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RESUMO

Hidrogéis sdo redes poliméricas tridimensionais ligadas entre si por reticulacbes
quimicas ou fisicas, e podem absorver 4gua ou fluidos bioldgicos. A estrutura permite que estes
materiais tenham altos niveis de hidrofilicidade e biocompatibilidade, que em conjunto com as
demais propriedades, fazem com que os hidrogéis sejam vistos como promissores biomateriais.
Devido a estas caracteristicas, hidrogéis possuem diversas aplicacfes voltadas as areas médica
e farmacéutica. Alguns hidrogéis apresentam um comportamento responsivo a variagcdes de

alguma condicdo do ambiente, sdo os chamados hidrogéis responsivos ou hidrogéis inteligentes.

Neste trabalho foi escolhido o polimero poli (vinil &lcool) funcionalizado com o
tripeptideo RGD. A investigacdo foi desenvolvida através de simulacdes de dindmica molecular
a fim de primeiramente observar a formacédo do hidrogel. Para entdo observar a influéncia do
tripeptideo, da temperatura e do pH na capacidade do polimero de absorver agua e em sua
estrutura. Para isso, foram realizadas analises de desvio quadratico médio estrutural, raio de

giro e ligacdes de hidrogénio.

As andlises de funcao de distribuicdo radial mostraram indicios da formacao de ligacdes
de hidrogénio, tanto de interacdes intramolecular como intermolecular. Enquanto as demais
analises mostraram que pode ocorrer comportamento responsivo para a temperatura de 310 K.
Quando a pH do meio passa de neutro para acido, ocorrem mudancas nas ligacdes de hidrogénio

€ na estrutura.

Estudos experimentais de hidrogéis ainda possuem algumas limitacdes, visto que certas
caracteristicas do material ndo podem ser determinadas com precisao. Através de métodos
computacionais medidas como a quantidade e localizacdo de reticulacGes e de peptideo podem
ser determinadas. Assim, estudos computacionais prévios ou posteriores podem ajudar a

esclarecer dados obtidos experimentalmente.

Palavras-chaves: hidrogel, poli(vinil alcool), RGD, dinamica molecular, pH.
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ABSTRACT

Hydrogels are three-dimensional polymeric network crosslinked to each other by
chemical or physical crosslinks, and can imbibe water or biological fluids. The materials
structure allows it to have high levels of hydrophilicity and biocompatibility, which together
with the other properties make them promising biomaterials. Due to these two characteristics
hydrogels have numerous biomedical and pharmaceutical applications. Some hydrogels have a
responsive behavior due to changes in their environment, the so-called stimuli-responsive

hydrogels, or “smart” hydrogels.

For this work the poli(vinyl alcohol) polymer functionalized with RGD peptide was
chosen. The work was developed using molecular dynamics simulations in order to observe the
hydrogel formation and also the influence of tripeptide, temperature and pH in water imbibe
capacity and polymer structure. For this analysis of root-mean-square deviation, radius of
gyration and radial distribution function was performed.

The analysis of radial distribution function showed signs of hydrogen bond formation
of both intramolecular and intermolecular interactions. Other analysis showed that
thermoresponsive behavior may occur for 310 K. When the environment pH value is modified

from neutral to acidic, changes occur in hydrogen bonds and structure.

Experimental studies of hydrogels have some limitations because some characteristics
of the material can’t be precisely determinated. With computational methods the amount and
the location of crosslinks and peptide can be determinated. Therefore, previous or posterior

computational studies can help to elucidate experimental data.

Keywords: hydrogel, poli(vinyl alcohol), RGD, molecular dynamics, pH.
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1. INTRODUCAO

Embora o uso de polimeros naturais ocorra ha séculos na Europa, ) foi somente no
século XIX que os primeiros polimeros semissintéticos foram criados. Nessa época, Hancock
e Goodyear desenvolveram concomitantemente trabalhos com a borracha natural e John W.
Hyatt fabricou a celuloide a partir de nitrato de celulose. Mais de quarenta anos se passaram,
até que no inicio do século XX Leo Baekeland criasse a baquelite, um dos primeiros polimeros
sintéticos. @ Desde ento, estas macromoléculas vém sendo utilizadas desde a fabricacdo de
tecidos (poliéster) até em transportes (borracha sintética ou natural) e construcéo civil (Cloreto

de polivinila).

Polimeros podem ser definidos como macromoléculas constituidas a partir de unidades
de mondmeros repetidas, ligadas covalentemente entre si e formados através de reacGes de
polimerizacdo. As reacdes podem dar origem a cadeias lineares ou ramificadas (Figura 1). Um
mesmo polimero pode ser classificado de diversas formas, dependendo do critério escolhido.

Na figura 2 sdo mostrados os principais critérios de classificacdo dos polimeros.

Linear s Ramificado Reticulado ——

Figura 1. Representacdo de polimero: (a) linear, (b) ramificado e (c) reticulado. ©

O comprimento da cadeia polimérica é definido pelo nimero de unidades de repeticdo
(incluindo grupos terminais) empregadas, ao qual é denominado grau de polimerizagéo (DP, do
inglés degree of polymerization). J& a massa molecular da cadeia polimérica é calculada como

um produto da massa molecular do mondmero e do grau de polimerizagdo.
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Figura 2. Classificacio dos polimeros. Adaptado de ® ¢ ©

A nomenclatura dos polimeros costuma ser complexa e obedece aos critérios da IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry). Muitos polimeros tém seu nome baseado
no nome da estrutura monomeérica que 0s constitui (Tabela 1). Esta acaba sendo a nomenclatura

usual, apesar de existir uma nomenclatura estabelecida pela IJUPAC.



Tabela 1. Estrutura e nomenclatura de polimeros. ("

Estrutura do Nome do Nomenclatura | Unidade de repeticdo | Nomenclatura Sial
S 1gla
monodmero monodmero usual polimérica IUPAC
. . . CH3 . .
CH3;CH=CH; Propileno Polipropileno i I l‘ Polipropileno PP
CH—CH,
n
- H H
Cloreto de Poli (cloreto de | ]
CH,=CHCI o o *?*ﬁ:f Poli(cloro etano) | PVC
vinila vinila) H o
CH2=CHCN | Acrilonitrila | Poliacrilonitrila M Poliacrilonitrila | PAN
CN
AN . L Poli (1-fenil-
Estireno Poliestireno f“ " PS
Jr(lj_(‘;Jr etileno)
H H

Com os avancos na sintese em Quimica Organica ocorridos no século XVIII e a cria¢do
do primeiro polimero sintético em 1907, uma nova gama de materiais poliméricos passa a ser
utilizada em procedimentos médicos — os biomateriais. (' Esses materiais eram empregados
com o objetivo de atingirem propriedades mecanicas desejadas e ao mesmo tempo,
apresentarem toxicidade minima. Biomateriais apenas comecaram a Ser vistos Como um campo
de estudo nas décadas de 1960 e 1970, quando foram realizados os primeiros simpdsios sobre

o0 tema e com a formacéo da Society of Biomaterials em 1975.

Dentre a ampla classe de biomateriais, 0s hidrogéis sdo bastante empregados como
biomaterial nas areas médicas e farmacéutica, devido principalmente a duas de suas
caracteristicas: quantidade de agua que estas moléculas conseguem reter e a sua
biocompatibilidade. ® Destacam-se as aplicagdes para a liberacio controlada de farmacos ©
e a engenharia de tecidos. ‘Y (2 Hidrogéis consistem em cadeias poliméricas reticuladas entre
si, formando redes tridimensionais. Existe um grupo de hidrogéis, denominados de hidrogéis
responsivos (ou inteligentes), que apresentam alteragbes em seu grau de intumescimento em
decorréncia de mudancas ocorridas no meio em que este esta inserido. As mudangas mais
estudadas costumam ser de temperatura e pH, mas também podem ocorrer em diversos outros

fatores, como quanto a presenca de eletrélitos, luz e campo elétrico.



Embora hidrogéis tenham sido alvo de indmeros estudos nos ultimos anos, métodos
computacionais sdo muito pouco empregados para prever o comportamento de um hidrogel.
Esse fato pode ser comprovado ao se realizar uma busca utilizando a palavra-chave “Hydrogel”
no banco de dados Web of Science (WOS). Como pode ser visto na Tabela 2, a soma de
resultados para trés categorias que englobem algum tipo de método computacional nédo
representa 0,3% do total de citagdes para o termo “hydrogel ”.

Tabela 2. Relagdo entre artigos cientificos que envolvam o termo “hydrogel” e os que além

disso, utilizem algum método computacional. (Pesquisa WOS junho/2016)

Categoria Ndmero de resultados encontrados
Hydrogel 47334

Computer Science 110

Medical Informatics 14

Mathematical Computational Biology 17

Métodos computacionais sdo uma boa alternativa, pois permitem construir e investigar
0s materiais em nivel molecular, assim como analisar propriedades geradas por modificacGes
na estrutura do material. Esta € uma opcdo que pode ser empregada tanto previamente a
realizacdo de experimentos em laboratorio, quanto posteriormente aos experimentos, buscando

justificar e/ou elucidar os resultados encontrados.

Além disso, é um método barato, quando comparado com os valores de reagentes e
polimeros empregados para formulacdo de hidrogéis. Uma metodologia bastante empregada
no estudo de sistemas biologicos é a Dindmica Molecular (DM), que possibilita prever

interacdes em nivel atdmico.

Com o intuito de aproximar a dindmica molecular e o estudo de hidrogéis poliméricos,
neste trabalho sera investigado o hidrogel formado pelo polimero poli(vinil alcool) modificado
com o tripeptideo arginina-glicina-acido aspartico (RGD) através de simulacGes
computacionais de Dindmica Molecular, com a utilizagdo do campo de forca AMBER. A
metodologia de escolha tornara possivel prever quais 0s pontos em que ocorrem as ligacoes de
hidrogénio entre as cadeias poliméricas, ou seja, as reticulagcdes que permitem a formagédo do

hidrogel. E, adicionalmente, o fato do hidrogel de poli(vinil alcool) ser retratado na literatura



como um hidrogel responsivo ao pH, 4 @9 (16) 7)) noder-se-4 observar a influéncia do pH na
estrutura e na capacidade de reter agua.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMATERIAIS

Segundo o National Institutes of Health (NIH) podemos definir um biomaterial como
“qualquer substancia (que ndo os medicamentos) ou combinacéo de substancias, de origem
sintética ou natural, que pode ser utilizada por qualquer periodo de tempo, como um todo ou
como parte de um sistema, que trata, aumenta ou substitui qualquer tecido, 6rgdo ou funcéo

do corpo, com o propésito de manter ou melhorar a qualidade de vida do individuo”. *®

Tratando-se de biomateriais, um importante conceito a ser abordado é o de
biocompatibilidade. As primeiras utilizagdes de biomateriais remontam aos egipcios e romanos
na antiguidade, com a utilizacdo de suturas de linho e ouro, além do uso de madeira e ouro
como dentes artificiais. ¥ Suas aplicacdes se intensificaram desde o inicio do século XX, e
somente na década de 1970 artigos comecaram a utilizar a palavra biocompatibilidade. ?® Uma
das definicdes mais citadas é retirada do Williams Dictionary of Biomaterials e diz que
biocompatibilidade ¢ “a capacidade de um material de realizar uma resposta apropriada no
hospedeiro em uma situacdo especifica”. ®Y No entanto, essa definicio é bastante vaga, e,
portanto, tem-se buscado uma defini¢cdo mais especifica. Uma alternativa € dada pelo professor
Buddy D. Ratner, que propos duas defini¢des: biocompatibilidade “a capacidade de um
material localmente provocar e guiar a cicatrizacao de feridas, reconstrucado e integracéo de
tecidos” e biotolerabilidade “a capacidade de um material de residir em um corpo por longos

periodos de tempo com apenas pequenos graus de reagdo inflamatoria”. ??

A era moderna de implantes na area médica remonta ao oftalmologista Harold Ridley,
gue na década de 1940, enquanto tratava de pilotos de caca, observou que o polimero poli (metil
metacrilato) poderia ser apropriado para o uso em lentes implantadas. Essa observacao levou
ao desenvolvimento das lentes intraoculares (IOLs, do inglés intraocular lenses) utilizadas
atualmente e que revolucionaram o tratamento para a catarata. Nessa mesma epoca, outras
evolucdes ocorreram nessa area, como o implante de quadril de John Charnley e o enxerto
vascular de Arthur Voorhees. @® O primeiro hidrogel desenvolvido para aplicacio biomédica
de que se tem relato na literatura foi desenvolvido em 1960 por Wichterle e Lim. Os autores
partiram do polimero 2-hidroxietil-metacrilato, e os estudos mostraram que esse material era

promissor para o uso em lentes de contato, artérias, entre outros. ¢4



Na tabela 3 s&o apresentados alguns usos desses materiais em medicina. > Esta area de

estudo mostra-se interessante devido a grande quantidade de materiais diferentes que podem

ser empregados e a interdisciplinaridade que a envolve. A area de biomateriais é na verdade,

uma interface entre quimica, engenharia quimica, ciéncia dos materiais, ciéncia de superficie,

mecanica, bioengenharia, biologia e medicina.

Tabela 3. Algumas aplicacBes de materiais sintéticos e naturais modificados em medicina.

Adaptado de @,

Aplicacéo

Tipo de material

Substituicao de articulagdes

Ti, liga Ti-Al-V, aco inoxidavel, polietileno

Placa Gssea para fixacao de fratura

Aco inoxidavel, liga Co-Cr

Cimento 6sseo

Poli (metil metacrilato)

Reparo de defeito dsseo

Hidroxiapatita

Tendao e ligamentos artificiais

Teflon, dacron

Implante dentério para fixacdo de dente

Ti, alumina, fosfato de célcio

Protese de vaso sanguineo

Dacron, teflon, poliuretano

Vélvula cardiaca

Carbono, aco inoxidavel, tecido reprocessado

Cateter

Borracha de silicone, teflon, poliuretano

Orgéos

Coracdo artificial

Poliuretano

Modelo para reparacao da pele

Compdsitos silicone-colageno

Rim artificial

Celulose, poliacrilonitrila

Substituicao coclear

Eletrodos de platina

Lentes intraocular

Poli(metil metacrilato), hidrogel

Lentes de contato

Silicone-acrilato, hidrogel

Bandagem de cérnea

Hidrogel, colageno

2.2 HIDROGEIS

Hidrogel, de acordo com a IUPAC, é um gel no qual o agente de intumescimento é a

4agua, e a rede normalmente é formada por polimero. ®® Uma das principais caracteristicas

desses materiais € sua capacidade de reter grandes quantidades de agua sem alteracdes em sua



estabilidade dimensional. Esta capacidade em reter 4gua deve-se aos grupos funcionais
hidrofilicos presentes na estrutura do polimero. Enquanto que as reticulagfes, ou seja, pontos
de fixacdo que interligam as cadeias poliméricas, podem ser quimicas (ligaces covalentes) ou
fisicas (ligacGes de hidrogénio, interacdes idnicas, etc), e sdo responsaveis pela estabilidade da
estrutura, mesmo no estado intumescido, impedindo que ocorra a dissolugdo. ?” Os grupos
acidos ligados as cadeias poliméricas desprotonam em pH elevado, enquanto os grupos basicos

s&o protonados em valores baixos de pH. ?®

Eles podem se apresentar em diferentes formas fisicas: forma solida moldada (lentes de
contato), matrizes de poO pressionado (comprimidos ou capsulas para ingestdo oral),
microparticulas (bioadesivos ou tratamento de feridas), revestimento (implantes, cateteres,
pilulas ou comprimidos), membranas ou folhas (reservatorio na liberacéo de medicamentos por
via transdérmica), liquida (que forma géis sob aquecimento ou resfriamento), entre outras. ?%.

