescrto como

A

Hr = H, + Vn_n, (C.8)

onde
ﬁe = Te + v]\;—e + ‘/eA—eu <C9>

¢ denominado hamiltoniano eletronico.
Uma das propriedades do H, é que

[H.,R] =0, (C.10)

isto ¢, os autovalores do hamiltoniano eletréonico podem ser determinados para particulares

posigoes nucleares, isto é,
Hexom(r|R) = 0 (R)xom (r[R), (C.11)

sendo que, x,,(r|R) é a fungao de estado eletronico e €,,(R) a respectiva energia eletronica.

Considerando os ntcleos fixos, a repulsao nuclear presente na Eq. (C.8) é constante e

a energia total F,,, autovalor de Hr, serd dada por:

212,
En(R) =& + Z Z (C.12)
I J=J+1 [Rr = Ry’
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A energia total E,, é uma funcao que constitui o potencial para o movimento nu-
clear. A figura 45, abaixo, ilustra o comportamento tipico de E,,(R) para uma molécula

diatomica, onde Ry ¢ a distancia de equilibrio e E,,(Ryg) ¢ a energia de ligagao.

A
Eu(R)

=°'|r

FilRil s

Figura 45: Curva de potencial para um estado eletrénico m de um sistema diatémico.

Para moléculas poliatomicas a curva de potencial se torna uma hipersuperficie mul-
tidimensional. Entao, na aproximagao de Born-Oppenheimer, o ntcleo se move em uma

superficie de energia potencial obtida pela resolu¢ao do problema eletronico.

De acordo com a Eq. (C.11), o estado eletronico e a respectiva energia dependem
parametricamente de R. Assim é possivel expandir, usando o conjunto completo de

autofuncgoes de H,., a fungao de estado completa sob a forma:
Y(E,R) = dm(R)xm(r|R), (C.13)

com ¢,, sendo os coeficientes da expressao dependentes explicitamente de R.

Para encontrar as equagoes que esses coeficientes devem satisfazer, inserimos a Eq. (C.13)

na Eq. (C.3) e conhecendo a Eq. (C.11), obtém-se:
Y [Tn + (Ea(R) = E)](¢n(R)xm(r|R)) = 0. (C.14)

Apos realizar as devidas modificacoes no primeiro termo da equacio acima', multiplica-se

tudo por x* (r|R) e integra-se em todas as coordenadas eletronicas. Teremos que

IV2(AB) = (V2A)B + 2VAVB + (V2B)A



93

—% . ]\Z—j%(R) + [E.(R) = B)(¢n(R) = Y Com(R, V)6 (R), (C.15)

onde Cp (R, Vi) =7, ML[ASLI%VI +BW], com:

I

Al = / X (ViXm)dor, (C.16)
1
B =5 [ (i (1m)

Os Cn sao termos que acoplam diferentes estados eletronicos e sua anélise permite de-

terminar as condigoes de validade da aproximacao Born-Oppenheimer.

Reagrupando os termos da Eq. (C.15), obtemos

1« Vi
[—5 ZI: M, + En,(R)

on(R) = E¢p(R) + Y Com(R, V1) o (R), (C.18)

Usando a aproximagao adiabatica vamos considerar que todos os elementos fora da di-
agonal principal de C,,, (termos nao adiabaticos) sao nulos. O que nos permite reescrever
a Eq. (C.13) como

b(r,R) = 6u(R)yn(r[R), (C.19)

que reflete a separacao da funcao de onda em uma parte eletronica e outra nuclear.

A teoria de Born-Oppenheimer considera que todos os elementos de C,,, sao nulos,

restando assim da Eq. (C.18):

1 \%:
[_5 XI: Y E,(R)| ¢u(R) = E¢,(R). (C.20)
Hnon(R) = E¢pn(R). (C.21)
onde:

— Representa o hamiltoniano nuclear.

Hy = —EZV—%jLE(R)
N — 9 - M[ n

Assim, o movimento nuclear ocorre em um potencial efetivo que é a energia eletronica

E,(R) dada pela (Eq. (C.12)).
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Resumindo, a aproximagao de Born-Oppenheimer tem como consequéncia a separacao

da equagao de Schrodinger em uma equacgao eletronica e uma equagao nuclear dadas por

[T, + Viee + Tne + V—n]Xim (r|R) = Ep(R)xm (r|R) (C.22)
[Ty + En(R)]¢n(R) = E¢u(R), (C.23)

respectivamente. Portanto, essa aproximacgao ¢ valida sempre que o acoplamento entre
diferentes estados eletronicos for fraco (Cy,, ~ 0). Ou seja, quando a (Eq. (C.19)) nao ¢

verificada, a aproximacao de Born-Oppenheimer se tona invalida.

A partir de agora, nos concentraremos em resolver apenas o problema eletronico.
Deixaremos de lado o indice "e"para indicar o hamiltoniano eletronico e o denotaremos

apenas de H, assim como a func¢ao de onda eletronica total que sera descrita por W.

C.4 Orbitais e Determinante de Slater

C.4.1 Orbitais espaciais e orbitais de spin

A teoria do orbital molecular pressupoe a existéncia de uma funcdo de estado para
cada elétron e a combinacao linear destas, forma a funcao de estado total dos N elé-
trons. Seja ¥;(r) = 1;(x,y, 2) a fungao orbital espacial, onde x,y,z representam as co-
ordenadas eletronicas. De maneira geral, assume-se que esses orbitais sao ortonormais e
formam um conjunto completo. Para que isso seja verdade, deveria haver um ntmero
infinito dessas fungoes, entretanto, na pratica existe apenas um conjunto finito de orbitais
{sli = 1,2,3---k}, que satisfazem essa condi¢ao de ortonormalidade. De fato, temos

uma limitacao na exatidao dos resultados a uma determinada regiao do espago completo.

Para uma completa descrigao do elétron, é necessario especificar o spin. O conjunto
completo que descreve o spin consiste de duas fungdes ortonormais a e [, isto €, spin
para cima (1) e spin para baixo (), respectivamente. A fungao de onda que descreve a
distribuicao espacial e o spin de um elétron é chamada de spin-orbital molecular, definido

por:

(C.24)



onde x = [z,¥, z,w], indica tanto as coordenadas de espago quanto as de spin.