A Tabela 4 apresenta uma lista com alguns hidrogéis e suas respectivas aplicagdes.

Tabela 4. Polimeros utilizados para a producao de hidrogéis e suas respectivas aplicacoes.
Adaptada de @,

Aplicacgdes Polimeros

Tratamento de feridas | Poliuretano, polietilenoglicol, polipropilenoglicol,
polivinilpirrolidona, 4gar, goma xantana, metilcelulose,

carboximetilcelulose, &cido hialurdnico

Liberacdo de | Polivinilpirrolidona, amido, poli(acido acrilico),
medicamento, carboximetilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, poli(vinil &lcool),
farmacéutica quitosana

Materiais dentarios Hidrocoloides, gomas

Implantes, engenharia | Poli(vinil alcool), poli(&cido acrilico), acido hialurdénico, colageno
de tecidos

Sistemas poliméricos | Poliésteres, polifosfazenos, polipeptideos, quitosana

injetaveis

Quanto a biocompatibilidade, hidrogéis e os produtos de degradacdo formados néo
devem ser toxicos, e preferencialmente, devem ser metabolizados e/ou excretados. Hidrogéis
costumam ter boa biocompatibilidade com os tecidos, visto que apresentam pouca tendéncia de

terem proteinas ou células aderidas a sua superficie. 1sso ocorre devido a pequena energia livre



interfacial, causada pela presenca da d&gua em sua superficie. Além disso, a natureza do material

e sua superficie macia minimizam irritacGes no tecido. ®

2.2.1 Classificagdo dos hidrogéis

Existem diversas classificacbes que podem ser empregadas para hidrogeéis. As classificacdes
podem ser baseadas na origem, método de preparacdo, tipo de reticulacdo, propriedades fisicas,
comportamento responsivo, entre outros. Na figura 3 sdo apresentadas algumas destas

classificacoes.

Bioquimicamente responsivos

- Responsivos aos antigenos

Quimicamente responsivos
- Responsivos as enzimas

Fisicamente responsivos

- Responsivos ao pH - Responsivos aos ligantes - Temperatura
- Responsivos a glicose - Pressdo
- Responsivos a espécies -Luz
oxidantes - Campo elétrico e magnético
Resposta
Reticulado quimicamente . Hidrogéis inteligentes
Reticulado fisicamente Reticulacio Pru}j;n.edades Hidrogéis convencionais
sicas
HIDROGEIS
Biodegradzvel . _ Hl:d.r Ogél:s copoh'mé_rico§
Nio-degradivel Degradabilidade Preparacio Hidrogéis homopoliméricos
= Rede interpenetrante
Fonte Carga iGnica
Natura Hidrogéis catifnicos
Sintético Hidrogéis anidnicos
Hibrido Hidrogéis ndo-idnicos

Figura 3. Classificagio dos hidrogéis. Adaptado de @9

Hidrogéis formados por polimeros de origem natural incluem proteinas e

polissacarideos. Esses materiais possuem diversas vantagens, como baixa toxicidade e boa



biocompatibilidade. Hidrogéis formados por polimeros sintéticos sdo tradicionalmente
preparados utilizando métodos de sintese quimica. Mas, recentemente, estudos tém reportado a
utilizacdo de engenharia genética e métodos biosintéticos para a elaboracdo destes materiais.
Petka et al Y estudaram um hidrogel com comportamento responsivo ao pH e a temperatura,

que utilizou métodos envolvendo DNA recombinante.

2.2.2 Metodos de reticulagdo
2.2.2.1 Hidrogéis reticulados quimicamente

Séo também conhecidos como hidrogéis termofixos ou permanentes e apresentam as
cadeias poliméricas covalentemente ligadas. Eles atingem um ponto de equilibrio de
intumescimento, o qual depende de alguns fatores como a interacdo polimero-agua e a
densidade de reticulagfo. 2 4 Estes hidrogéis podem ser formados com resisténcia mecanica
controlavel e maior estabilidade fisiologica, quando comparado com hidrogeis que possuem
reticulacdo fisica. As reticulagdes quimicas podem ser formadas durante ou depois da
polimerizacdo, como é visto na figura 4. A utilizagdo de dimetacrilatos como mon6meros leva
a formac&o de reticulacdo, com os dois metacrilatos incorporados a cadeia principal do polimero
em dois locais diferentes. Ja o glutaraldeido € bastante utilizado como um reagente que promove
areticulacdo ap6s a polimerizacdo. Outra forma de diferenciar as reticulacGes quimicas é quanto
ao modo pelo qual sdo formadas: com o auxilio de um agente reticulante, por radiacdo, enxerto
ou através de enzimas. ¥ Um maior tempo de degradacio destes hidrogéis pode ser atingido,

dependendo da natureza das ligacdes quimicas da molécula e das reticulacdes. ?®

Reticulacio e .
polimerizacio Reticulacio apés a
simultineas polimerizacao

Mondmero

Agente reticulante

RLF R

Hidrogel reticulado
quimicamente

Multifuncional

Reticulagéo

— ot
[
]

Figura 4. Métodos de preparacéo de hidrogéis reticulados quimicamente. Adaptado de ©%
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- Reticulacdo através de agente reticulante: neste tipo de configuracdo, as cadeias
poliméricas sdo interligadas com o auxilio de reagentes quimicos, resultando na formacao de
uma rede tridimensional. Um dos agentes reticulantes mais utilizados é glutaraldeido, no
entanto, este composto é conhecido por ser toxico. A reticulacdo direta em meio aquoso é
desejada, mas muitas vezes é necessaria a adi¢do destas moléculas potencialmente tdxicas para
iniciar o processo. Este é o caso do cianoborohidreto de sodio, utilizado para promover a
reticulacdo de poli(vinil alcool) e poli(etileno glicol) funcionalizados. Mas elas podem ser
encontradas em pequenas quantidades no produto final. Além disso, o destino destas moléculas
no corpo humano ainda ndo é bem conhecido. Por estes fatores, sua aplicacdo médica e
farmacéutica ainda é limitada. ®® No entanto, diversos trabalhos tém sido desenvolvidos
utilizando agentes reticulantes que apresentam toxicidade muito menor que o glutaraldeido.

Este é o caso de algumas moléculas, como a genipina ©” e o 4cido citrico. ¢®

- Reticulacgdo atraveés de radiacdo: Este método é bastante utilizado, visto que ndo utiliza
aditivos quimicos, além de manter a biocompatibilidade do polimero. Esta técnica depende da
producdo de radicais livres no polimero, seguido da utilizacdo de radiacdo de altas energias
(raios gama, raios x ou feixe de elétrons). O ambiente no qual se encontra o polimero, podendo
ser uma solucao diluida ©®, solucio concentrada “® ou estado s6lido “Y, interferem na acéo da
radiacdo (direta ou indireta). No caso de um ambiente aquoso (solucdo diluida) a acdo sera
indireta, pois a maior parte da radiacdo é absorvida pela dgua. A radiolise da dgua é responsavel
por gerar os radicais livres que poderdo interagir com o polimero. Para o caso do estado sélido,

ocorre a formacdo de radicais na cadeia pela acdo direta da radiacéo.

- Reticulacdo através de enxerto: este método envolve a incorporacdo de mondémeros a
um polimero ja formado, como é mostrado na figura 5. O crescimento de mondmeros
funcionalizados no polimero leva a ramificagdes, e posteriormente formam-se as reticulacdes.
A cadeia polimérica pode ser ativada através de: reagentes quimicos (enxerto quimico),
tratamento com radiacdo de altas energias (enxerto de radiacéo), reacdo fotoquimica, plasmas
ou enzimas. “? Said et al, estudaram a formac&o de hidrogéis de carboximetilcelulose/acido
acrilico através da irradiacdo com feixe de elétrons. *® Em outro caso, pesquisadores da
Universidade de Stanford e do Instituto Max Planck, elaboraram um material para uso em

implantes médicos, composto por um hidrogel enxertado em uma superficie de titanio. ¢4
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Material polimérico r\m
Tratamente quimico
Superficie ativada @

Exposigio 4 raios gama

Ezposigio a feixe de elétrons

Tratamente com plasma
i

Mondmero funcional

v Atmoszfera inerte
= .

Y

=
Superficie enxertada 5

Figura 5. Enxerto de um mondmero em um polimero pré-formado. ®

2.2.2.2 Hidrogéis reticulados fisicamente

Séo também conhecidos como hidrogéis termoplasticos ou reversiveis e as reticulacdes
entre as cadeias poliméricas provém de forcas secundarias, como a iénica, ligacédo de hidrogénio
ou interagBes hidrofébicas. Essas interacfes sdo ditas reversiveis pois podem ser rompidas
através de mudancas nas condigdes do ambiente (temperatura, pH, entre outras) ou aplicagdo
de tensdo. 2 @3 O interesse por esse tipo de hidrogel tem crescido recentemente e deve-se a
ndo utilizacdo de agentes reticulantes na sintese do hidrogel. Esses agentes podem comprometer
a integridade das substancias que se deseje encapsular, além de frequentemente serem
compostos toxicos que precisam ser removidos do gel antes que esse possa ser utilizado. ® No
entanto, estes hidrogéis também apresentam desvantagens, como por exemplo, sua estabilidade
in vivo que pode ser afetada devido a interacbes com funcdes corporeas, tanto fisioldgicas
guanto mecanicas. Exemplos destas fun¢des incluem suporte de peso, como no caso de 0ssos e
articulagdes, nos quais o material pode fornecer resisténcia mecénica insuficiente. Outro caso
leva em conta a mudanca subita de condi¢des do ambiente, como a concentracdo de ions e o
pH, que ocorrem em respostas inflamatorias, e podem levar ao colapso do gel. ¢ Também
existem algumas limitagc6es, pois € dificil resolver algumas varidveis, como o tempo de
formagc&o do gel, tamanho dos poros da rede e tempo de degradacdo. ?® Diversos métodos de

reticulacéo fisica estdo disponiveis: interacdes ibnicas, interacdes hidrofobicas, interacbes por
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ligagdo de hidrogénio, entre outros. Alguns métodos sdo apresentados na figura 6 e/ou descritos

abaixo.

- Complexagdo polimero-polimero (complexo coacervado): esse tipo de gel pode ser
formado pela mistura de um polimero catiénico com um polimero anidénico, como mostra a
figura 6. Esse método baseia-se no principio de que, por possuirem cargas opostas, 0s polimeros
irdo se manter juntos. Levando a formacdo de um complexo com solubilidade dependente da
concentracéo e pH da solucdo.

- Ligacdo de hidrogénio: hidrogéis reticulados por ligacbes de hidrogénio podem ser
obtidos diminuindo-se o pH da solugdo que contém um polimero com grupos carboxila.

- Aquecimento/resfriamento de uma solucdo polimérica: esse tipo de reticulacdo pode
ser formada pelo resfriamento de uma solucdo quente, como por exemplo, gelatina e
carragenina. O mecanismo de gelificacdo da carragenina envolve primeiramente a
transformacdo de uma forma colapsada para uma estrutura tipo hélice. Na etapa seguinte,

devido a presenca de cations, ocorre a formacéo de agregados, como pode ser visto na figura 6.
(45)

- InteracGes idnicas: polimeros idnicos podem ser reticulados pela adi¢do de contra-ions
di ou trivalentes. Na figura 6 pode ser visto o exemplo dessa interacéo entre 0s grupos aniénicos

do alginato e o cétion divalente Ca?".

- Congelamento/descongelamento: outra forma de obter a reticulacdo fisica de um
hidrogel é através do uso de ciclos de congelamento/descongelamento. Durante os ciclos ocorre

a formagc&o de microcristais na estrutura. ®

Uma terceira forma de reticulacdo consiste tanto em hidrogéis com reticulacGes
quimicas quanto fisicas. Eles tém sido empregados para superar possiveis desvantagens do uso
de hidrogéis com somente um tipo de reticulacdo. O material possui a propriedade de absorcao
de uma elevada quantidade de dgua em uma vasta faixa de pH, além de ser mais sensivel a
alteracbes do mesmo, se comparado com hidrogéis reticulados quimicamente. Em trabalhos
recentes, Cong et al. “® e Yalpani “” estudaram redes duplas de compoésitos grafeno-polimero

que apresentaram propriedades mecanicas superiores e habilidade de auto cura.
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Figura 6. Métodos de formacdo de reticulaces fisicas em hidrogéis via: (a) complexacéao
polimero-polimero, (b) ligacbes de hidrogénio, (c) interacbes hidrofébicas, (d) interacGes

cabeca-cauda (e) interacdes idnicas e () reconhecimento molecular especifico. Adaptado de ?9
e (39)

2.2.3 Hidroggis responsivos

Existe uma categoria de hidrogéis que apresenta um comportamento responsivo a
mudancas do ambiente. Esses hidrogeis apresentam mudangas no intumescimento, estrutura da
rede, permeabilidade e/ou forca mecénica em virtude de pequenas mudancas ocorridas no
ambiente. Tais materiais podem ser chamados de hidrogéis inteligentes, ambientalmente
sensiveis ou hidrogéis responsivos. Esses hidrogéis ainda podem ser classificados quanto ao

tipo de estimulo, que majoritariamente possui origem quimica ou fisica, como é mostrado na
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figura 7. Os dois estimulos mais amplamente estudados sdo o pH (estimulo quimico) e a
temperatura (estimulo fisico). Recentemente, os estimulos bioquimicos foram classificados em
uma terceira categoria (como mostrado na figura 7), na qual ocorre o comportamento
responsivo a antigenos, enzimas e outros agentes bioquimicos. Esses materiais possuem a maior

parte de suas aplicacdes nas areas farmacéutica, biotecnolégica e médica. 48

. . Hidrogéis Hidrogéis Hidrogéis i &
Hidrogéis tres nrglsi\'os res otgmi‘.'ns fes nﬁsiﬁ'ns Hld.rnge%s
pH-responsivos P pe espo TESpOnsvos

a glicose a antizenos 4 enzimas a lizantes
Hidrogzéis Hidrogéis
Com resposta com resposta
quimica bioquimica
[
Hidrogéis
mteligentes
Hidrogzéis
com resposta
fisica
. .- . .- . .. Hidrozeis Hidrogzais . ..
Hidrogeis Hidrogeis Hidrogéis Be et Hidrogeis
= = = 1esponsivos Tesponsivos =
responsivos fesponsivos responsivos responsivos
apressdo a temperatura ao ultrassom 20 campo 20 campo a tuz (UV, IV)
magnético elétrico i

Figura 7. Classificagio dos hidrogéis responsivos. Adaptado de “®)

Estes materiais tém sido amplamente utilizados na liberagdo controlada de
medicamentos. N&o somente por envolverem o medicamento, formando uma espécie de
barreira para protegé-lo do ambiente, mas por poderem fazer a liberacdo de forma controlada
através de mudancas na estrutura do gel em reposta a mudancas do ambiente. Kozlovskaya et
al. @9 relataram em 2014 a utilizagdo de hidrogel de poli(acido metacrilico), um hidrogel pH
responsivo, para a liberacéo controlada de doxorrubicina (remédio utilizado no tratamento de

cancer).