95
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Dado um conjunto de k orbitais espaciais, nos teremos um conjunto de 2k spin-orbitais,

da forma:
Xai-1(%) = ilr)alw) } i1=1,2---k (C.25)
X2i(x) = ¥i(r) B(w),
Se os orbitais espaciais sao ortonormais, os spin-orbitais moleculares também sao:
(Xilxa) = 0 (C.26)

C.4.2 Produto Hartree

Nos vimos que uma funcao orbital spin descreve um tnico elétron de maneira apro-
priada, vamos agora considerar a fun¢ao de onda para o caso de N elétrons. Iniciaremos
nosso estudo considerando o caso hipotético de N elétrons que nao interagem entre si,

com hamiltoniano dado da seguinte forma:

H= Z h(i), (C.27)

~

onde h(i) é o operador que descreve a energia cinética e potencial para o elétron i.

As fungoes spin-orbital molecular satisfazem a equacao de autovalor para o hamilto-
niano h(i):

il(i)Xj(Xi) = &j(w:)x; (%) (C.28)

Nosso objetivo ¢ encontrar as autofungoes correspondentes para o hamiltoniano total H.

Como este operador é soma dos hamiltonianos de um elétron, a funcao de onda total deve

ser o produto das func¢oes de onda de cada elétron. Assim teremos:

\P(le X9y 7XN) = Xi(Xl)Xj(X2) co Xk(Xn)7 (C29>

tal fungao de onda multieletrénica ¢ denominada produto de Hartree. O autovalor F, é

simplesmente a soma das energias de cada orbital-spin £ = ¢ + &9 + - - - 4 €.

O produto de Hartree é nao correlacionado pois
|\II(X1,X2,"' ,XN)|2dX1"'dXN, (C?)O)

¢ a probabilidade de encontrarmos o elétron 1 no volume dx; centrado em x;, que é a
mesma de encontrarmos o elétron 2 no volume dxs, centrado em x5 e assim por diante.

Substituindo o produto de Hartree, Eq. (C.29), na expressao acima, teremos o produto
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das probabilidades
X (1) [Pda X (%0) [Pds - - [xx () [P d (C.31)

Dessa forma, a probabilidade de encontrarmos o eletron 1 em um dado ponto do espaco
independe da posic¢ao do elétron 2, quando usamos o produto de hartree como funcao de
onda. Entretanto isso nao é verdade, uma vez que estas particulas sao instantaneamente
repelidas por interacdo colombiana. Assim fica claro que o movimento dos elétrons é

explicitamente correlacionado.

O produto de Hartree, escrito na Eq. (C.29), assume que os elétrons sao independentes.
Além de descrever um estado especifico para cada elétron, considerando desta forma que
as particulas sao distinguiveis. Contudo, isso é algo impossivel de ser observado pela

mecanica quantica.

C.4.3 Determinante de Slater

A fungao de onda descrita pelo produto de Hartree nao é fisicamente aceitével, pois nao
satisfaz as condicoes de anti simetria com respeito a permuta de quaisquer dois elétrons.
Portanto, sempre que lidarmos com um sistema de elétrons independentes, consideramos
isto apenas de maneira cléssica, mas na pratica eles devem estar sujeitos a um campo
médio resultante das interagoes uns com os outros. Ao considerarmos fungoes de onda

anti-simétricas estamos a incluir essa correlacao quantica.

A funcao de onda de um sistema de N elétrons sera a sobreposigao de todas as possiveis
permutacoes de pares de elétrons, com a condi¢ao de que em cada troca de dois elétrons

a funcao de onda muda de sinal, isto é:
\I](le...xh... ’Xj’...XN) — _\I](Xl’xj’ 7Xi7"'XN)7 (C32>

Uma funcao de onda anti-simétrica pode ser construida por meio do determinante de

Slater, que é da forma

xi(x1) xa(x2) - xalow)
1 Xo(%1)  xo(x2) -0 xe(xw)

U= I . . . (C.33)
xv(x1) xn(x2) - xn(xw)

O fator (N!)~%/2 ¢ o fator de normalizacao.
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C.5 Teoria do Funcional Densidade

A teoria do funcional densidade foi desenvolvida na década de 60 e procura resolver
o problema multieletronico. Utilizando nao a ideia de fungdo de onda, mas o conceito
de densidade eletronica. Uma vez que a funcao de onda para um sistema de N elétrons
depende de 4N coordenadas (x, y, z e de spin para cada elétron), a densidade eletronica
depende apenas de trés. Desta forma reduz-se o ntimero de variaveis de integracao e con-
sequentemente o custo computacional. Isso acarreta em varias vantagens para o método,

quando comparado aos tradicionais célculos ab initio.

C.5.1 Densidade Eletronica

As cargas negativas se acomodam em um espago tridimensional ao redor de atomos
e moléculas. A distribuicao eletrénica no espago real é uma grandeza fisica observavel
conhecida como densidade eletronica p(r). Em termos da mecanica quantica, para um

sistema multieletronico contendo N elétrons, teremos:

o) = (10 = r)fu) =N [ oo [ otrrae m) Py dry, (€30

que determina a probabilidade de encontrarmos qualquer um dos N elétrons dentro do

elemento de volume dr.

C.5.2 Teoremas de Hohenberg-Kohn

As bases da teoria do funcional densidade estdao nos dois teoremas propostos por

Hohenberg-Kohn em 1964.

1° Teorema: O potencial externo v(r) sentido pelos elétron ¢ um funcional tnico

de densidade eletronica p(r).

Prova: Para um sistema de N-elétrons o operador hamiltoniano é

A

H=T+U+V, (C.35)
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onde:

T — Representa a energia cinética de todos os elétrons,

U — Representa a energia de interagao elétron-elétron ,

~

V' — Representa o potencial externo.

Admitindo-se uma fung¢ao de onda 1)y para o estado fundamental, a energia corres-
pondente serd dada por Ey = (¢g|H|1g). O potencial externo, V, é o que caracteriza
o hamiltoniano e em sistemas moleculares normalmente é representado pela soma das

interagoes dos niicleos de carga Z;, ou seja,

N

V:—Z;ﬁ => v(ry). (C.36)

i=1
Utilizando a Eq. (C.34) podemos explicita-lo como um funcional de densidade eletronica,

da forma:

WalPtoo) = [ ppotrds (a7

A prova deste teorema é realizada reduzindo nossas equagoes a um absurdo. Vamos
admitir outro estado fundamental 1, associado a um potencial externo V', com V' # V.
Partiremos da hipotese que diferentes potenciais v(r) e v'(r) levam até a mesma densidade

eletronica p(r), ou seja,

W71 = [ ey (39
Utilizando o teorema variacional para a energia do estado fundamental Ej:
Eo = (o T+ U +V [o) < (| T+ U+ V]up), (C.39)
ou
Ey < () T+U+V+V =V i) (C.40)
Ey < (ol T+ U+ V" |gg) + (e V = V' |uig) (C.41)
Ey < Ej+ /[v(r) — /()] p(r)d>r. (C.42)

Se repetirmos todo o procedimento acima para Ej), encontraremos expressoes semne-

lhantes, de tal forma que:

E, < Eq+ /[v'(r) —o(r)]p(r)d>r, (C.43)
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somando a equagao acima com a Eq. (C.42), obtemos
E+FE <E +E, (C.44)

ou seja, um absurdo. O 1° teorema nos garante que diferentes potenciais nao podem
gerar a mesma densidade p(r) e que existe relacao de unicidade entre a fungao de onda do
estado fundamental e a densidade eletronica correspondente. De maneira pratica é pos-
sivel caracterizar um observavel fisico designado pelo operador O por meio da densidade

eletronica p(r)

0 = (¢|01y) = Olp(r)]. (C.45)

2° Teorema: A energia do estado fundamental Ey[p] pode ser obtida variacional-
mente: a densidade eletrénica que minimiza a energia total é a densidade exata do estado

fundamental p(r).

Prova: Vamos admitir a existéncia de uma densidade tentativa p'(r) para o problema
de interesse com hamiltoniano H. O que caracteriza este operador é o potencial externo,
portanto, podemos separar a energia total em uma parte caracteristica do sistema a ser

tratado e uma parte que é comum a todos os sistemas, ou seja:
Elp) = (/|7 + U¥') + (/|V|¥) (C.46)

MMzHM+/MmM% (C.a7)

onde F[p] é um funcional universal valido para todo sistema coulombiano.

O principio variacional assegura que
WNT + ULy + @ VIE') > @l T + Ulo) + (ol V[tho) (C.48)

onde vy é a funcao de onda do estado fundamental, gerada por uma densidade eletrd-
nica correspondente p(r). Enquanto ¢’ é uma funcao de onda nfo estacionaria que é

determinada por p’. Entdo, a Eq. (C.48) fica

P+ [ 060w > Flo+ [ et (C.49)

ou

E[p'] > Eo[p]. (C.50)

Com a prova dos dois teoremas de Hohenberg-Khon assegura-se que todas as pro-
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priedades de um sistema definido por um potencial externo v(r) sd@o determinados pela
densidade do estado fundamental. Ao fixarmos a relagdo univoca entre o potencial externo
e a funcao p asseguramos tratar de problemas nao degenerados e a densidade eletronica
¢ dita v-representével. Seguindo essa condigao, o funcional de energia total atinge seu
minimo se somente se a densidade tentativa p’ ¢ igual a densidade exata do estado fun-
damental. A questdo que surge é se podemos estender a teoria para problemas com
estados degenerados e se qualquer fungao p’ podera entao ser usada. Levy (1982) e Lieb
(1983) mostraram que existe fungoes p’ fisicamente inadequadas por nao representarem

densidades de estados fundamentais para nenhum v(r).

C.5.3 A pesquisa restrita de Levy e Lieb

Dado um conjunto de fungbes antissimétricas 1) que produzam a mesma densidade

eletronica p®(r). Para qualquer fungdo de onda a energia total é escrita como:

E[Y] = (WITIY) + (|U]y) + /v(r)p(r)dr- (C.51)

O objetivo é obter um funcional definido para qualquer densidade p®(r) derivavel de uma
funcao de onda v para N elétrons. Tal caracteristica é conhecida como N-representatividade.

Podemos assegurar isso se:

P02 0 [y =N [ 1950 Fdr = . (C.52)

Minimizando a energia dada pela Eq. (C.51), de tal forma que a densidade seja N-
representavel, teremos:
Bl) = min (6T + U1+ [ o(e)pto)d (53

p—pe(r

7

Flpe(r)]
onde F'[p°(r)] é o funcional densidade de Levy-Lieb.

A pesquisa é restrita porque é feita somente no conjunto de fungoes antissimétrica
que produzem o mesmo p(r), diferindo do processo de minimizagao que foi realizado no
2° Teorema de Hohenber-Khon. Portanto a formulacao de Levy-Lieb é mais que uma
reafirmagao do funcional de Hhohenberg-Khon. Além disso, no formalismo de Levy-Lieb
nao fizemos nenhuma mengao a v- representatividade da densidade eletronica, eliminando

a restricao de estados degenerados.
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C.5.4 A Formulacao de Khon-Sham

Originalmente a teoria do funcional densidade propoe calcular a energia de elétrons
interagentes por meio de um funcional da densidade eletrénica. Porém, os teoremas de
Hohenberg-Khon néo fornecem a forma exata de como é o funcional universal F[p|. Além
de nao sabermos como obter a densidade eletronica p(r) sem primeiro determinarmos a

funcao de onda.

Na secao passada vimos que é possivel obter a energia do estado fundamental, para

um sistema multieletrénico, minimizando o funcional energia
Elpl = Flol + [ plr)u(eyar. (C.54)

com F[p] = (¢|T 4 Ul). Portanto, este funcional deve conter toda informacao relativa
as interagoes eletrostéticas e a energia cinética total dos elétrons do sistema. Entretanto,

é possivel separar as interagoes coulombianas cléssica do restante de funcional,

Flp] = Jlp] + T'lp] + Enalpl, (C.55)
onde:

J[p] — Repulsao coulombiana classica de todos os elétrons,
T[p] — Energia cinética individual,

E,alp] — Energias de troca-correlagao + Energia de auto-interacao.

Destes termos, somente J[p] é conhecido e da forma:

Tl = % / / %drdr’, (C.56)

enquanto as formas explicitas das outras duas contribui¢oes permanecem um mistério.

Para resolver os problema citados, Khon e Sham, em 1965, sugeriram um sistema
auxiliar, onde os elétrons nao interagissem. De forma geral, a fungdo de onda para este
sistema ficticio difere da funcao de onda para um sistema real. Entretanto, admitiu-se que
o problema de elétrons nao interagentes fosse construido de tal maneira que a densidade
eletronica que o representa seja a mesma do sistema real. Portanto, consideremos o

sistema de elétrons nao-interagentes com hamiltoniano descrito pela Eq. (C.28)

N

N
A5 =3 va i wsm} =3k, (C57)
=1

i=1
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onde v%¥ refere-se a um potencial efetivo (potencial de Khon-Sham) sobre os elétrons
do sistema ficticio. Os resultados obtidos para tal problema (discutidos na se¢ao C.4.3)
mostram que a funcao de onda que descreve o comportamento de todos os elétrons desse

sistema serd exatamente um determinante o Slater dado pela Eq. (C.33), isto é,

X1 ¥x) X1 (xe) o X (xw)
gks _ 1 X2 2x) X P(x2) o xg (%) (C.58)
- = :
XN (x1) xRN (x2) e XA (x)

onde XX sdao os orbitais de spin de Khon-Sham. E as partes espaciais, ¥°, de cada
orbial spin, sao autofungoes associadas aos N autovalores do hamiltoniano eletronico de

um elétron

OGS = |50 05 01 = 2t (©59)

Para este sistema nao interagente, a energia cinética e a densidade podem ser calculadas

de maneira explicita, ou seja:

N
1
TR p) = Y (Wl = VA w), (C.60)
N
P =[P, (C.61)

a conexao deste sistema auxiliar com o real esta na escolha do potencial efetivo, v5°, tal
que a densidade p° seja igual a densidade do estado fundamental do sistema de elétrons

interagentes py.