Embora o mais comum seja que o hidrogel apresente apenas um comportamento

responsivo, tem-se desenvolvido hidrogéis formados por copolimeros, a fim de que apresentem
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um comportamento responsivo duplo. Kim et al. desenvolveram em 2004 um copolimero de
poli (&cido acrilico)/acido poli(vinil sulfénico) que apresentou comportamento responsivo tanto
a temperatura quanto ao pH. %

O comportamento intumescido/colapsado no gel é regido pela limitada difusdo do
polimero em &gua. Assim, o inverso da taxa de difusdo é proporcional ao quadrado do tamanho
da cadeia. Algumas estratégias podem ser empregadas a fim de aumentar a resposta do gel.
Devido a dependéncia da difusdo, diminuir o tamanho do gel é uma forma de atingir uma
cinética rapida. Outra forma seria elaborar um gel heterogéneo, de modo que a estrutura
contivesse microporos, para aumentar a superficie de contato entre polimero e solvente. 9

Os hidrogéis também podem responder a mudangas no ambiente alterando sua forma ou
tamanho. Na tabela 5 sdo apresentadas algumas mudancas do hidrogel em resposta ao meio no

qual ele esta inserido.

Tabela 5. Exemplos do comportamento responsivo de hidrogéis a mudancas de fatores

ambientais. Adaptada de ©°

Hidrogéis podem responder a:

pH

Temperatura

Composic¢éo do liquido

Se o hidrogel for i6nico

Se o hidrogel puder formar
interacdes hidrofobicas ou

agregacao de cadeias

Se 0 ambiente no qual ele
esta inserido contiver nao-

solventes e sais

Com o aumento do pH

Comoaumentoda T

Com mudancas no meio de

intumescimento

Intumescimento aumenta em

Solubilidade diminui para

Intumescimento diminui

hidrogéis anidnicos  que | derivados de celulose, como | bruscamente para hidrogéis
contenham grupos carboxila | polimero que contenham | ibnicos, com o0 aumento da
grupos metil ou hidroxipropil | concentracdo de néo-

solvente e sais
Intumescimento diminui em | Solubilidade aumenta em | Intumescimento diminui
hidrogéis catidbnicos que | hidrocoloides, como gelatina | moderadamente para

contenham grupos amino

e agar-agar

hidrogéis ndo-iénicos com o
aumento da concentracdo de
ndo-solvente e sais (e sua

valéncia)
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2.2.3.1 Hidrogéis pH-responsivos

Os hidrogéis pH-responsivos possuem grupos idnicos nas ramificacfes de sua cadeia
carbonica, os quais, podem receber ou doar prétons (H") como resposta a mudangas de pH do
meio. Y Com a mudanga do pH, o grau de ionizagdo destes hidrogéis é bastante afetado em
um pH especifico, conhecido como pka ou pks. Essa rapida mudanca na carga de rede das
ramificacdes ionizadas provoca transicao repentina do volume, devido a criacdo de forca de
repulsdo eletrostatica entre os grupos ionizados. Hidrogéis pH-responsivos podem ser divididos
em dois grupos: hidrogéis aniénicos e catidnicos.

Os primeiros possuem grupos como acidos carboxilicos 2 ou sulfénicos ©2 enquanto
0 segundo apresenta grupos amino ¥ nas ramificacdes. No caso dos anidnicos, a desprotonaco
ocorre quando o pH do meio esta acima do pka, causando um nimero maior de cargas fixas e
aumento da repulsdo eletrostatica entre as cadeias. Com isso, tem-se aumento da hidrofilicidade
e, consequentemente, aumento no intumescimento do hidrogel. Para os hidrogéis catidnicos a
ionizacdo ocorre quando o valor € menor que o0 pky. Entdo, em um meio com pH baixo, ocorre
0 aumento da ionizacéo, resultando em um aumento do intumescimento, devido ao aumento da
repulsio eletrostatica. ¢

Dois grandes fatores controlam o grau de intumescimento deste tipo de hidrogel. O
primeiro refere-se as propriedades do polimero (carga idnica, pka e pky dos grupos ionizaveis,
densidade de reticulacdo, entre outros) e o segundo refere-se as propriedades do meio de
intumescimento (pH, forga idnica, contra-ion e sua valéncia). “® Na figura 8 é possivel
visualizar o comportamento responsivo ao pH. Este tipo de hidrogel responsivo tem sido
bastante usado no desenvolvimento de formulagdes de liberacdo controlada para administracdo
oral, devido ao pH mais acido (< 3) encontrado no estémago, quando comparado com o pH

neutro do intestino por exeplo. ?%
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Polimero Polimero
Catiénico pH alto Anidnico

enrolado colapsado alongado @

S

alongado intumescido enrolado colapsado

pH baixo

Figura 8. Comportamento pH-responsivo de hidrogéis e solubilidade de hidrosol anidnico e

catidnico. Adaptado de ©°

2.2.3.2 Hidrogéis termorresponsivos

Como variagOes de temperatura podem ocorrer naturalmente e o estimulo & temperatura
pode ser facilmente controlado, esse tipo de hidrogel tem atraido bastante a atencdo de
pesquisadores e é um dos mais estudados. & 7) (8) (59)

Esse grupo também pode ser dividido em duas categorias: sistemas termo sensitivos
positivos e negativos. Um hidrogel positivo possui uma temperatura de solucao critica superior
(UCST, do inglés upper critical solution temperature), abaixo da qual ocorre a contragéo do
hidrogel. Os hidrogéis negativos possuem uma temperatura de solucéo critica inferior (LCST,
do inglés lower critical solution temperature), e caso o sistema seja aquecido acima desta
temperatura, ocorre a contragio do hidrogel. ®> Esse comportamento é resultado de um balango
entre ligacBes de hidrogénio e interagBes hidrofobicas. Abaixo da LCST as ligacbes de
hidrogénio prevalecem, e, portanto, o polimero é solGvel. Enquanto que acima da LCST as
interaces hidrofobicas prevalecem e o polimero € insoltvel na agua. Como pode ser visto na
figura 9, esses hidrogéis também podem ser chamados de termorresposivos inversos. Estes
hidrogéis tém sido empregados pela industria farmacéutica na elaboracdo de medicamentos
injetaveis, pois fazem a transicao sol-gel quando em contato com o corpo humano (dependendo

da temperatura de transicéo sol-gel da molécula). G
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No estado intumescido, as moléculas de &gua formam ligagdes de hidrogénio com os
grupos polares do polimero no interior do hidrogel e se organizam ao redor dos grupos
hidrofobicos. Na temperatura de solucgéo critica, a ligacao de hidrogénio resultante da interacéo
agua-polimero se torna desfavorecida em relacdo as interac@es polimero-polimero e agua-agua.

Isto leva a liberagéo da gua para fora do hidrogel e resulta no encolhimento da estrutura. 2

Temperatura alta

intumescido

colapsado solivel

insoltvel

colapsado

intumescido insoltvel

Temperatura baixa

Termoresponsivo inverso  Termoresponsivo direto

Figura 9. Comportamento termorresponsivo de hidrogéis e solubilidade do hidrosol. Adaptado
de (35)

2.2.4 Agua em hidrogéis

A dissolucdo de um polimero ocorre em duas etapas: na primeira, as moléculas do
solvente difundem através da matriz polimérica, formando um estado intumescido (denominado
gel). Na segunda etapa ocorre a dispersdo das moléculas em uma solucdo. A solucdo é formada
guando a interacdo polimero-solvente é favorecida em relacdo as interacdes polimero-polimero
e solvente-solvente. Se o polimero utilizado for hidrofilico e o solvente for 4gua, o produto da
interacdo entre estas duas espécies sera chamado de hidrosol. Esta interacdo depende de
diversos fatores: estrutura do polimero, presenca de ions, grupos funcionais, temperatura, pH,
entre outros. A dissolucdo pode ser impedida pela adicdo de reticulagbes ao polimero - um

hidrosol reticulado é chamado de hidrogel. ¢

A capacidade de intumescimento de um hidrogel pode ser determinada pelo espaco

interno da rede polimérica, disponivel e capaz de conter &gua. Uma das bases que determina o
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intumescimento sdo as forcas de interacdo polimero-agua. Quanto mais hidrofilica a estrutura
do polimero, mais fortes se tornam estas interac6es, devido aos grupos funcionais hidrofilicos
presentes. No caso do hidrogel possuir grupos idnicos, ocorre a osmose, devido a diferenca de
concentracdo de ions no interior do gel e na solucdo. A carga ibnica da estrutura gera a repulsao
entre as cadeias poliméricas em solucéo aquosa e resulta em significativa expansao de espaco
para absorver agua. As trés forcas tratadas acima (interaces polimero-agua, elastica e osmose)
resultam em expans&o da rede do hidrogel. €%

A primeira parte das cadeias poliméricas a ser hidratada sdao os grupos hidrofilicos
polares e estes configuram a primeira camada de solvatacdo. Com isso, a rede comega a
intumescer, e acaba por expor os grupos hidrofébicos, também capazes de interagir com as
moléculas de agua, levando a formacéo da segunda camada de solvatacdo. A combinacao destas
duas camadas pode ser chamada de camada total de agua (ou camada total de solvatacdo). A
rede acaba absorvendo uma quantidade adicional de agua, devido a uma forca motora osmética
das cadeias, no sentido da diluicdo infinita. No entanto, esta diluicdo infinita é evitada por forgas
de retracdo elasticas da rede, que se originam das reticulacbes. O balanco entre a forca de
retracdo e a forca de diluicdo infinita estabelece um equilibrio de intumescimento (figura 10).
Essa quantidade adicional de d4gua pode ser chamada de “agua livre” ou “agua bulk”, e assume-

se que ela preencha os espagos entre as cadeias e/ou macroporos.

forcaz de intumescimento:
forcas dizselugio do pelimero,
gldsticas elstrostatica, czmotica

cotformagio colapsada

reticulagtes

conformacio estendida

Figura 10. Forcas de intumescimento em hidrogéis. Adaptado de ©©

Caso as reticulacdes ou as cadeias poliméricas sejam degradaveis (ligagOes instaveis), o
passo seguinte é a desintegracdo e/ou dissolucdo. Esse processo depende da natureza e da
composicdo do hidrogel. ® Um hidrogel biodegradavel ¢ Gtil caso a aplicagdo desejada seja

para engenharia de tecidos, cicatrizagdo de feridas ou libera¢do de medicamentos.
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2.2.5 Caracterizacdo dos hidrogéis

Diferentes técnicas podem ser empregadas na caracterizacdo de hidrogéis. Eles
normalmente sdo caracterizados por sua capacidade de absorver liquidos (intumescimento
termodinamico), a razdo com que o liquido é absorvido pela estrutura (intumescimento
cinético), e suas propriedades mecanicas no estado hidratado (resisténcia mecanica do estado

hidratado). Na tabela 6 sd0 mostrados fatores que afetam as propriedades dos hidrogéis.

Tabela 6. Mudangas nas propriedades do hidrogel devido a estrutura do hidrogel e composi¢éo
do liquido. Adaptado de

Capacidade de | Razdo de intumescimento 7 | Resisténcia mecanica do

intumescimento 1

estado hidratado 1

Estrutura  do  hidrogel:
polimeros bastante
hidrofilicos, polimeros
ibnicos  contendo  ions
monovalentes, baixa
densidade de reticulacéo,

reticuladores hidrofilicos

Estrutura do hidrogel: mais

hidrofilico, maior densidade

de reticulacéo, maior
porosidade, poros
interconectados.

Estrutura do hidrogel: menor
porosidade, mais
hidrofobicidade,

densidade de reticulagao

alta

Composicdo do liquido: mais
solvente, menos sais, baixa
forga idnica, menor nimero

de cations di e trivalentes.

Composicdo do liquido: mais
solvente, presenca  de
melhoradores de permeacao
mais

para hidrogéis

Composicdo do liquido: mais

ndo-solvente, mais sais.

hidrofébicos.

Os mais importantes parametros que definem a estrutura e propriedades de
intumescimento do hidrogel sdo a fracdo volumétrica de polimero no estado intumescido (V2,s),
a massa molecular de cadeias poliméricas entre reticulagdes (M,) e a correlagdo entre duas
reticulagdes adjacentes (&). A fracdo volumétrica de polimero no estado intumescido mostra a
quantidade de liquido que pode ser absorvida nos hidrogéis e é descrita como uma razdo do

volume do polimero (Vp) e 0 volume do gel intumescido (Vg), como mostrado na equacao 1.
(61)
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VZ,S = E (eq 1)
A massa molecular de cadeias poliméricas entre reticulacdes representa o grau de
reticulacdo da rede do hidrogel. A M, pode ser calculada segundo a equacgdo de Flory-Rehner

(equacdo 2) para um hidrogel neutro e na auséncia de solvente.

1 2 (Vll)[ln(l_”2,5)""’2,5"')(12”22,5] )
—_— = = - €q.
M. My b33 T2s (eq. 2)

Onde, M,, é a média de massa moléculas das cadeias poliméricas lineares, v é 0 volume
especifico do polimero, V; é o volume molar de agua, y;, é o parametro de interacdo polimero-
agua. Peppas et al ¢ modificaram a equacdo de Flory-Rehner para hidrogéis preparados na

presenca de agua, e chegaram a equagéo 3.

1 2 Vil[ln(l_Vz,s)+V2,s+X12v22,s]

—= — - ‘ (eq. 3)

1
V2,s\3 V25
v2orl\zns) 2o
v2,r 2v2,r

Onde, v, , € a fracdo volumétrica do polimero no estado relaxado (estado do polimero

logo apds a reticulacdo, mas antes do intumescimento).

Por altimo, temos correlagdo entre duas reticulagdes adjacentes (§) ou dimensdo na
malha, e que pode ser descrita segundo a equacéo 4. Esse parametro permite a medida do espago

disponivel entre as cadeias poliméricas.

1

§ =0, i = QPEH? (e 4)

Onde, (12)'/2 é a raiz quadréatica média da distancia de ponta a ponta das cadeias da
rede entre duas reticulac6es adjacentes em um estado ndo-perturbado. Ela pode ser determinada

segundo a relacdo apresentada na equacao 5.
—< 2M,
(rTHV? = L(C,N)/? = () 12 (eq. 5)

Onde, Cn é a razdo caracteristica de Flory, | € o comprimento de liga¢do ao longo da

cadeia principal do polimero, N é o nimero de ligacOes entre reticulacdes adjacentes e Mr é a
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massa molecular das unidades de repeticdo que comp&em o polimero. ®V A dimensio de malha
é afetada por diversos fatores, como grau de reticulacdo, estrutura quimica dos monémeros

presentes e estimulos externos.