Khom e Shan perceberam que nao conseguiriam resolver o hamiltoniano para elétron
interagentes de maneira exata. Entretanto, é possivel reescrever o funcional universal de

Hohenerg-Khon, F'[p], da seguinte forma:
Flp] = Jlp] + T"%[p] + Exclpl, (C.62)

com

Exclp] = (T[p] = T*[p]) + Enat = Tr[p] + Epe. (C.63)

O termo acima é composto pela parte residual da energia cinética, Tk, a qual nao esté

incluida em 759, adicionada as contribuicoes eletrostaticas nao classicas. A expressao
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para a energia total de acordo com a separagao descrita na Eq. (C.62) é

Bl =5 [ [ A2 v+ 7500+ Bl + [ oo (Con

Novamente, para minimizarmos o funcional de energia, a densidade p deve satisfazer o

principio estacionario 6E[p] = 0, sujeita a condigao de vinculo [ p(r) — N = 0, ou seja,

{3 [ [ v+ 701+ el + [ ooty | [ o) 5]} o,

(C.65)
com as devidas simplificagoes, obtemos:
OT™5[p] | dExclp] 1 [ plr]
) = dr’ —ppdr=0. C.66
[ ooty { S e o) = (©56)
Escrevendo a energia cinética como T%% = —2 [ V?p(r)dr e definindo o potencial de
troca-correla¢do como vx¢|p] = ‘SE}gipcm, substituindo em C.67, teremos:
1 1 !
/5p(r) {—§V2 +vxelp] + 5/ ‘rp[_rl/‘dr’ +o(r) — ,u} dr = 0. (C.67)

h /5p(r) {—%VQ + Vo — u} dr = 0. (C.68)

A solugao da equagao C.68 satisfazendo tanto a conservagao dos N elétrons do sistema

quanto C.61 pode ser obtida resolvendo a equagao de Schrodinger de uma particula

(=59 ey ) f50) = 0l0) (C.69)

KS

comparando a equagao acima com C.57, quando v,y = v™?, resolveremos o hamiltoniano

de um elétron, cujo potencial efetivo representa a interagao exata de todos os ouros elétrons

do sistema. Entao teremos
1
(-5 o) St = Sty (©70)
PSS (1) = eapB5(r), (C.71)

a expressao acima ¢ conhecida como equacao de Khon-Sham e sua solucao deve ser obtida

de maneira auto consistente.
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APENDICE D - Artigo com Resultados da

Dissertacao

Artigo sobre as propriedades vibracionais do alendronato de sédio trihidratado pu-
blicado na revista Journal of RAMAN SPECTROSCOPY. O espectro IR e RAMAN do
cristal de alendronato de sédio trihidratado foi medido. Célculos via DFT foram feitos
para a molécula de alendronato em vacuo e considerando o modelo de solvatacao continua
(PCM). Foi feita a comparacao entre os espectros tedricos IR e RAMAN e experimentais

medidos.
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Phosphate group vibrational signatures of the
osteoporosis drug alendronate
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The infrared (IR) and Raman spectra of the osteoporosis drug alendronate in the monosodium trihydrate alendronate crystal were
measured. In order to interpret them, density functional theory (DFT) calculations for the solvated alendronate molecule were per-
formed following the structural features revealed by X-ray data. A comparison between the DFT-calculated IR and Raman of the
converged species and the measured spectra unveils relevant phosphate group signatures in the 400-1400 cm ' wavenumber
range, especially IR absorption bands at 1015, 1049, 1067, 1131, 1177, and 1235cm ', which were related to CP and OP bond
length stretching, and Raman lines at 449, 661, and 969 cm , involving phosphate scissors and bond length vibrations. A com-
parison with experimental data of alendronate incorporated into hydroxyapatite (HAP) indicates that, for wavenumbers below
1500 cm ™, the interaction of alendronate with HAP does not affect significantly the alendronate vibrational spectra, while for
the 1600-3000 cm ' interval the interaction with HAP changes the normal mode wavenumbers by about —100 cm . Copyright ©

2014 John Wiley & Sons, Ltd.

Additional supporting information may be found in the online version of this article at the publisher’s web site.
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Introduction

Osteoporosis is a public health concern since it causes more than
8.9 million fractures annually.”"’ There is at least one lifetime osteo-
porosis occurrence for each three women and one lifetime osteo-
porosis occurrence for each five men.>®! Osteoporosis-related
fractures and enhanced skeletal fragility are due to bone loss which
causes micro-architectural changes in the trabecular and cortical
skeleton." Established therapies for treating this disorder consist
primarily of drugs to prevent bone loss, such as the
bisphosphonates (alendronate, risedronate, or zoledronate), selec-
tive oestrogen receptor modulators (raloxifene), and parathyroid
hormone (teriparatide).” However, the currently available treat-
ments for osteoporosis, assuming optimal compliance, only reduce
the risk of non-vertebral fractures by 30-40% at best.”®! Besides,
the gastrointestinal bisphosphonate absorption through oral
administration is very low, being always less than 2.5%'® and
decreasing even further in the presence of food and drinks contain-
ing calcium, magnesium, or aluminum.['®

The osteoporosis drugs bisphosphonates are synthetic analogs
of the naturally occurring inorganic pyrophosphates, containing a
P-C-P backbone and two phosphonic acid groups attached to
the same central carbon atom. The pyrophosphate oxygen bridge
is replaced by a carbon atom with two attached side chains giving
rise to the bisphosphonate chemical formula (PO27)—(R;)-C—(R,)-
(PO37), where the bridge carbon is responsible for the bone mineral
affinity and the side chains R; and R, for their pharmacological
action. The bisphosphonates are organophosphorous compounds
that prevent calcification both in vitro and in vivo and inhibit
the dissolution of hydroxyapatite (HAP) [Cas(PO,4)s(OH),] crystals,
the principal mineral in bone!" The binding affinity of the

bisphosphonates for HAP is influenced mainly by the P-C-P
group, which determines their bone attachment.!'? Consequently,
one can probe this binding by looking for changes in the
bisphosphonates vibrational spectra at the normal modes that
involve the motion of the phosphate group interacting with
HAP.[13_15]

In view of this, the main purpose of this work is to establish
clearly the phosphate group vibrational signatures of the osteopo-
rosis drug alendronate through IR and Raman spectra measure-
ments of the monosodium trihydrate alendronate (MTA) crystal to
interpret the vibrational spectra of alendronate bound to HAP and
other similar systems, improving their physical characterization.
Density functional theory (DFT)!"'® calculations were performed
for the alendronate molecule interacting with three explicit water
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molecules and a sodium atom within the polarizable continuum
model (PCM, see reference!'), with the atomic coordinates of all
molecular species taken into account being obtained from X-ray
data for the MTA crystal (crystal-like alendronate, CLA, depicted
in Fig. 1).

Experimental details
Sample preparation and spectroscopy measurements

For the experimental measurements, MTA crystalline powder, title
compound NaC4H;,NO,P,.3H,0, with at least 98% purity was pur-
chased from Sigma-Aldrich, its structure being determined through
X-ray diffraction (data not presented here) to be monoclinic, with
space group P2,/n Z=4. The FTIR spectra of the MTA were run on
KBr pellets (120 mg, 1 wt %). The pellets were dried under vacuum
in desiccators for 24 h to reduce the adsorbed water, which might
induce spectral perturbations around 1630 and 3400cm™'. The

spectra were collected with 120 scans at a resolution of 2cm™".

H35
031 ‘1-_72
034

H33 )

a
1.63m H24

1.844 w130
-

Figure 1. Top—Alendronate planar structure with atom labels. Three
water molecules and the sodium ion interacting with alendronate in the
MTA crystal'™® are also shown schematically. Bottom—CLA geometry: DFT-
calculated lowest energy conformer of alendronate interacting with three
water molecules and a sodium atom (purple sphere). Hydrogen bond
lengths in A are displayed as well.

The absorption measurements were all performed with an FTLA
2000 series laboratory, ABB Bomem. Corrections were made at
baseline in the spectral window from 600 to 1800cm ' to allow
for a better comparison with the DFT-based theoretical calcula-
tions. The FT Raman spectrum was recorded with a Bruker IFS55
EQUINOX spectrometer with Raman attachment that uses a
1064 nm Nd-YAG laser and a liquid-nitrogen cooled Ge detector
line as the excitation source for recording the Raman spectrum in
the 600-1800cm ™' region. The measurements were performed
in samples inside the hemispheric bore of an aluminum sample
holder. The Raman spectra were acquired through 1024 scans at
a laser power of 500mW and a Raman spectrometer resolution
of 2ecm ™.

Computer calculations

A computer simulation using the Marvin Sketch software® shows

that the isolated alendronate molecule at physiological pH has total
charge —1. To calculate the vibrational spectra, the molecular
geometry of the charged alendronate was optimized considering
an isolated alendronate molecule interacting explicitly with a so-
dium atom and three water molecules solvated in water employing
the PCM,”'?' a system which mimics the alendronate environment
within the sodium alendronate trihydrated (MTA) crystal®" used
in pharmaceutical formulations. Calculations were also performed
for a single alendronate molecule in vacuum (VAC) and a single
molecule in PCM water (PCM), with the respective vibrational spec-
tra being presented and described in the Supporting Information
(Figures S1, S2, and S3 and Table S1).

The DFT calculations were performed using the Gaussian 09
code  The meta-hybrid M06-2X  exchange-correlation
functional'® and the 6-311 + G(d,p) basis set were chosen to imple-
ment the computations. Local total energy minima were checked
for imaginary frequencies in vibrational analysis calculations. The
structural optimization was considered to be accomplished when
the following convergence thresholds were satisfied: maximum
force smaller than 1.5x 10 >Ha/A, self-consistent field energy
variation smaller than 10~ Ha, and maximum atomic displacement
smaller than 6x 10> A. Vibrational frequencies were evaluated
analytically from the second derivatives of the total energy with
respect to the nuclear coordinates of the optimized structure.?+2°!
Raman activities are obtained from the differentiation of dipole de-
rivatives with respect to the electric field. Normal mode assign-
ments and descriptions of the fundamental vibrations modes
were made by applying the potential energy distribution method-
ology implemented in the Vibrational Energy Distribution Analysis
code??8

Results
Infrared spectra

The calculation of vibrational frequencies is a difficult task, even if
one uses last generation exchange-correlation functionals.! While
B3LYP is the most cost-effective choice to obtain the vibrational
frequencies, other hybrid functionals offer similar performance in
very good agreement with experimental data.>*® The M06-2X
exchange-correlation functional, in particular, has a mean unsigned
error of 57 cm™' for the normal mode wavenumbers of the F38/06
database,”*! with a scaling factor of 0.982 improving this figure to
47 cm ™. Therefore, one should expect some discrepancy between
our theoretical estimates and the experimental data for the MTA

wileyonlinelibrary.com/journal/jrs

Copyright © 2014 John Wiley & Sons, Ltd.
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Figure 2. DFT-calculated IR spectrum for a single alendronate molecule
interacting with three water molecules and a sodium atom (CLA), and the
measured IR spectrum of the monosodium trihydrate alendronate crystal
(EXP). The symbols 3, v, 1, p, d, v, and y stand for scissoring, stretching, tor-
sion, rocking, out-of-plane, wagging, and twisting modes, respectively.

crystal. In our model, we have took into account a molecular config-
uration with a single alendronate molecule, three water molecules,
and a single sodium atom with initial positioning similar to the crys-
talline geometry and placed in an aqueous solvation environment
modelled as a continuum. Figure 2 depicts the CLA and EXP IR spec-
tral curves while Table 1 assigns the corresponding normal modes.
Some CLA vibrations are also detailed schematically in Figure S4 of
the Supporting Information. Explicit water normal modes contrib-
ute to the C34 (420cm ', rocking motion), C43 (623cm ',
wagging), C44 (629 cm ™', twisting), and C48 (781 cm ', wagging).

The strongest infrared (IR) absorption bands in the experimental
data appear at 1015, 1049, and 1067cm ', which can be
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approximately assigned, respectively, to the C57 (1012cm ',
—3cm™" error), C61 (1093cm™', +44cm™' error), and C62
(1134cm™", +67 cm™" error) CLA IR peaks (see Table 1), with CCC,
OPO, and CCO bond stretches involved. The 919cm™" EXP peak
is related to the C52 normal mode (897cm™', —22cm™" error)
and corresponds to a HOPO torsion and water wagging. The C54
normal mode at 927 cm ™', on the other hand, is related with the
experimental 951 cm™' maximum (+24cm™ ' error) and consists
mainly in a scissors motion of OHO and HOP. Finally, the EXP IR
maxima at 1131, 1177, 1184, .and 1235cm ™' can be related to the
€63, C65, and C67 CLA vibrations, involving CP, CC, and OPO
stretches and HOP scissors movements and with mean error of
15cm ™. Namely, the C67 vibrational motion is depicted in Fig. 54
for the CLA wavenumber 1250.71cm™' (see also the supporting
material video file 1250_IR).