As cadeias poliméricas de um hidrogel interagem com as moléculas de solvente e
tendem a expandir até um estado totalmente solvatado, enquanto a estrutura de reticulacGes
aplica uma forca retrativa para puxar as cadeias. O equilibrio € atingido quando estas forcas de

expansao e retracdo se equivalem, ?9 €3)

InGmeras técnicas podem ser empregadas na investigagao das propriedades de superficie
dos hidrogéis. Microscopia de forca atdbmica (AFM, do inglés atomic force microscopy) e
microscopia eletrénica de varredura (SEM, do inglés scanning electron microscopy) sao
utilizadas para analisar a topografia da superficie, e, no caso da primeira técnica, ainda pode ser
empregada na investigacdo de propriedades mecéanicas em nivel molecular, pela compresséo

com a ponteira do aparelho.

Existem ainda métodos que podem ser utilizados para estimar as quantidades relativas
de agua livre (ou bulk) e das camadas de solvatagdo, enquanto fracdes do total de agua presente
do hidrogel. Os mais utilizados para esta finalidade sdo: Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC, do inglés differential scanning calorimetry) e Ressonancia Magnética Nuclear (NMR,
do inglés nuclear magnetic ressonance). Analise termogravimétrica e difracdo de raios X sdo
utilizadas para a confirmacdo da formacdo de reticulacdes na estrutura. ®® Uma importante
técnica de caracterizacdo utilizada para reticulacdo por radiacdo é a analise sol-gel, que permite
estimar parametros como rendimento de reticulacdo e degradacdo, entre outras. E, permite

correlacionar os parametros com algumas propriedades fisico-quimicas. ®

As propriedades mecanicas dependem da composicao e estrutura dos hidrogéis. Os géis
formados por polimeros séo considerados estruturas fracas, pois sao macios e frageis, além de
ndo suportarem grandes deformac6es. Isto se deve ao fato dos géis ndo serem formados por
redes poliméricas totalmente conectadas e possuirem heterogeneidades. O desempenho
mecéanico dos hidrogéis pode ser medido através de seu mddulo de elasticidade. No caso destes
materiais, a avaliacdo é feita por cisalhamento ou compresséo, e ndo por alongamento, devido
a sua pouca deformabilidade. As propriedades mecanicas nos hidrogéis sdo afetadas pela
composicao, densidade de reticulagcdo, condi¢Ges de polimerizacgdo e grau de intumescimento.
Além disso, a resisténcia mecanica dos hidrogéis frequentemente provem totalmente das

reticulagbes. ?%
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Novos materiais estdo sendo desenvolvidos, buscando justamente melhorar estas
propriedades. Em 2003, Gong et al. ®¥ utilizaram combinag@es diferentes de polimeros para
criar redes duplas (DN, do inglés double network) de géis. As DN apresentaram valores
melhores para as propriedades mecanicas medidas, como por exemplo, a tensdo suportada pela
DN ter sido 20 vezes maior que de seus componentes sozinhos. Esses materiais abrem novas
possibilidades de utilizagdo para os hidrogéis, como substitutos de cartilagem articular, tend@es,

ligamentos e outros. 5 (66)

2.2.6 Hidrogéis de poli (vinil alcool)

O polimero poli(vinil &lcool), também conhecido pela sigla PVA, é um composto poli-
hidroxi, solvel em 4gua e ndo-iénico. E um material bastante estudado e utilizado como
hidrogel com finalidade médica € 68 69 e farmacéutica, ™ ®devido a sua biocompatibilidade,
n&o-toxicidade e suas propriedades de gelificacdo. > Em trabalho publicado em 2002, Wan et
al desenvolveram um stent para valvula cardiaca com PVA, que apresenta melhores

propriedades mecanicas e possui maior vida util do que o stent usado na mesma época. ('?

O hidrogel pode ser formado através de métodos de reticulagdo quimica ou fisica, sendo
que os reticulados fisicamente apresentam a vantagem de ser biodegradaveis, e, portanto,
apresentam diversas aplicacdes biomédicas. Esse polimero pertence ao grupo dos hidrogéis pH-

responsivos e a estrutura de seu mondmero pode ser visualizada na Figura 11.

oH

CH, — CH

n

Figura 11. Estrutura do monémero de poli(vinil &lcool). 62

Estudando sistemas de liberacdo controlada de medicamentos, em 2010 Hua et al.
utilizaram Ca?* como agente reticulante e ciclos de congelamento/descongelamento para
preparar hidrogéis de alginato de sédio/poli(vinil alcool) (SA/PVA). Os pesquisadores visavam
aumentar a eficiéncia de encapsulamento de farmacos e melhorar o intumescimento do sistema.

Os resultados foram comparados com um sistema que continha somente o alginato de sodio
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reticulado com Ca?*, e foi observada melhora das propriedades desejadas. ™) Em outro caso de
2009, Tripathi et al. desenvolveram um revestimento antimicrobiano de quitosana e PVA
reticulados com glutaraldeido, para ser utilizado em embalagens de alimentos. Apos analises
de XRD (difracéo de raios X), SEM, DSC e TGA, o filme produzido mostrou-se eficaz contra

trés tipos de bactérias encontradas nesse meio e parece ser promissor para esse tipo de aplicagéo.
(73)

No entanto, o0 PVA puro ndo apresenta propriedades tdo atrativas, visto que tanto seu
intumescimento quanto a capacidade responsiva sdo baixos. ™ @4 Por isso, a fim de obter
melhores resultados e ampliar as possibilidades de utilizacdo deste material, muitas vezes ele é
funcionalizado e/ou colocado junto a outro polimero. Khan et al utilizaram hidrogéis de
quitosana de baixa viscosidade (LVCS) e PVA reticulados por glutaraldeido. O comportamento
de intumescimento foi investigado através de mudancas no valor do pH, composicdo polimérica
e grau de reticulacdo. Foi observado que o intumescimento aumenta com o aumento do
conteddo de PVA na estrutura em solugdes com valores maiores de pH. J& com o aumento de
LVCS, o aumento de intumescimento ocorre em valores de pH acido. Esse comportamento é
motivado pelos grupos funcionais das duas espécies. Também foi observado que o
intumescimento diminui com o aumento de reticulacdes. Estes resultados foram importantes

para avaliar-se a influéncia dessas propriedades na liberacio de medicamentos. ©

Uma das modificacdes empregada em diversos estudos, € a adi¢do de peptideos aos
grupos hidroxila do PVA. ™ Quando a propriedade desejada é a adesdo celular, a menor
sequéncia peptidica que pode ser utilizada para esta finalidade é arginina-glicina-acido
aspértico (RGD). ™ Schmedlen et al. em 2002 investigaram hidrogéis de PVA fotoreticulados
e modificados com o tetrapeptideo RGDS (arginina-glicina-acido aspartico-serina). Além disso,
foram “semeados” fibroblastos no interior do hidrogel, e estes mantiveram sua viabilidade
durante duas semanas de cultura. Observou-se que o hidrogel modificado auxiliou na adeséo e
espalhamento dos fibroblastos, e, portanto, mostrou-se promissor para aplicacdes em
engenharia de tecidos. "® Kawaze et al imobilizaram o tripeptideo GHK (glicil-histidil-lisina)
na superficie de um gel contendo PVA. Hepatocitos isolados de ratos foram entéo inoculados
no GHK imobilizado, e colocados em cultura, na qual observou-se a agregacdo destes
hepatdcitos. Enquanto o agregado ficou firmemente aderido a superficie do gel por todo o

tempo da cultura, praticamente n3o foi constatada adesdo ao GHK ndo imobilizado. ('®
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Em um trabalho de 2014, Wang et al. utilizaram trés diferentes derivados de
aminoacidos (glicina, alanina e valina) ligados a algum dos grupos hidroxil do PVA. Foi
observado que esses derivados de PVA apresentavam comportamento termorresponsivo, e que
a temperatura de transicdo de fase poderia ser modulada pela variacdo do grau de substituicdo
ou do derivado de aminodcido. Essa estrutura mostrou-se uma boa opg¢do para dispersdo de

nanoparticulas de ouro. "

Embora sejam poucos, é possivel encontrar alguns trabalhos que realizem estudos de
simulacdo por dinamica molecular com PVA. Chiessi et al. em 2007 estudaram um hidrogel de
PVA reticulado quimicamente, com alto grau de hidratacdo e simulado em uma temperatura de
323K. A anélise da trajetoria possibilitou observar aspectos como as liga¢6es de hidrogénio e a
difusdo de agua na rede. Os resultados da simulagdo foram validados por comparagcdo com
resultados experimentais de espalhamento de néutrons do mesmo sistema. ® Em outro estudo,
Sun et al. em 2014 simularam um hidrogel quimicamente reticulado de PVA modificado com
um peptideo. Na simulagédo esse composto interagia com o medicamento trastuzumab (utilizado
no tratamento do cancer de mama). O sistema foi simulado em dois valores de pH (neutro e
acido), e o complexo proteina-hidrogel apresentou rapida resposta a mudanga do pH. Segundo
0s autores, os resultados obtidos com o estudo trazem uma nova perspectiva para a elaboracao

de novos hidrogéis com propriedades desejadas. 4

2.3 INTERACAO BIOMATERIAL E MEIO AMBIENTE
2.3.1 Matriz extracelular

O espaco entre as células € preenchido por um material extracelular que forma uma
espécie de rede de macromoléculas, constituido por proteinas e polissacarideos, produzidos e
secretados pelas células. Essa rede de macromoléculas € chamada de matriz extracelular (MEC)
e pode ser visualizada na figura 12. Na MEC s&o encontrados diferentes tipos de
macromoléculas: colageno e elastina (responsaveis pela estrutura e elasticidade de varios
tecidos), fibronectina e laminina (responsaveis pela adesdo matriz-célula) e cadeias de
polissacarideos que formam uma espécie de gel hidratado, resistente a compressdo e que
permite a difuséo de nutrientes e hormdnios. A MEC constitui a interface entre a célula e um

biomaterial. Mas a matriz ndo € um meio inerte, e desempenha fungbes como suporte,
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resisténcia, tensdo e organizacgdo estrutural para os tecidos. Além disso, ela € fundamental para
a adeséo das células com componentes da MEC e comunicacao celular, (/%) €9 1)

Molécula de Complexo
proteoglicano proteoglicano Fibra de colageno

Molécula de <7
polissacarideo \((/ F vs

L >\ Il \//
—; N AS &
c ),
i Z ~ -
77 S ) Matriz extracelular
PR . |
3

Matriz intracelular

Membrana
plasmatica
CITOPLASMA

Integrina Microfilamentos de citoesqueleto

Figura 12. Componentes da matriz extracelular. Adaptado de €2

Embora polimeros normalmente sejam estudados para utilizacdo como biomateriais, em
2015 Nafea et al. propuseram a incorporacéo de heparina e gelatina em uma rede de PVA para
simular um modelo simplificado de matriz extracelular. A estrutura mostrou-se estavel e
manteve as caracteristicas do polimero. A incorporacdo de moléculas bioldgicas permitiu
suplementar o hidrogel de PVA com novas funcionalidades, importantes na proliferacdo
celular. A estrutura mostrou-se promissora para diversas aplicagdes biomédicas, incluindo

implantes de células artificiais.

2.3.2 Aminoécidos

Existem 20 amino&cidos que sdo comumente encontrados em proteinas e todos eles sao
ditos a-aminoacidos. Séo assim chamados pois possuem os 4 grupos ligados ao carbono central
(carbono a). Em comum todos apresentam um grupo carboxila (-COOH), um grupo amino (-
NH.) e um &tomo de hidrogénio. Como pode ser visto na figura 13, o que os difere s&o suas

cadeias laterais (grupos R) que possuem tamanho, estrutura e carga elétrica diferentes. ¢4 5
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Figura 13. Os 20 aminoacidos. As estruturas correspondem a forma predominante em pH
neutro. A porcdo ndo sombreada das moléculas corresponde a estrutura comum a todos 0s

aminodacidos, enquanto a parte sombreada representa o grupo R de cada molécula. ©°

Para cada um destes aminoacidos foram atribuidas trés nomenclaturas diferentes (que
podem ser vistas na tabela 7). A primeira trata do nome comum dado a cada aminoécido e, que,
em alguns casos deriva da fonte de que eles foram primeiramente isolados. A segunda e terceira
nomenclaturas sdo abreviacGes que buscaram facilitar a composicao de sequéncias peptidicas e

proteinas.
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Tabela 7. Nomenclaturas e propriedades de aminoécidos. Adaptado de €

Valores de pk

Aminoacido Abreviagdo Simbolo pki (—COOH) pk. (—NH3+) pkr(grupoR) pl

Glicina Gly G 2,34 9,60 5,97
Alanina Ala A 2,34 9,69 6,01
Prolina Pro P 1,99 10,96 6,48
Valina Val V 2,32 9,62 5,97
Leucina Leu L 2,36 9,60 5,98
Isoleucina Ile I 2,36 9,68 6,02
Metionina Met M 2,28 9,21 5,74
Fenilalanina Phe F 1,83 9,13 5,48
Tirosina Tyr Y 2,20 9,11 10,07 5,66
Triptofano  Trp w 2,38 9,39 5,89
Serina Ser S 2,21 9,15 5,68
Treonina Thr T 2,11 9,62 5,87
Cisteina Cys C 1,96 10,28 8,18 5,07
Asparagina  Asn N 2,02 8,80 5,41
Glutamina  GIn Q 2,17 9,13 5,65
Lisina Lys K 2,18 8,95 10,53 9,74
Histidina His H 1,82 9,17 6,00 7,59
Arginina Arg R 2,17 9,04 12,48 10,76
Aspartato Asp D 1,88 9,60 3,65 2,77

Glutamato Glu E 2,19 9,67 4,25 3,22




Uma ligag&o covalente pode ocorrer entre o grupo carboxila de um aminoécido e o grupo
amino de outro aminoacido. Como resultado tem-se também a perda de uma molécula de agua.
Na figura 14 é mostrada a formacéo desta ligacdo, que € chamada de ligacédo peptidica. Quando
a estrutura formada é composta por menos de 100 aminoacidos ela é chamada de peptideo. E
quando o nimero de aminoécidos é igual ou superior a 100, tem-se uma proteina. " Depois de

incorporados a um peptideo, cada aminoécido é chamado de residuo de aminoécido. ®®

Ry

o) H o)
Y
HN*—C—C + HN*—C—C
\O‘ \O‘
H H2
» H,0
@ o H o

HgN*—C—C—N—C—C,

H H R, o

Figura 14. Formacéo de uma ligagdo peptidica. Adaptado de 9

Os aminoacidos podem ser divididos em dois grupos: polares e apolares. Esta
classificacdo se baseia na cadeia lateral que apresentam, e pode ser vista na figura 13. Os
apolares sdo hidrofébicos e possuem uma cadeia lateral que € insolivel em &gua. Esses
aminoéacidos possuem apenas dois valores de pka, referentes a ionizacdo dos grupos carboxila e
amino. Em pH neutro a carga do aminoéacido é zero, pois, 0s dois grupos estdo ionizados (COO"
e NHz"). Os aminoacidos polares séo hidrofilicos e possuem uma cadeia lateral solivel em
agua. Podem ser separados em trés grupos com base na natureza de sua carga:

- N&o-carregados (neutros): possuem carga total zero em pH neutro e 0S grupos

funcionais podem formar ligacdes de hidrogénio com outras moléculas polares.