The experimental peak with lowest wavenumber, at 425cm ™", is
related to the 420.33.cm ™' CLA normal mode (—5cm™" error) and
involves the rocking of two water molecules (see Figure S4, top left,
and the 420_IR video file). The EXP peaks at 449, 467, and 475cm ™',
on the other hand, are related to C36, C37, and C38 involving scis-
soring and out-of-plane motions at the alendronate phosphate
groups with mean error smaller than 1cm ™' (see Fig. S4, wavenum-
ber 475.08cm " for a picture of the C37 normal mode and video
file 475_IR). The EXP absorption bands between 529 and
661cm™ ' are assigned to the interval between the C40 and C45
normal modes (516 to 675cm™ ' CLA wavenumber range). Modes
(€39, C40, C41, C42, and C45 involve motion at the phosphate
groups, while C43 has contributions from a single water molecule
(oxygen atom 034) and the torsion of H24-08-C5-C4. The EXP
peak at 661 cm ™" is correlated with the C45 peak (675 cm ™", error
of +14cm™~', mode shown in Figure S5, 675.18cm™" vibration,
675_RAMAN video file), while the C46 normal mode at 715¢cm ™"
is assigned to the EXP peak at 747 cm ™' (error of —32cm ™). Mov-
ing to higher wavenumbers, the maxima at 829 and 867 cm™" in
the experimental IR spectrum are assigned to C48 (water wagging

Table 1. Assignments of the most important Infrared and Raman modes of the measured MTA alendronate crystal spectrum in the 200-1500 can”!
range. Wavenumbers ® are in cm™ . The symbols 8, v, 7, p, &, v, and v stand for scissoring, stretching, torsion, rocking, out-of-plane, wagging, and twisting
modes, respectively

Cn OcLa Dpxp Assignment Cn OcLa Dpxp Assignment

c19 226.38 233 bC4P608C5 C55 948.84 957 vsN1C2C3

c23 25878 265 8C2C3C4 56 960.56 969 vN1C2, vsC3C4C5

C32 359.40 370 dP6C508, pH29028H30, vP6C5 c57 1012.61 1015 vsC2C3C4, vC4C5

33 397.01 404 609P6010, 6012P7014 c59 1071.9 1031 vsO9P6011, vC4C3

C34 420.33 425 pH32031H33, pH35034H36 61 1092.8 1049 vsO12P7014, vP6011

36 44551 449 SN1C2C3, 509P6010, 6012P7013 62 1133.52 1067 vaC4C508

c37 475.08 467 509P6011, 013P7014 63 1164.75 1131 vP6C5, vC2C3, 3C3C4C5

c38 4794 475 yO9P6010, 56012P7014 c64 1174.26 1150 8H26013P7, va O12P7014

c39 494.45 491 $»P609010C5, $pP708012C5 C65 1178.98 1177 vaO9P6010, 5H25010P6

c40 516.36 529 $P6011010C5, $P708014C5 C66 1192.33 1184 vP609, vP7012, vC508,

41 526.06 539 $P7013012014, 5010P6011 8H25010P6, 6H26013P7

C42 568.7 548 809P6011, 013P7014 c67 1250.71 1235 va0O12P7014, H26013P7

43 623.49 577 tH2408C5C4, YH35034H36 Cc68 1270.25 1265 vaO9P6011, §H25010P6

C44 629.13 631 TH25010P6C5, wH29028H30 C69 1285.41 1C2C3C4C5, pC2H,, pC3H,, pC4H,
C45 675.18 661 vP6C5 Cc70 1312.63 1289 tC2C3C4C5, yC2H,, yC3H,, yC4H,
C46 714.97 747 tH26013P7012, yH32031H33 71 1346.8 1311 pC2H,, yC3H,, yC4H,

c48 780.78 829 yH29028H30, tH25010P6C5 C72 1371.17 1339 1C2C3C4C5, wC2H,, wC3H,, wC4H,
C49 830.00 867 vP6010, vP7013 C73 1398.96 1363 vaC3C4C5, yC2H,, yC3H,, yC4H,
C52 897.00 919 tH26013P7012, yH35034H36 c76 1470.66 1455 8C3H,, 8C4H,, wC3H,, wC4H,

C54 926.63 951 8012H33031, 8H33012P7

J. Raman Spectrosc. (2014)
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and torsion, see Fig. S4, 780.78cm ' wavenumber, video file

780_IR) and C49 (PO bond stretches) with errors of —48 and —37 cm ™"
in respective order.

Raman spectra

After plotting the experimental Raman spectrum for the sodium
trihydrate alendronate crystal (Fig. 3), we identified 27 prominent
peaks in the 400-1400 cm ™' wavenumber interval, while the CLA
spectrum was resolved into 32 Raman lines with significant activi-
ties. As many of the normal mode assignments were described pre-
viously in previous paragraphs, we limit ourselves to mention the
most intense EXP Raman activities and its CLA correlated modes:
the EXP peak at 1049 cm ™' corresponds to C61, 1031cm ™' EXP to
€59, 1015cm™' EXP to C57, 661 cm ™' EXP to C45, 919cm™ ' EXP
to €52, and 969 cm ™' EXP to C56. The two EXP peaks at 1311 and
1339cm ™" are ascribed to C71 and C72, respectively, the first in-
volving scissors and twisting motions of CH, groups of alendronate
and the second CH, twisting movements and C2C3C4C5 torsion
(Figure S5: CLA modes at 1346.80 and 1371.17 cm ™', corresponding
video files 1346_RAMAN and 1371_RAMAN).