- Carregados negativamente (&cidos): possuem a cadeia lateral ionizavel, e assim,

apresentam carga negativa em pH neutro.

- Carregados positivamente (basicos): possuem cadeia lateral ionizavel, e em pH neutro,
arginina e lisina irdo possuir uma carga positiva, enquanto a histidina é uma base fraca e ira

possuir carga neutra para este pH. €7

Quando se fala da carga dos aminoacidos é importante incluir o conceito de ponto
isoelétrico (pl). O pl refere-se ao valor de pH no qual a carga liquida do amino&cido é zero. Em
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pH neutro os aminoacidos sdo ditos zwiteridnicos por possuirem tanto um grupo com carga
positiva quanto um grupo com carga negativa. ®® O pl é obtido através do calculo da média dos

dois valores de pka mais proximos entre si, como mostrado na equagio 6. ©®

pl == (pk; + pk;) (eq. 6)

Onde pl é o ponto isoelétrico que se deseja calcular e i e j pode ser referente a pki (-COOH),
pk2 (-NHs") ou pkr (grupo R).

2.3.3 Sequéncia peptidica RGD

Diversas pesquisas tém sido desenvolvidas nas ultimas décadas envolvendo a
funcionalizacdo de polimeros com moléculas de origem biol6gica, como proteinas e peptideos.
Pierschbacher e Ruoslahti ®Y em 1984 isolaram a sequéncia RGDS (arginina-glicina-acido
aspartico-serina) da fibronectina e sugeriram que esta sequéncia seria importante no
reconhecimento celular. Fazendo buscas em outras proteinas, 0s pesquisadores encontraram
esta sequéncia em outras cinco proteinas. Ao fazer alterac6es no tetrapeptideo, perceberam que
modificar o residuo serina por cisteina, que é quimicamente similar, ndo resultava em perda
substancial da atividade. No entanto, concluiram que o tripeptideo RGD (figura 15) era a
sequéncia minima necessaria para garantir a adesdo celular. Pesquisadores da Universidade de
Alcala, na Espanha, mostraram que o peptideo RGDS contribuiu na regulacdo da sintese da
TGF-B1 em células mesangiais humanas (HCM, do inglés human mesangial cells). ®? A TGF-
B1 é uma proteina que desempenha diversas funcdes, entre elas controla a proliferacdo e

diferenciacio de diversos tipos de célula. ©

HNYNHE
NH
0
0 OH
H
N\)L OH .
HoN N
H
0 0

Figura 15. Estrutura do tripeptideo RGD. Adaptado de ¢4
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Esta sequéncia € interessante pois, como visto na figura 13, apresenta aminoacidos de
trés grupos diferentes: grupo R apolar (G), grupo R carregado positivamente (R) e grupo R

carregado negativamente (D).

Aminoacidos possuem uma curva de titulacao acido-base caracteristica, a qual envolve
a adicdo e remocao de protons. Os graficos possuem dois ou trés estagios distintos, dependendo
da quantidade de desprotonagdes que possam ocorrer. Na figura 16 sdo mostradas as curvas de
titulagcdo para os trés aminoécidos do RGD e suas respectivas estruturas em fungdo do pH. O
valor pequeno de pka do grupo -COOH da glicina mostra que este grupo € bastante acido (100
vezes mais acido que o do acido aceético). Isto é resultado da repulséo entre o préton a ser doado
e 0 grupo amino (que esta positivamente carregado). Na espécie zwiteribnica, as cargas opostas
conferem um efeito estabilizador para a molécula. De forma semelhante, o pka do grupo amino
na glicina é menor que o valor médio do grupo amino em outras moléculas. Esse
comportamento é parcialmente devido aos atomos de oxigénio do grupo carboxil que sdo
eletronegativos, e tendem a puxar elétrons em sua dire¢do, aumentando a tendéncia do grupo
amino de doar o préton. Assim, o pka de qualquer grupo funcional é afetado pelo ambiente

quimico em que esta inserido. ©®
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2.4 DINAMICA MOLECULAR
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. Curvas de titulacdo dos aminoéacidos (a) glicina, (b) acido aspartico e (c) arginina.

A Dinamica Molecular (MD) é uma técnica computacional utilizada para determinar o

movimento de particulas de um sistema, do qual se conhece o potencial de interagdo das

particulas e as equacdes que descrevem seu movimento. Portanto, € possivel estudar a

configuracdo do sistema ao longo do tempo, e com isso, determinar algumas de suas

propriedades. Tendo as posi¢des e velocidades das particulas num tempo to, pode-se obter as

forcas resultantes de cada particula, e determinar as posicdes e velocidades em um instante

posterior (to+dt), através das equacdes de movimento Newtonianas. Esse processo € seguido
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inimeras vezes, gerando trajetdrias para todo o sistema. O nimero de particulas que estdo sendo
simuladas depende de diversos fatores, como a natureza do sistema, as propriedades que serdo
estudadas e a capacidade computacional disponivel. O tempo de simulacdo depende dos
processos que estdo sendo investigados e da convergéncia estatistica das propriedades de

interesse. Na figura 17 sdo apresentadas as etapas utilizadas em uma simulag&o de DM.

Escolha e obtengio da estrutura

Preparagio da estrutura, escolha do
campo de for¢a, inser¢do de coordenadas

Determinagio da caixa de simula¢io

Adicéo do solvente

Minimizagdo de energia e equilibrio do
sistema

Simulagdo

Analise dos dados

Figura 17. Etapas envolvidas em uma simulacéo de Dindmica Molecular.

Existem duas caracteristicas importantes neste método, a primeira diz respeito a relacéo
formada entre os resultados obtidos através de MD e dados experimentais. Resultados
experimentais podem motivar e/ou direcionar estudos computacionais. E resultados obtidos
pela MD podem contribuir com explicacdes para dados obtidos experimentalmente. A segunda
caracteristica refere-se a grande quantidade de sistemas que podem ser estudados por este
método, podendo ser sistemas homogéneos e mais simples, passando por moléculas de origem
bioldgica, até sistemas bioldgicos mais complexos. ©©

Walter et al. em 2010 estudaram hidrogéis de poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAM)
em agua através de estudos experimentais e de dindmica molecular. O trabalho tinha como
objetivo verificar as mudangas conformacionais do polimero em funcdo da temperatura. Os
estudos de DM foram realizados utilizando diferentes campos de forca e modelos para a gua,
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e posteriormente, comparados com resultados obtidos experimentalmente. Com isso, foi

possivel verificar o modelo tedrico de melhor acordo com os resultados experimentais. ©7

2.4.1 Condicdes de contorno

Inicialmente séo consideradas a forma do sistema e as condi¢des de contorno que serdo
aplicadas. Interagdes de longo alcance, como as de origem eletrostatica, sdo dependentes destas
condigdes. O sistema simulado iré interagir ao longo de suas fronteiras, e esse ambiente deve
responder as mudancas sofridas pelo sistema. A condi¢cdo que normalmente é adotada, e
também a mais simples, chama-se condi¢do de contorno periddica. Nela, o sistema é copiado

nas trés dimens@es, adotando uma forma de rede periddica, constituida de células unitérias.

Esta célula unitaria pode apresentar-se de maneiras distintas, sendo as mais comuns a
triclinica, monoclinica e cUbica. Na primeira, tém-se trés vetores (a, b e ¢) com angulos distintos
a, B ey (sendo a o angulo entre b e c, e assim por diante) entre os vetores. Se apenas um dos
angulos for diferente de 90° esta célula é chamada de monoclinica. Se os trés angulos forem
iguais a 90° tem-se uma célula retangular, e se, além disso, 0 comprimento dos trés vetores for
0 mesmo, a célula é dita cibica. Uma célula unitéria ideal possui volume minimo sob a condi¢éo
de gue ha uma determinada distancia minima entre qualquer &tomo de uma proteina e alguma
de suas imagens vizinhas. Essa condicdo assegura que a interacdo entre elas é pequena,

enquanto o volume minimo diminui o tempo computacional gasto com a simulag&o. 8

2.4.2 Campo de Forga

O campo de forca € o conjunto de parametros necessarios para descrever as interacoes
intra e intermoleculares do sistema de estudo. Para descrever estas interagfes, assume-se que 0
potencial entre duas moléculas pode ser descrito como uma soma das interagGes entre cada par
de atomos ou sitios de interacdo, e que estas dependem unicamente da distancia entre eles. Para
0s movimentos internos das moléculas, acrescenta-se ao potencial as interacfes

intramoleculares, relacionadas a deformacéo da geometria molecular. ®

Atualmente estdo disponiveis diversos campos de forca, cada um com suas
peculiaridades. Eles divergem quanto aos diferentes caminhos de desenvolvimento, principios

em que sdo baseados, dados, aplicacdes e resultados. Idealmente, a descri¢cdo do campo de forca
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deveria consistir de termos capazes de se adequar a diferentes moléculas, ambientes e
condigdes. No entanto, a ndo aditividade dos termos e omissdo de importantes contribuicdes,
impossibilita esta transferéncia. Muitas vezes os parametros sdo ajustados com base em dados
experimentais, e algum erro ou omissao em algum dos termos e compensado por alteragcdes em
outros. Assim, alterar as condig¢des para os quais o campo de forca foi ajustado pode levar a

resultados incorretos. %)

2.4.2.1 Campo de Forca AMBER

O campo de forca AMBER (Assisted Model Building and Energy Refinement) é um dos
campos de forca mais utilizados para sistemas bioldgicos, sendo inicialmente construido para
proteinas, enzimas, DNA e RNA. O potencial, ou seja, 0 conjunto de equacdes que regem 0

movimento dos 4tomos neste campo, é dado pela equagdo 7. 9

AMBER _ AMBER AMBER
u - Uligado + Unio—ligado (eq 7)

Cujos termos sao:

|4
UMEER = D K (r-m) Y Ko(O—00)"+ Y. 21+ cos(nd — )]

ligagbes angulos diedrais

N-1 N A B N-1 N
[JAMBER _ Sy ZU| 1 4i9i
nao-ligado — ary rl2 6 ATre Ael 7
e Lommd ij Tij 0 b o ij

=1 j>i i=1 j>i

— 12 — 6

Aij = 4€l'j0-ij Bl] = 4€i]'40-ij

oii+0jj
— 2 . _u JJ
8ij = 1/€ii'€jj O-ij = T

Na equacdo 7 temos o potencial dividido em duas partes: ligado e ndo-ligado. Os
potenciais ligados sdo formados por: estiramento de ligacdo entre dois &tomos (primeiro termo
da segunda equacao), angulo de torcdo (segundo termo da segunda equacdo) e diedrais proprios
e improéprios (terceiro termo da segunda equacgdo). Os potenciais ndo-ligados tratam: das
interacOes eletrostaticas (potencial couldmbico, segundo termo da terceira equacéo) e potencial
de van der Waals (modelo de Lennard-Jones, primeiro termo da terceira equagdo). Nao séo
consideradas interagdes ndo-ligadas para pares de &tomos que estejam separados por menos do

que trés ligacdes quimicas. ¢
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O estiramento de ligacao se assemelha ao sistema massa-mola, e pode ser calculado com
base na constante de forca (Ky), distancia entre i e j (rij) e a distdncia de minima energia (ro). O
angulo de torcdo representa a deformacdo do angulo formado por trés atomos e pode ser
calculado utilizando a constante de forga (Ko), o angulo entre os trés atomos (0ijk) € 0 &ngulo de
minima energia (6o). Quanto aos diedrais, 0s proprios correspondem a rotacdo em torno de uma
ligagdo e os imprdprios correspondem a alteracdo do angulo entre dois planos formados por um
atomo central ligado a outros trés atomos. Vi e n determinam a periodicidade do potencial
(nimero de minimos/maximos) no intervalo [0,2x], no qual n € um namero inteiro e V, € a

barreira superior.

O potencial de van der Waals considera a repulséo entre atomos separados por pequenas
distancias ou grandes distancias, mas com fraca atragdo entre si, sendo consideradas interacoes
de baixo alcance. Os termos Ajje Bij (do primeiro termo da terceira equagdo) sdo os coeficientes
que determinam a profundidade e localizacdo de minima energia. Nos quais € representa a
profundidade do pogo de potencial e ¢ ¢ a distancia finita na qual o potencial € zero. O potencial
eletrostatico descreve a interacdo entre pares de cargas parciais, e sdo consideradas interacGes
de longo alcance. Na equacao, gi e ¢j representam as cargas parciais dos atomos i € j, 4neo € a

constante eletrostatica e rij € a distancia entre os atomos i e j. 00

O ajuste de cargas no campo de forca AMBER ocorre em trés etapas. Primeiro é
necessario fazer a otimizacdo da geometria da molécula. Em seguida séo realizados calculos
quanticos utilizando HF/6-31G* como base para gerar o potencial eletrostatico e, em seguida,
é feita a determinacéo das cargas parciais que correspondem ao potencial eletrostatico gerado.
Apbs os célculos quanticos, é utilizado um método conhecido como RESP %V (Restrained

Electrostatic Potencial) para realizar o ajuste das cargas atdmicas. %2

2.4.3 Gromacs

Gromacs (GROningen Machine for Chemical Simulations) é um pacote para realizar
simulaces de dindmica molecular de sistemas de centenas a milhdes de particulas. E um dos
pacotes de software mais rapidos e populares, aléem de ser gratuito. Inicialmente foi projetado
para simulacdo de moléculas biologicas, como proteinas e lipidios. Mas devido a grande
velocidade nos célculos, passou a ser utilizada também para sistemas ndo-bioldgicos, como

polimeros. 02
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2.4.4 Anélises da Dinamica Molecular

O Gromacs inclui ferramentas que permitem realizar inimeras analises sobre o sistema

que esta sendo simulado. Abaixo s&o apresentadas algumas dessas analises.
2.4.4.1 Funcéo de distribuicéo radial

A funcéo de distribuicdo radial (RDF, do inglés radial distribution function) é uma
andlise utilizada quando se deseja verificar a distancia entre dois atomos. A RDF é uma medida
da probabilidade de se encontrar um atomo B a uma distancia r de um atomo A. Na figura 18 €

apresentado um modelo do gréfico gerado por esta analise. %4

Figura 18. RDF para oxigénio-oxigénio no modelo SPC de agua. %4

2.4.4.2 Raio de giro

A anélise do raio de giro (Rg, do inglés radius of gyration) ¢ uma forma de medir a

compacidade de uma estrutura. O programa calcula o Rg segundo a equacéo 8:

1

Ry = (BlrdLm2 (e. 8)

Zim;

na qual m; é a massa do atomo i e ri é a posicdo do atomo i em relagdo ao centro de massa da
molécula. Esta analise se torna bastante Util ao se trabalhar com polimeros em solucéo e

proteinas. % Na figura 19 é mostrado um exemplo de gréfico gerado por esta analise.
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Figura 19. Raio de giro do PVA. Adaptado de @4

2.4.4.3 Desvio quadratico médio

A analise de desvio quadratico médio (RMSD, do inglés root mean square deviation)
de determinado 4&tomo em uma molécula, com relagdo a uma estrutura de referéncia, pode ser
calculado através do programa g_rms. Para isso, utilizam-se minimos quadrados, ajustando a
estrutura a estrutura de referéncia, e subsequentemente calculando o RMSD, como na equacéo
9.