€36, C37, C39, and C40 are related to the scissors and out-of-
plane motions of the phosphate groups and correspond to the
experimental peaks at 449, 467, 491, and 529cm ™, in respective
order, which belong or are near to the n, PO, HAP Raman band
(433cm ™). At 661 cm ™' in the EXP curve, we have a strong Raman
line designated to C45 and involving the stretching of the P6-C5
bond, which is not very pronounced in the IR spectrum. This result
can be compared to the Raman measurements of Becerril et al,>"!
which have studied the adsorption of fibronectin (a protein) on
HAP functionalized with alendronate. In this study, a C-P stretching
band was found at 659 cm ™', while P-O stretches were behind two
Raman lines at 968 cm ™' - and here we remark that in our results
we have assigned this band to the C56 normal mode at 961 cm™"
involving NC and CCC stretches, the nearest P-O stretch mode
occurring only at 1072cm™" (C59 normal mode). In contrast, the
smaller peaks at 829 and 867 cm ' in the experimental Raman
spectrum are associated to the C48 and C49 CLA vibrations, in
respective order, the first involving a HOPC torsion and water
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Figure 3. DFT-calculated Raman spectrum for a single alendronate mole-
cule interacting with three water molecules and a sodium atom (CLA), and
the measured Raman spectrum of the monosodium trihydrate alendronate
crystal (EXP). The symbols §, v, T, p, &, v, and y stand for scissoring, stretching,
torsion, rocking, out-of-plane, wagging, and twisting modes, respectively.

wagging, the latter consisting in PO bond stretches. At 1150,
1177, and 1184cm™', O-P-0 asymmetric stretches and scissors
vibrations of HOP groups dominate (C64, C65, and C66 normal
modes). Finally, small Raman maxima at 577 and 747 cm ™' can be
assigned to C43 and C46, with the mode with smallest wavenum-
ber corresponding to a HOCC torsion and water wagging.

Discussion

There is a consensus that IR and Raman spectroscopic analyses
are powerful tools for establishing the key material properties
contributing to bone strength and thus has helped to understand
better the changes which lead to bone weakening, as explicitly
stated by Paschalis et al,®?' and Morris et al.®®' The IR of
bones has n;, n; PO3~ bands related to apatite and HAP in the
960-1143 cm " wavenumber range. Raman and Fourier transform
IR microspectroscopy analyses were used to examine the intrinsic
bone material properties in iliac crest biopsies from women with
postmenopausal osteoporosis who were treated with either
alendronate (ALN) or risedronate (RIS),>¥ emphasizing the n, PO,
(410-460cm™") (n, is the symmetry bending vibrational mode)
and n; PO, (930-980 cm™") Raman bands. In particular, an IR spec-
troscopic assessment of the inflammation-mediated osteoporosis
model applied to rabbit bone was reported,®' as well as a nano-
FTIR chemical mapping of minerals in biological materials.*® A
microRaman spectral study of the PO, and COj; vibrational modes
in synthetic and biological apatites was published by Penel et al.=”!
On the other hand, a first principles study of the vibrational features
of hydroxylapatite and type A carbonated apatite was performed
by Ulian et al.*® and Raman spectroscopy was employed to inves-
tigate the interactions of bovine bone, HAP, and calcium hydrogen
phosphate with the HEDP bisphosphonate,*” being shown the
feasibility of using Raman spectroscopy to distinguish between
different complexes formed at the solid/solution interface. Juillard
et al” studied the molecular interactions between zoledronic acid
and bone tissue by using Raman microspectroscopy, finding
new and useful information on the impact of zoledronic acid on
bone composition at the molecular level to understand how
bisphosphonates improve bone strength. lafisco et al,™'’ by the
way, have carried out surface-enhanced Raman spectroscopy to
assess the adsorption of myoglobine on HAP nanocrystals function-
alized with alendronate, revealing that the covering of nano-HAP
crystals by alendronate inhibits the adsorption of myoglobin. In
another work, HAP-alendronate nanocomposites were character-
ized using Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),*? the
FTIR analysis being employed to confirm the incorporation of
alendronate within the composite. Pascaud et al,™ in a similar
line of research, have investigated the interaction between
tiludronate molecules and nanocrystalline apatite (AP), obtaining
their FTIR and Raman spectra, while zoledronate incorporation in
HAP nanocrystals was also detected using Raman spectroscopy
by Boanini et al..

Li et al™! have measured the IR spectrum of alendronate
functionalized mesoporous HAP nanoparticles for drug delivery.
Their IR absorption spectral curve (HAP-ALEND) is compared with
our experimental measurements (EXP) and theoretical calculations
(CLA) at the left side of Fig. 4. In particular, HAP-ALEND IR absorption
peaks at 1637, 2856, and 2925cm ™' can be related, in this order,
with the EXP peaks at 1770, 2959, and 3057 cm ™', the incorporation
of alendronate to HAP shifting the alendronate IR absorption
bands downwards by about 100cm ™' in the 1600-3100cm '
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Figure 4. Infrared and Raman spectra of hydroxyapatite with alendronate according with the DFT calculations using a single alendronate molecule
interacting with water and sodium in a geometry resembling the structure of crystalline monosodium trihydrate alendronate (CLA), experimental measure-
ments of this work (EXP) and spectral curves obtained from references®*! and,®"! respectively. Wavenumbers are sequentially matched in the Raman spectra.

wavenumber range. Besides, the CLA calculations indicate that the
HAP-ALEND IR absorption maximum at 1637cm™' must be
assigned to one of the two normal modes at 1620 (C80) and
1657 cm ™' (C83). The 1620 cm ™' normal mode corresponds to the
scissors movement of two water molecules, while the 1657 cm ™"
normal mode is assigned to NH, scissoring (the last assignment is
preferred by reference 45). The HAP-ALEND maximum at
2856cm ' corresponds to the CLA normal mode at 3197cm ™'
(C91) being assigned to an OH bond stretching. Reference 45, in
contrast, assigns the same absorption peak to a CH bond stretching.
In fact, such assignment matches the calculated C90 mode at
3183cm ™', but it just has a very small absorption intensity (1/140)
in comparison with the C91 mode. Finally, the HAP-ALEND
2925 cm™ ' band resembles the C92 mode at 3347 cm ™', which cor-
responds to OH bond stretch motions, diverging once more from
the CH stretch attribution proposed in the work of Li et al.™* These
differences are probably due to the incorporation of alendronate
into the HAP matrix.

The recent Raman measurements of Becerril et al®" in the
100-1500cm ™' range for alendronate bound to apatite are shown
at the right side of Fig. 4, HAP-ALEND curve. Bands at 659, 968, and
1048 cm ™" were assigned to stretchings nc_p, Np_ow)y and dp_op, re-
spectively, and their values are very close to the EXP data (differ-
ence of 3cm~' at most). Indeed, a one-to-one correspondence
can be made between the HAP-ALEND Raman maxima and the
EXP maxima, with the largest EXP wavenumber shift with respect
to the HAP-ALEND data occurring for the HAP-ALEND normal
mode at 446cm™' (EXP value of 467cm™", 21cm™" larger). This
peak can be assigned to the CLA wavenumber 475cm™ "' (C38)
and is related to wagging and scissors motions of the alendronate
phosphate groups. Overall, HAP-ALEND Raman lines occur at
wavenumbers slightly smaller (about —4 cm ™' average) in compar-
ison with the respective EXP lines. The CLA Raman bands, by the
way, are also shifted to smaller wavenumbers with respect to the
EXP bands in the 200-1040cm ™' range except for two bands
(475 and 675cm™"). Above 1040cm™, on the other hand, the
CLA Raman bands are slightly shifted to higher wavenumbers in

comparison with the related EXP bands. As a matter of fact, a
qualitative comparison of the Raman curves for the CLA, EXP, and
HAP-ALEND data also shows that the calculated spectrum is in
good agreement with the experimental data.