RMSD (t1,t) = [+ T, mylin(e,) — (e I12]? (eq. 9)

onde M = XNz m, ri(t) é a posicdo do 4&tomo i no tempo t e m; é a massa do atomo i.
Através do programa g_rmsdist é possivel calcular o RMSD utilizando um método que néo

necessita do ajuste (mostrado na equacdo 10).

RMSD(8) = [ 20, T34 lry (8 — ;)| (eq. 10)

N

onde a distancia rij entre &tomos no tempo t é comparada com a distancia entre 0s mesmos
atomos no tempo 0. ?%) Na figura 20 é mostrado um exemplo de grafico gerado por esse tipo

de anélise.
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Figura 20. RMSD do PVA em diferentes valores de pH. ¢4

2.4.4.4 Ligacdo de hidrogénio

Nas anéalises de RDF ja é possivel avaliar a formacao de uma ligacao de hidrogénio. No
entanto, existe um programa (g_hbond) que analisa as ligaces de hidrogénio entre todos 0s
possiveis doadores (D) e aceptores (A). Para determinar se existe tal ligacdo, sdo usados os

critérios:
- raio de corte (X-aceptor), sendo X=doador ou H: r <1y =0,35 nm
- disténcia de corte (hidrogénio-doador-aceptor): a < ayg = 30°

O valor de 0,35 nm para ryp corresponde ao primeiro minimo da RDF mostrada na

figura 18.

2.5 GAUSSIAN

E um programa 1% criado por John Pople e seu grupo de pesquisa da Carnegie Mellon
University na década de 1970 e utilizado na quimica computacional. O programa possibilita
avaliar algumas propriedades de atomos, moléculas e sistemas reativos: determinar geometria
molecular mais estavel e energia, prever espectros de IR, Raman, RMN e outros, otimizar
estados de transicdo, entre outras. ‘%) Uma das ferramentas do Gaussian é o GaussView,
interface gréafica do programa, que permite a construcdo de moléculas e sistemas reativos, e

posterior analise dos resultados.
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O Gaussian aproxima a forma e energia dos orbitais de uma determinada geometria
molecular utilizando um modelo constituido de duas partes: um método e um conjunto de bases.
Diversos métodos estdo disponiveis para utilizagdo no Gaussian: ab initio, teoria do funcional
de densidade (DFT), semi-empirico e hibrido. Os métodos diferem principalmente em como,
ou se, a correlagdo eletronica é tratada. 1% Cada método, utiliza um nivel de teoria (conjunto

de aproximacdes que descrevem o sistema), e alguns exemplos podem ser vistos abaixo. 0"
(108)

Tabela 8. Exemplos de niveis de teoria e métodos utilizados no Gaussian.

Método Nivel de teoria

Semi-empirico AM1, PM3, MNDO

DFT B3LYP, MPW1PWO91, LDA
Ab initio HF, MP2, CCSD
Hibrido G2, G3

Os conjuntos de bases correspondem a conjuntos de fungdes utilizadas para descrever
funcBes de onda, e alguns exemplos sdo: 3-21G, 6-31G, 6-31G*, 6-31G**, cc-pVDZ, entre
outros. 1% 07 A ytilizacdo de niveis de teoria mais elevados e de conjuntos de bases maiores

costumam levar a resultados mais precisos, no entanto, exigem um maior custo computacional.
(106)
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Construir topologias e campos de forca adequados para o polimero PVA através de
calculos quénticos, e analisar o comportamento responsivo do polimero frente a variagcdes de

temperatura e pH.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a sequéncia RGD de aminoacidos através das simulagdes de DM.

e Analisar as mudancas dos sistemas PVA e RGD em decorréncia das mudancas no meio,
por meio de analises de raio de giro, RMSD e distribuicdo de funcéo radial.

e Observar a formacédo do hidrogel de PVA através de ligacdes de hidrogénio formadas
entre as cadeias poliméricas.

e Analisar o comportamento do PVA funcionalizado com RGD.
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4. METODOLOGIA

4.1 CONSTRUCAO DAS MOLECULAS E AJUSTE DAS CARGAS
4.1.1 PVA

Para as simulagdes de Dindmica Molecular foi necesséria a construcéo de varias cadeias,
contendo diferentes nimeros de mondmeros e grupos adicionados ao polimero. Inicialmente
foram construidas as estruturas do mondmero, trimero e tetrdmero do alcool (como mostrado
na figura 21) na interface grafica GaussView. O passo seguinte foi a realizacdo da otimizacéao
geométrica utilizando B3LYP/6-311**, seguida do calculo do potencial eletrostatico com RHF
6-31G (d) com o programa Gaussian. ‘% Por fim, foi realizado o ajuste das cargas utilizando
o método RESP (restrained electrostatic potential). %) Esse procedimento e pardmetros foram
mantidos para os demais sistemas que foram construidos e sdo descritos abaixo. Foram
estudadas as trés estruturas para se ter um melhor entendimento das cargas nos segmentos

internos que contém o grupo hidroxila.

OH OH OH OH OH OH OH OH
a b C

Figura 21. Estrutura do (a) isopropanol, (b) trimero e (c) tetrdmero construidas no Gaussview.

Para facilitar a construcdo posterior do polimero, com varias unidades de repeticdo, o
trimero foi separado em trés partes (figura 22): extremidade esquerda (L), monémero central
(C) e extremidade direita (R). A numeracdo que aparece em vermelho na figura 22 corresponde
ao nimero de cada 4&tomo na molécula (dado pelo programa). Apds esse passo, foi realizada
nova otimizagédo para cada uma das trés partes e pequenos ajustes em algumas das cargas para

que fosse possivel tornar a carga total de cada bloco igual a zero (tabela 9).
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Figura 22. Separacéo do trimero nos blocos L, C e R.
Tabela 9. Cargas dos atomos por bloco.
Bloco L Bloco C Bloco R
Nome do Nome do Nome do

atomo carga atomo carga atomo carga
Cig -0,500 C1 -0,337 Cs -0,526

Hao 0,096 Hs 0,084 H7 0,136

Ha1 0,096 Hs 0, 084 Hs 0,136

H22 0,096 C 0,475 Cis 0,568

Cu 0,568 Hs -0,022 Hie 0,030

Hi2 -0,060 O¢ -0,734 O17 -0,750

O3 -0,722 Hio 0,450 Hag 0,448

His 0,426 Cas -0,501

Ha4 0,153

Has 0,153

Has 0,153
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4.1.2 Tripeptideo RGD

No caso do peptideo, a estrutura ndo precisou ser construida, nem suas cargas estudadas,
pois foi possivel obté-la no banco de dados Protein Data Bank (PDB). 1% A estrutura escolhida
possui 0 nome 1FUV e foi modificada para conter somente o segmento tripeptidico RGD (figura
23).

0
L ox o
HO/ \\E/ \\C?//f o]
| | |
HO\\C/GHZ HZC\H/C\E/NHz
|| Hzi gz H
N SN
A
c
HN" NH,

Figura 23. Estrutura do tripeptideo RGD.

4.1.3 PVA-amina

Ap0s os primeiros calculos com o polimero e o peptideo, foi preciso criar um segmento
capaz de ligar estas duas partes. Com isso, uma nova estrutura foi construida no GaussView,
denominada PVA-amina (figura 24). Nesta estrutura, € utilizado o tetramero do PVA, pois este
permite a formacdo do anel com dois grupos hidroxila centrais e adjacentes. A estrutura
mostrada na figura 24 possui a mesma configuragao apresentada por Rasia 1% para promover

a modificacdo do polimero.

Figura 24. Estrutura da forma PVA-amina.
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4.1.4 PVA-amina-ace

Foi acrescentado um grupo acetil (ACE) a estrutura anterior, através do programa
GaussView. As cargas para este grupo foram baseadas nas cargas apresentadas por Cornell et
al. ™ A insercdo do grupo acetil foi estudada como forma de avaliar futuras mudancas em

funcdo da modificacdo do polimero pela presenca do RGD.

4.1.5 Anel

Foram geradas duas estruturas para o anel (barco e cadeira), para a estrutura PVA-
amina, e para amina-ace. Foi realizada a comparacdo de energia entre elas, para seguir
utilizando as estruturas mais estaveis. Com base nas energias obtidas, observou-se que a forma
cadeira do anel é a forma de menor energia para esta estrutura. Com isso, foram criadas trés
formas cadeiras distintas, e acrescentaram-se o0s fragmentos amina e ace. A mesma
configuracdo foi encontrada como sendo a de menor energia nos dois casos. Portanto, seguiu-

se com os calculos e ajustes para estas estruturas.

4.1.6 PVA-RGD

Por fim, foi construida a estrutura contendo o tripeptideo, pela adicdo do RGD a
estrutura contendo o grupo amina, de forma a simular uma ligacdo peptidica. Como nas
estruturas tratadas anteriormente, foi realizada a otimizacdo geométrica da molécula e

posteriormente, a sua simetrizacdo com o auxilio do método RESP.

Partindo-se desta estrutura, foi feita a multiplicacdo do bloco central (que contém o
peptideo), resultando em uma molécula que contem 20 unidades deste bloco, e
consequentemente, 20 cadeias de RGD acopladas ao polimero. A estrutura polimérica final

possui DP=42, como a estudada por Sun et al. 4

4.2 DINAMICA MOLECULAR

As simulagfes de Dindmica Molecular foram produzidas utilizando o pacote

GROMACS 4.5.5 112 Os parametros ligados e ndo-ligados das cadeias poliméricas utilizados
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foram os do campo de forca AMBER, mais precisamente o Amber ff99SB-ILDN “13), Para
todos os sistemas as moléculas foram centradas em uma caixa cubica, com comprimento de
aresta variando para cada um dos sistemas (tabela 11). Além disso, todos os sistemas foram
solvatados utilizando o modelo TIP3P % para a 4gua. Nas tabelas 10 e 11 sdo mostradas a
descricdo e o resumo dos sistemas simulados, respectivamente. A temperatura foi controlada
utilizando o termostato velocity rescaling (V-rescale) 1%, com uma constante de acoplamento

de 0,1 ps. A pressdo também foi mantida constante, em 1 bar, através da utilizacdo do barostato

de Parrinello-Rahman, com um tempo de acoplamento de 0,1 ps.

Tabela 10. Descricdo dos sistemas.
Sistema | Descricdo do sistema Sistema | Descricdo do sistema

Polimero com 42 unidades de RGD em pH neutro.
repeticéo solvatado a 280 K. )
Polimero com 42 unidades de RGD em pH é&cido.
repeticéo e solvatado a 298 K.

1
Polimero com 42 unidades de 9 cadeias poliméricas com 42
repeticdo e solvatado a 310 K. unidades de repetigdo com 0 RGD

acoplado, solvatado e em pH
4 neutro.
Cadeia polimérica com 42 9 cadeias poliméricas com 42
unidades de repeticdo com RGD unidades de repeticdo com 0 RGD
acoplado a 298 K. acoplado, no vacuo e em pH
neutro.

Cadeia polimérica com 42 9 cadeias poliméricas com 42

3 unidades de repeticdo com RGD unidades de repeticdo com o0 RGD
acoplado a 310 K. acoplado, solvatado e em pH acido.

5

9 cadeias poliméricas com 42 9 cadeias poliméricas com 42
unidades de repeticdo com o RGD unidades de repeticdo com 0 RGD
acoplado, solvatado e em pH acoplado, no vacuo e em pH acido.
neutro
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Tabela 11. Configuragdes dos sistemas simulados.

Ndmero

NUmero

NUmero Tempo de | NUmero | Arestada
. de atomos de Temperatura | y i .
Sistema Nome total de pH simulagdo | de ions caixa
polimero/ | moléculas (K)
atomos (ns) Cr (nm)
peptideo de 4gua
299 12778 | 38633 | neutro 298 50 0 7,2998
42PVA 299 12778 | 38633 | neutro 280 35 0 7,2655
1

299 12778 | 38633 | neutro 310 20 0 7,3348
46 2495 7531 | neutro 298 30 0 4,2333

RGD
2 46 2495 7531 | écido 298 30 0 4,2316
1419 88985 | 268374 | neutro 298 100 0 13,8836

Polipva-

1419 88985 | 268374 | neutro 280 50 0 13,8618

3 RGD
1419 88985 | 268374 | neutro 310 35 0 13,9867
12771 127090 | 394221 | neutro 298 100 180 15,8171

9prgd
4 12771 0 12951 | neutro 298 15 180 15,2719
12951 | 125839 | 390828 | acido 298 100 360 15,7633

9prgda

5 12951 0 13311 | acido 298 15 360 15,7633

Quanto as interacOes eletrostaticas, foi utilizado o método PME (Particle Mesh Ewald)

(16) para os sistemas mais simples e 0 método Reaction-Field para os sistemas que continham

9 cadeias poliméricas com 0 RGD acoplado (sistemas 4 e 5). O raio de corte das interacGes de

van der Waals foi fixado em 1,25 nm. Foi utilizado o algoritmo leap-frog para integrar as

equacOes de movimento, com um tempo de integracdo de 2fs para as simulacGes. As ligacdes

foram restritas com o algoritmo Lincs. 17

Para os sistemas iniciais de cada tipo de estrutura ou no vacuo, foram realizados poucos

ns de simulacdo (como visto da tabela 11), somente até que se obtivesse uma estrutura
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equilibrada. Para a obtencdo dos resultados foram feitos trés tipos de analise: raio de giro (Rg),
funcéo de distribuicdo radial (RDF) e desvio quadratico médio (RMSD).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 SISTEMA 42-PVA

Para esse sistema foi considerado o tempo de simulacéo de 0 a 20 ns dos sistemas 2, 3
e 4 das tabelas 10 e 11. O sistema foi inicialmente simulado na temperatura de 298K. Em
seguida, foram feitas simulacdes a 280K e 310K, partindo-se da configuracao ja equilibrada do
sistema inicial. A estrutura do polimero foi construida de forma linear, no entanto, ao longo da
simulacdo foi observado que a estrutura se dobra e permanece desta forma até o final da
simulacdo, como pode ser visto nas analises de RMSD apresentada na figura 25 e raio de giro
da figura 26 (a). Na andlise da figura 26 (a) estdo marcados trés valores de tempo de simulacao
e suas configuracfes sdo mostradas na figura 26 (b). As imagens contidas na figura 26 (b)
mostram a mudanca de conformacdo adotada pela molécula, e que corroboram com o que é

visto no raio de giro (Rg) da figura 26 (a).

2.6 T T T

1.8 -

RMSD

1.6 - -

1.4 - -

1.2 - 280K m
298K
310K

1 1 I
0 5000 10000 15000 20000

Tempo de Simulagéo (ps)

Figura 25. RMSD do PVA para as trés temperaturas estudadas.
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Figura 26. (a) Raio de giro do PVA para as trés temperaturas estudadas e (b) conformacéo da

molécula em diferentes tempos de simulacéo.

Nas figuras 27 e 29 sdo apresentados os resultados da anélise de funcéo de distribuicéo
radial (RDF) para O(polimero) - H(agua) e H(polimero) - O(agua), respectivamente. Para a
figura 27 foi considerado o oxigénio intitulado O3 do PVA, localizado no segmento central
(unidade de repeticdo) da molécula (figura 28), e que apresentou o primeiro pico préoximo a 0,2
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nm mais intenso. O gréafico 27 (a) mostra a probabilidade de encontrar &tomos de hidrogénio
da &gua a uma distancia r do O3, enquanto o grafico (b) mostra 0 nimero médio de vizinhos
dentro de uma distancia r. A distancia em que aparece o primeiro pico em (a) é de 0,195 nm e

o0 valor para o primeiro minimo é de 0,5425 em (b).

1 T T T 14

12
0.8 |

10

0.6

RDF
N{r)

0.4

0.2 | g
280K —— 2
298K

310K ——

0 0.5 1 15 2 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Distancia (nm) Distancia (nm)

@ )

Figura 27. (a) RDF do O(polimero) — H(agua) e (b) integral da RDF para as trés temperaturas

estudadas.

Figura 28. Estrutura e nomenclatura dos atomos em 42-pva.

Na figura 29 foi considerado o hidrogénio denominado HO3 do PVA, ligado ao atomo
O3 (figura 28), e que apresentou o primeiro pico préximo a 0,2 nm mais intenso. Novamente,
o grafico (a) mostra a probabilidade de distancia entre este hidrogénio e o oxigénio das
moléculas de agua, enquanto o grafico (b) mostra 0 nimero médio de vizinhos dentro de uma
distancia r. A distancia na qual aparece o primeiro pico em (a) € de 0,184 nm e o valor para 0
primeiro minimo € de 0,3127 em (b). Enquanto na figura 30 séo apresentadas as funcdes de
distribuicéo radial dos &tomos HO1p, O1p, HO2 e O2 com a agua. Com base nas figuras 27, 29
e 30, percebe-se que a mudanca da temperatura tem pouca influéncia sobre as RDF desse

sistema.
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Figura 29. (a) RDF do H(polimero) — O(agua) e (b) integral da RDF para as trés temperaturas

estudadas.
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Figura 30. RDF do par (a) HO1p-OW, (b) Olp-HW,

temperaturas estudadas.
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(c) HO2-OW e (d) O2-HW para as trés

Visto que a estrutura ainda ndo contém o tripeptideo, os atomos de oxigénio e hidrogénio

da parte central (unidade de repeticéo) do polimero apresentam as mesmas chances de interacao

com a adgua que os atomos dos grupos hidroxila das pontas do polimero. No entanto, como pode

ser visto na figura 30, &tomos de O e H da parte central apresentam picos mais definidos com

distancia e intensidade semelhantes, diferentes dos apresentados pelos atomos das laterais (Ole,
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02, HOle e HO2). Esse comportamento possivelmente seja causado pelo fato dos atomos

centrais (O1p, O3, HO1p e HO3) estarem numa proporg¢do de 20:1 na molécula de PVA.

5.2 SISTEMA POLIPVA-RGD

O tempo de simulacdo considerado para as anéalises iniciais, nas trés temperaturas

estudadas € de 0 a 20 ns, para o sistema 3 das tabelas 10 e 11. Para este sistema foram calculados

0 RMSD e o raio de giro nas diversas temperaturas, como pode ser visto nas figuras 31 e 32,

respectivamente.

RMSD
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0 L | |

0 5000 10000

Tempo de simulaco (ps)

15000

20000

Figura 31. RMSD do sistema polipva-rgd para as trés temperaturas estudadas.
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Figura 32. Raio de giro do sistema polipva-rgd para as trés temperaturas estudadas.
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Neste caso, diferentemente do sistema PVA-42, percebe-se que os valores de RMSD e
Rg continuam mudando ao longo dos 20 ns de simula¢do. Portanto, uma nova analise em um
tempo maior de simulacdo é necessaria, para que seja observado se este comportamento é
devido ao curto tempo de simulagéo, e neste caso, a estrutura ndo se encontra equilibrada. Na

figura 33 sdo mostrados o raio de giro e 0 RMSD para os sistemas simulados apds os 20 ns.
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Figura 33. Graficos do (a) Raio de giro, (b) RMSD do sistema polipva-rgd para as trés
temperaturas até o tempo final de simulacéo e (c) conformacdes da molécula em tempos de

simulacéo diferentes para as trés temperaturas.
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Pode ser observado que mesmo com um tempo maior de simulagdo ainda séo vistas
mudancas em ambos os graficos (a e b). A diminuic¢do no valor de Rg vista na figura 33 para a
temperatura de 310K indica uma estrutura mais colapsada para esta temperatura, 0 que pode
ser indicio de um comportamento responsivo do material a temperatura e pode ser visto na

figura 33 (c). Esse tipo de comportamento também foi observado por Wang et al. "

Nas figuras 34 e 36 sdo apresentadas analises de RDF correspondentes ao O(polimero)
— H(dgua) e H(polimero) — O(agua). No caso da figura 34, o oxigénio apresentado é
denominado Ole (figura 35), e apresenta o pico mais intenso entre os oxigénios do PVA. Nesta
figura o pico aparece entre as distancias de 0,184 nm (298K) e 0,195 nm (280K). No caso da
figura 36, o hidrogénio considerado é o HO1e (figura 35), e pico aparece na distancia de 0,188
nm (280K/298K) e 0,195 (310K).
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Figura 34. RDF do O(polimero) — H(agua) para as trés temperaturas estudadas.
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Figura 35. Estrutura e nomenclatura dos &tomos em polipva-rgd.
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Figura 36. RDF do H(polimero) — O(agua) para as trés temperaturas estudadas.

As distancias encontradas até agora, tanto para o sistema PVA-42 quando para o sistema
polipva-rgd, sdo proximos ao valor de distancia tido como referéncia para a ligagdo de
hidrogénio, que é de 0,2 nm. ! (119 Novamente, nfo sdo percebidas mudancas significativas
no comportamento da RDF com a alteracdo da temperatura. No entanto, para este sistema, por

ja possuir o tripeptideo, os hidrogénios da parte central (HO1p e HO3) ndo pertencem mais a

57



molécula. Na figura 37 sdo apresentadas as RDF para os outros pares de &tomos. Pode ser visto
que diferentemente do sistema anterior, 0os picos mais intensos referem-se aos 4tomos das
pontas do PVA, enquanto os &tomos da parte central apresentam picos menos intensos. Embora
esses ultimos continuem em maior quantidade na molécula, a presenca do tripeptideo pode

atrapalhar a aproximac&o de outros &tomos para a interacao.
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Figura 37. RDF do par (a) HO2-OW, (b) 0O2-HW, (c) O1lp-HW e (d) O3-HW para as trés

temperaturas estudadas.

5.3 SISTEMA RGD

Antes de funcionalizar o polimero com o RGD, este udltimo foi simulado
individualmente, a fim de garantir sua estabilidade frente a mudancas de pH. Foram simulados
dois sistemas (pH neutro e acido) contendo o tripeptideo RGD solvatado. Ambas as simula¢Ges
foram levadas ate o tempo final de 30 ns, para obter a estrutura estabilizada da molécula, e mais
tarde acopléa-la ao polimero para nova simulagdo. Foram analisados os graficos de RMSD

(figura 38) e Rg (figura 39) para os dois sistemas.
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Figura 38. RMSD do tripeptideo em pH neutro e acido ao longo da simulacéo.
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Figura 39. Raio de giro do tripeptideo em pH neutro e acido ao longo da simulagéo.

Percebe-se que ocorrem flutuagdes no valor do raio de giro vista na figura 39, mas estas
permanecem dentro do mesmo intervalo ao longo da simulacdo e deve-se as mudancas de
conformacdo adotadas pela molécula, para os dois valores de pH. Assim, em valores menores
de Rg a estrutura encontra-se mais colapsada, e para valores maiores, mais alongada. Este efeito

também é percebido na figura 38, especialmente no intervalo entre 5 e 10 ns.
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5.4 SISTEMAS 9PRGD e 9PRGDA

5.4.1 No vécuo

Inicialmente, o sistema contendo 9 cadeias poliméricas com o tripeptideo acoplado foi

simulado em pH neutro (9prgd) e &cido (9prgda) e em ambiente vacuo. Estas simula¢es foram
mantidas por 15 ns para que fosse obtida uma estrutura equilibrada. Para verificar o

comportamento dos sistemas durante esse tempo, foram gerados os graficos de RMSD (figura

40) e raio de giro (figura 41) ao longo do tempo total de simulagéo. Percebe-se que ndo ocorrem

variag0es significativas no valor do RMSD, indicando que a estrutura se encontra equilibrada.

1.4

1.3

1.2

1.1

RMSD

0.9

0.8

T T T T T T T
neutro

acido

MW,WMMWMWWW

1 1 1 1 1 1 1
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000

Tempo (ps)

Figura 40. RMSD dos sistemas em pH neutro e 4cido.
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Figura 41. Raio de giro dos sistemas em pH neutro e cido.
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Nas figuras 40 e 41 é possivel notar que foram obtidas estruturas equilibradas para o0s
dois sistemas, visto que ndo sdo observadas mudangas consideraveis nos valores de RMSD e
raio de giro. Também pode ser visto que o valor encontrado para a estrutura em pH acido é
maior ao longo de todo tempo de simulacdo. A diferenca entre as estruturas em diferentes
valores de pH est4 na adi¢do de um &tomo de hidrogénio na unidade de repeticdo para o pH
acido. No entanto, este maior nimero de atomos no pH &cido ndo seria suficiente para gerar o
aumento de valor observado nas figuras 40 e 41. Este aumento possivelmente deve-se as
ligacGes de hidrogénio entre os atomos, e que sdo analisadas através das funcdes de distribuicédo

radial.

Foram entdo gerados gréaficos de RDF para os pares de atomos possiveis de formar
ligacGes de hidrogénio, contidos na molécula. Nas analises de fungdo de distribuigdo radial foi
utilizada uma nomenclatura especifica para cada um dos atomos da molécula, baseada na
nomenclatura atribuida aos mesmos no pacote gromacs. Na figura 42 é mostrada a molécula
completa e a nomenclatura utilizada para os atomos analisados. Somente um atomo é mostrado

em cor diferente (HA11) e corresponde ao atomo adicionado quando o sistema é simulado em

pH &cido.
HI1E1 HI1BZ
H H H _H H
HAlL OAlz  HIZI \ S/ ISt e,/
H O H C—N H  N—Hms
N/ N/ T\ \ /s
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H——HN mno H C——N
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H
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02 /H Olp 03 Ole f/H
0 0 0 0

Figura 42. Estrutura e nomenclatura do 9prgd.
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Na figura 43 sdo mostradas as RDF do sistema em pH neutro. Nos graficos a e b (da
figura 43) observa-se um pico bastante intenso para a distancia 0,191 nm e 0,197 nm,
respectivamente. Por se tratarem, nos dois casos, de atomos que estejam proximos entre si na
estrutura da molécula, essa ligacdo de hidrogénio pode estar sendo formada

intramolecularmente.

250 Y 250

0.191 Y 0.197 g
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Figura 43. RDF do sistema 9prgd no vacuo: (a) HO2 com oxigénios da molécula, (b) HO1 com

oxigénios da molécula e (c) H91 com oxigénios da molécula.

Na tabela 12 sdo mostradas as distancias encontradas para o primeiro pico de cada par
de atomos mostrados na figura 43. Na tabela também sdo apresentados pares de atomos com
distancia préxima a referéncia para a ligacéo de hidrogénio (0,2 nm), e que contenham atomos
pertencentes a0 RGD. Uma segunda medida (integral da RDF) é mostrada na tabela 12, e
corresponde ao nimero de vizinhos até uma determinada distancia r. Para as analises feitas
nesse trabalho, foi utilizada a distancia maxima de 0,3 nm. Para a tabela 12 foi considerado o
tempo de 20 ns para gerar a integral de cada RDF, no entanto, em alguns casos o valor era maior

que 0,3 nm e ndo aparece na tabela.
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Tabela 12. Pares de 4tomos analisados e distancias encontradas nas RDF.

Par de Distancia | Integral (n° de Par de Distancia | Integral (n° de
atomos (nm) vizinhos) atomos (nm) vizinhos)

HO2_O1p 0,191 0,3378 010_HC6bx 0,183 0,1689
HO2_02 0,547 010_HC7x 0,189 0,1423
HO2_03 0,415 010_H151 0,189 0,0831
HO2_ N9 0,372 010 H18x 0,189 0,1465
HO1 Ole 0,820 OAll HC41 0,181 0,5309
HO1 O3 0,197 0,2219 OAl1ll HC7x 0,181 0,5682
HO1 O1l1p 0,410 OAl1l Hi151 0,181 0,2166
HO1 N9 0,388 OAl1l HC6x 0,181 0,2589
HI91 Ole 0,582 OAll Hi121 0,191 0,3338
H91 02 0,593 OAl1l H91 0,191 0,1330
H91 N9 0,372 OA1l H18x 0,181 0,5434
Olp_HC7x 0,205 0,0878 OAl12 H121 0,199 0,2794
O3_HC7x 0,221 0,0961 OA12_HO1 0,186 0,0058
010 H91 0,191 0,2672 OA12 H9I1 0,186 0,1023

010 _HO1 0,199 0,0107 OAl12 HC41 0,183
010_HO2 0,186 0,0055 OAl12 H151 0,183 0,3076
013 Hi121 0,197 0,1016 OA12 HC7x 0,181 0,5593
013 H91 0,205 0,1136 OA12_H18x 0,183 0,5593
013 _HC6x 0,186 0,1172 013 H151 0,189 0,1039
010 HC41 0,191 0,0218 013_H18x 0,189 0,2956
013 HC7x 0,191 0,0904

A fim de verificar se ocorriam ligacbes intramoleculares, como mencionado
anteriormente, foram verificados os pares da tabela 12 que apresentaram distancia entre 0,189
nm e 0,205 nm e poderiam formar uma ligacdo intramolecular. Para isso, foram geradas RDF
para cada par em cada uma das nove cadeias. Na tabela 13 s&o apresentados os dados obtidos
com essas medidas. Os valores numéricos apresentados na tabela estdo em nm e correspondem
ao primeiro pico em cada grafico. Os espacos que nao contem valor numérico representam
gréficos que ndo possuem sinal proximo a 0,2 nm ou que possuem sinal, mas ndo é formado

um pico nesse intervalo de distancia. Também foram analisados os mesmos pares entre cadeias
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diferentes, a fim de verificar a ocorréncia de ligagdes entre as cadeias (intermoleculares), e
foram encontrados gréaficos que apresentaram pico préximo a distancia de 0,2 nm, como
mostrado na figura 44. A presenca de ligacdes de hidrogénio entre as cadeias poliméricas € um

indicio da formacédo de um hidrogel de PVA reticulado fisicamente.