Conclusion

In summary, we have presented the results of experimental mea-
surements for the IR and Raman spectra for the MTA crystal, which
is the usual formulation of alendronate for the treatment of osteo-
porosis. A single alendronate molecule with three water molecules
and a sodium atom positioned initially in the same geometry of the
crystal within a continuum water solvation model (CLA geometry)
was used to perform theoretical calculations of both IR and Raman
spectra. Using the CLA IR absorption curve, we were able to detect
phosphate signatures in the main experimental (EXP) absorption
bands: at 1031 (OPO stretching), 1049 (OPO stretching), and
1131cm ™' (CP stretching), as well as 1177 (OPO stretching), and
1235cm™' (OPO stretching). However, an important set of bands
near 920cm ' can be ascribed to vibrations involving HOPO
torsion and water wagging. Important absorption bands also occur
near 460 cm ™' and 560 cm ™" with strong contributions from OPO
scissors motion and water vibrations. In comparison with the IR
data, the Raman EXP and CLA spectra are less structured, with
strongest Raman activity at 1049 cm~ ' (OPO stretching), and a
strong line at 661cm ™' (CP stretching). Other important Raman
lines which seem absent or very weak in the IR spectra occur at
449 (NCC scissors, OPO scissors), 969 (NC and CCC stretching
motions), 1311 (CH, rocking and twisting), and 1339 (CCCC torsion,
CH, twisting) cm ™", In comparison with experimental data available
in the literature for alendronate incorporated into HAP, the mea-
surements and calculations performed in this work suggest that,
for wavenumbers below 1500 cm ™, the interaction of alendronate
with HAP does not change significantly the alendronate vibrational
spectra, while for the wavenumbers within the 1600-3000cm ™"
interval the interaction with HAP shifts the normal mode
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wavenumbers downwards by about 100cm™'. The CLA Raman

spectrum in the 100-1500 cm

- range, on the other hand, is in

good qualitative agreement with the measured data.
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Phosphate group vibrational signatures of the osteoporosis drug alendronate
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The infrared (IR) and Raman spectra of the osteoporosis drug alendronate in the monosodium trihydrate alendronate crystal
were measured. In order to interpret them, density functional theory calculations were performed for the alendronate mol-
ecule unveiling relevant phosphate group signatures in the 400-1400cm ™" wavenumber range, especially IR absorption
bands at 1015, 1049, 1067, 1131, 1177, and 1235cm™" and Raman lines at 449, 661, and 969 cm™".
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APENDICE E - Tabelas complementares

Tabela 6: Assinalamentos dos modos IR e RAMAN mais importantes para o sistema de

alendronato em VAC. Numero de onda w estd cm™*.

1

N

w

Assinalamento

V18
V20
V21
V23
V25
V26
V27
V28
V30
V31
V32
V33
V34
V35
V36
V38
V39
V40
V42
V43
V45
V46
V47
V48
V49
V50
V51

420.35
457.80
474.80
513.39
549.29
577.06
622.39
791.42
841.35
876.27
911.98
927.55
966.70
1006.36
1014.05
1045.98
1079.02
1090.38
1122.32
1148.28
1201.25
1238.34
1245.60
1278.20
1318.16
1338.51
1360.24

509P6011, 6C4C508, pC3CACH, O9ICH011P6
TH26013P7C5, §012P7014

5C4C508, SN1C2C3

TH2408C5P6, $O12C5013P7, ¢P7CAP6CS
TH2408C5P6, p0O9C5011P6, pO14C5012P7
TH2408C5P6

5012P7014, §012P7013

WH22C4H23, 1v,P6C5PT

vP7013

~H20C3H21, 7H16N1C2H19, vC2C3, SH15011P6
v,010P6011

v,010P6011, vP6C5, SH22C4C3, SH18C2C3
rH25010P6C5, 1,010P6011

vN1C2, 1,010P6011, vC3C4, 7TH25010P6C5
v,010P6011, TH25010P6C5

vC508, v;012P7014

vs012P7014, §H26013P7

SH26013P7

vN102, 1,C3C4C5, TH15011P6C5
rH15011P6C5, vN1C2, vC3C4

SH22C4C3, §H18C2C3, pH15011P6, SH20C3C4
vP609

v,012P7014, vP609

§H22C4C3, §H18C2C3, THI6N1C2H18, yH22C4H23
§H22C4C3, sH18C2C3

~H22C4H23, SH15011P6, pH20C3C4
sH25010P6

Fonte: criada pelo autor.
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Tabela 7: Assinalamentos dos modos IR e RAMAN mais importantes para o sistema de

alendronato em PCM. Nuamero de onda w estd ecm™*.

1

N w Assinalamento

P19 424.97  609P6010, 6010P6011

P20 438.97 0010P6011, 6012P7013, §013P7014, $O12C5013P7
P24 521.19 6012P7014, 6013P7014

P25 542.12  609P6011

P26 636.08 v,C4C5P7

P27 678.69 TH25010P6C5

P28 756.86 TH26013P7C5

P30 818.34 vP7013

P32 848.13  v,C5P6010, vC3C4

P34 947.06 TH22C4C3C2

P35 977.93 v,N1C2C3, TH16N1C2C3, TH20C3C2N1

P36 990.94 v,C3C4C5, vP6011, vP7014, TH17TN1C2C3
P37 1048.32 v,09P6011, vC3C4, vP7014

P38 1056.54 1v,012P7014

P39*  1083.80 v,09P6011, vP7014

P41 1122.06 vC3C4, vC508

P42**  1154.32 v,012P7014, TH15N1C2C3, v,09P6011

P45 1203.57 1,09P6011, vP7012, 6H25010P6, §H26013P7
P46 1207.50 6H25010P6, 6H26013P7, v,012P7014

P48 1275.43 6H25010P6, dH26013P7, v,012P7014, v,09P6011
P49 1291.71 §H2408C5, yyH20C3H21

P51 1353.63 0H18C2C3, yyH18C2H19, dH2408C5, §H22C4C3

Fonte: criada pelo autor.

(P39*) vC2C3, vC3C4, vC4C5, vC508
(P42*) v(C2C3, vC3C4, vC4C5, vC508
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