Tabela 13. Medidas das ligacdes de hidrogénio intramoleculares em cada uma das cadeias.

CADEIA
1 2 3 4 5 6 7 8 9
HO1-O3 0,202 0,200 0,191
010-H91 | 0,202 | 0,189 | 0,197 | 0,205 | 0,186 | 0,194 | 0,200 | 0,189 | 0,183
HO2-O1p 0,197 | 0,197
0O13-H121 | 0,189 | 0,197 | 0,186 | 0,206 0,186 | 0,197 | 0,194 | 0,197
013-H151 0,186 0,191
OA1l1-H121 | 0,186 | 0,189 | 0,197 | 0,194 0,200 | 0,189 | 0,192
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Figura 44. RDF do sistema 9prgd com pares entre as cadeias de PVA.

5.4.2 Solvatado

Tendo sido obtidos os sistemas equilibrados com multiplas cadeias de PVA, seguiu-se
para 0 passo seguinte, que consiste na simulacdo de sistemas contendo as 9 cadeias do sistema
anterior, num ambiente com solvente (agua), para dois valores de pH (neutro e acido), como

mostram as tabelas 10 e 11. Os sistemas solvatados foram levados até 100 ns para que se
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observasse as mudancas do sistema ao longo da simulacéo, a fim de observar o comportamento
e interacBes do polimero com a agua. As primeiras analises feitas foram de RMSD (figura 45)
e raio de giro (figura 46) para verificar o comportamento da estrutura com a mudanca do pH,

sendo a medida feita para cada uma das 9 cadeias individualmente.
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Figura 45. RMSD dos sistemas (a) 9prgd (pH neutro) e (b) 9prgda (pH &cido) ao longo da

simulag&o.
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Figura 46. Raio de giro dos sistemas (a) 9prgd (pH neutro) e (b) 9prgda (pH &cido) ao longo

da simulagéo.

Na figura 45 percebe-se uma certa estabilidade, pois os valores para a maioria das
cadeias flutuam dentro do mesmo intervalo. Também pode ser observado que os valores
flutuam entre 1 e 2,5, para ambas as condi¢des de pH. Comparando-se os valores encontrados
na figura 45 com aqueles apresentados nas figuras 31 e 33, que correspondem ao sistema

polipva-rgd, percebe-se que os valores encontrados séo semelhantes.

Ao analisar os graficos da figura 46, pode ser observado uma leve queda no valor de Rg
para (a) e (b). Quando se analisa 0 Rg por cadeia, observa-se que em quase todos 0s casos 0

valor do raio de giro é maior em pH neutro do que no acido. Com isso, apesar de ocorrer a
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diminuicdo de valor para os dois valores de pH, a maior mudanca ocorre no pH &cido, levando
a uma estrutura mais colapsada, que por sua vez, possui menor capacidade de reter agua. Esse
comportamento em pH acido esta de acordo com o que se encontra na literatura. Novamente,
ao efetuar a comparacgéo da figura 46 com o Rg do sistema polipva-rgd (figura 33), observa-se
que este ultimo também possui esta leve queda o valor de Rg no tempo de 0 a 20 ns. Quanto
aos valores, o intervalo de 2 a 3,2 nm observado na figura 46, € 0 mesmo que para o sistema
polipva-rgd. Assim, pode-se concluir que a presenca de mais cadeias do tipo polipva-rgd néo

modificam estas propriedades da estrutura.

Para as RDF foram analisados todos os pares possiveis de formar ligacGes de
hidrogénio, tanto entre atomos da cadeia pva-rgd quanto com a 4gua. Para verificar se ocorriam
mudancas nas interacdes ao longo do tempo de simulacdo, foram feitas quatro analises para
cada sistema, nos tempos de simulacdo igual a 25 ns, 50 ns, 75 ns e 100 ns. Na tabela 14 sdo
apresentadas as RDF entre atomos pertencentes a parte do PVA (Olp, Ole, 02, O3, HOl e
HO2), apresentados na figura 42, com atomos de toda a estrutura polipva-rgd. Somente os pares
que apresentaram pico proximo a distancia de 0,2 nm sdo mostrados na tabela 14. Nos demais
espacos e para 0s pares que ndo aparecem na tabela, os graficos ndo possuem sinal para a
distancia de referéncia, ou ndo ocorre a formacdo de um pico. Uma segunda medida, a integral
da RDF, é mostrada nas tabelas 14 e 15, e, assim como na tabela 12, corresponde ao nimero de
vizinhos até uma determinada distancia r. Para as andlises feitas nesse trabalho, foi utilizada a
distancia méxima de 0,3 nm. Para as tabelas 14 e 15 foram consideradas as RDF no tempo de
100 ns para gerar cada integral. Assim, s6 foram gerados os graficos de integral para os pares
gue apresentaram valor numérico na tabela para 100 ns. Em alguns casos o valor encontrado é

maior que 0,3 nm e, portanto, ndo é mostrado nas tabelas.

Na tabela 14 podem ser vistos alguns pares mais propensos a formar ligacbes de
hidrogénio, como O1p-HO2 e O3-HOL1, que possuem valores para 0s quatro tempos analisados
em ambos os valores de pH. Comparando-se os sistemas (pH neutro e acido) para um mesmo
tempo de simulacdo, os numeros de ligacGes de hidrogénio sdo parecidos. Na figura 47 é
possivel ver a RDF do par O1p-HO2 da tabela 14, que apresentou a maior intensidade entre os

pares analisados.
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Tabela 14. Resultados das RDF de atomos do PVA com atomos das cadeias pva-rgd dos

sistemas 9prgd e 9prgda em diferentes tempos de simulacéo.

Neutro Acido
25ns | 50ns | 75ns | 100 ns | Integral | 25ns | 50 ns | 75 ns | 100 ns | Integral
02
HI91 0,186 | 0,0792
H121 0,194 | 0,202 | 0,189
H151 | 0,195 0,199 | 0,0481 | 0,207
H18x 0,199 | 0,203 0,191 | 0,204 | 0,0068
HC41 0,192 0,181
HC6x 0,185 0,197 | 0,191
HC7x 0,210 | 0,206 0,191 | 0,191 | 0,202
Olp
HO2 | 0,188 | 0,195 | 0,198 | 0,199 | 0,0210 | 0,194 | 0,189 | 0,189 | 0,194 | 0,0240
HI91 0,199 | 0,0214 | 0,215 | 0,215
H151 0,207 | 0,0029
HC41 0,203 | 0,210 0,202 | 0,199 | 0,207 | 0,202 | 0,0025
HC6x | 0,203 | 0,210 | 0,206 | 0,206 | 0,0342 0,207 | 0,0067
HC7x | 0,199 | 0,206 | 0,199 | 0,206 | 0,0321 0,204 | 0,207 | 0,0045
Ole
HO1 | 0,188 | 0,184 | 0,188 | 0,181 0,191
H91 | 0,199 0,202 0,199 | 0,202
H121 0,199 | 0,0419 | 0,202 | 0,207 | 0,202
H151 0,197 | 0,210 | 0,210 | 0,0315
H18x 0,196 | 0,0601 | 0,191 | 0,191 | 0,197 | 0,204 | 0,0329
HC41 0,199 | 0,189 0,189 | 0,183 | 0,197 | 0,0074
HC6x 0,196 | 0,199 | 0,206 | 0,0249 | 0,191 | 0,207 | 0,199 | 0,210 | 0,0125
HC7x 0,199 | 0,192 0,194 | 0,191 | 0,197 | 0,0089
03
HO2 0,189
HO1 | 0,202 | 0,202 | 0,198 | 0,199 0,194 | 0,202 | 0,199 | 0,202 | 0,0115
H91 | 0,209 | 0,217 | 0,213 | 0,220 | 0,0281 | 0,207
H18x | 0,199 | 0,203 | 0,206 | 0,213 | 0,0091
HC41 | 0,203 | 0,213
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HC6x | 0,199 | 0,199 | 0,203 | 0,206 | 0,0282
HC7x | 0,210 0,203 | 0,0303
HO1
010 0,183 | 0,186 | 0,186
OAll 0,181 | 0,0480
OA12 0,199
013 0,183
016 0,182
HO?2
010 0,191 0,183 | 0,191 | 0,189 | 0,0389
OAll 0,182 0,184 | 0,0415
OA12 0,182 0,185 | 0,0464
013 | 0,192 0,189 | 0,203 | 0,0186
N15
016 | 0,185
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Figura 47. RDF do par O1p-HO2 para os 4 tempos de simulacéo analisados em (a) pH neutro
e (b) pH é&cido.

Na figura 47 percebe-se uma intensidade bastante alta para o par O1p-HO2, e que pouco
se altera com o passar do tempo. O que ocorre, € um aumento na intensidade para tempos
maiores. Na tabela 15 sdo mostradas as RDF entre atomos pertencentes a cadeia do peptideo.
Novamente, como na tabela 14, somente s&o mostrados valores para 0s pares que atingiram
distancia proxima a 0,2 nm. Os demais pares ou ndo possuem sinal para esta distancia, ou ndo

ocorre a formacéo de um pico.
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Tabela 15. Resultados das RDF entre atomos do RGD dos sistemas 9prgd e 9prgda em

diferentes tempos de simulacdo.

Neutro Acido
25ns | 50ns | 75ns | 100 ns | Integral | 25ns | 50 ns | 75ns | 100 ns | Integral
010
H91 | 0,191 | 0,191 | 0,191 | 0,188 | 0,1399 | 0,194 | 0,191 | 0,197 | 0,199 | 0,0607
H151 | 0,188 | 0,189 | 0,192 | 0,189 | 0,0270 | 0,191 0,189
H18x | 0,192 | 0,185 | 0,189 | 0,185 | 0,0641 | 0,191 | 0,184 | 0,184 | 0,191 | 0,0436
HC41 | 0,182 | 0,192 | 0,189 | 0,189 | 0,0425 | 0,191 | 0,191 | 0,191 | 0,189 | 0,0117
HCéx | 0,189 | 0,185 | 0,185 | 0,185 | 0,0460 | 0,184 | 0,184 | 0,189 | 0,186 | 0,0231
HC7x | 0,182 | 0,196 | 0,185 | 0,189 | 0,0375 | 0,189 | 0,191 | 0,194 | 0,191 | 0,0163
013
H91 | 0,192 | 0,206 | 0,199 | 0,203 | 0,0713
H121 | 0,192 | 0,203 | 0,196 | 0,196 | 0,0267 | 0,194 | 0,186 | 0,194 | 0,199 | 0,0167
H151 | 0,184 | 0,191 | 0,184
H18x | 0,189 0,192 | 0,196 | 0,0996
HC41 | 0,189 | 0,182 | 0,196 | 0,189 | 0,0240 | 0,191 0,186 | 0,189 | 0,0107
HCéx | 0,189 | 0,185 | 0,189 | 0,185 | 0,0608 | 0,181 | 0,186 | 0,184 | 0,189 | 0,0124
HC7x | 0,189 | 0,196 | 0,185 | 0,192 | 0,0578 | 0,191 0,186
016
H91 | 0,213 | 0,206 | 0,206 | 0,217 0,207 | 0,207 | 0,210 | 0,207
H121 0,189 | 0,192
H151 | 0,199 | 0,196 | 0,203 | 0,199 | 0,0327 | 0,197 | 0,191 | 0,189 | 0,191 | 0,0083
HC41 0,189 | 0,196 | 0,0107
HC6x | 0,192 | 0,189 | 0,185 | 0,185 | 0,0291 0,184 | 0,189 | 0,184 | 0,0137
HC7x | 0,185 | 0,192 | 0,189 | 0,189 | 0,0205 0,184 | 0,184 | 0,194 | 0,0085
OAll
H91 | 0,196 | 0,203 | 0,203 | 0,210 | 0,0641
H121 | 0,195 | 0,206 | 0,202 | 0,202 | 0,2772
H151 | 0,182 | 0,181 | 0,185 | 0,185 | 0,0765
H18x | 0,184 | 0,184 | 0,185 | 0,185 | 0,2324
HC41 | 0,184 | 0,181 | 0,181 | 0,188
HC6x 0,184 | 0,181 | 0,1265 | 0,191 | 0,204
HC7x 0,181 | 0,184 | 0,2985 | 0,194 | 0,197 | 0,202 | 0,197 | 0,0267
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OA12

H91 | 0,199 | 0,203 | 0,203 | 0,196 | 0,0594

H121 | 0,195 | 0,199 | 0,202 | 0,202 | 0,3092

H151 | 0,185 | 0,185 | 0,185 | 0,189 | 0,0605 | 0,194 | 0,197 | 0,194 | 0,191 | 0,0353
H18x 0,184 | 0,184 | 0,188 | 0,2276 | 0,197 | 0,197 | 0,199 | 0,199 | 0,1611
HC41 | 0,184 | 0,181 | 0,181 | 0,188 0,191 | 0,186 | 0,189 | 0,189

HC6X 0,181 | 0,184 | 0,1369 | 0,194 | 0,184 | 0,199 | 0,186 | 0,0208
HC7x | 0,181 | 0,181 | 0,181 | 0,181 | 0,3110 | 0,191 | 0,184 | 0,194 | 0,186 | 0,0488

Para a tabela 15, percebe-se uma dependéncia maior das ligagcdes de hidrogénio. Neste
caso, para um mesmo tempo de simulacdo, a diferenga no nimero de liga¢Ges de hidrogénio é
maior, sendo que o sistema em pH neutro possui 0 maior nimero destas ligacdes. Esse efeito é
bastante visivel quando se compara as ligacGes de hidrogénio dos sistemas para 0 atomo OA11.
Isso é compreensivel, uma vez que o atomo adicionado para pH &acido (HA11) encontra-se
ligado ao &tomo OA11. Além do menor nimero de ligacGes de hidrogénio para OA11, pode ser
observado na figura 48 que a intensidade da RDF para pH neutro é cerca de 10 vezes maior que
para pH acido. O mesmo efeito pode ser visto na tabela 15 e na figura 49 para o a&tomo OA12,
no entanto, a perda no numero de ligacGes de hidrogénio para este &tomo ¢é significativamente
menor. O fato do sistema apresentar um maior nimero de ligagdes de hidrogénio em pH neutro
pode contribuir para o comportamento visto na figura 46, uma vez que o nimero de reticulacoes

possui influéncia nas propriedades de um hidrogel.

Na figura 48 e 49 sdo apresentadas as RDF em pH &cido e neutro dos pares OA11-HC7x
e OA12-HCTx, respectivamente.
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Figura 48. RDF do par OA11-HC7x para os 4 tempos de simulacdo analisados em (a) pH
neutro e (b) pH &cido.
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Figura 49. RDF do par OA12-HC7x para os 4 tempos de simulacdo analisados em (a) pH
neutro e (b) pH &cido.

Foram analisados os graficos de RDF dos atomos da molécula capazes de formar ligacao
de hidrogénio com o atomo HA11, no entanto, nenhum dos gréaficos analisados apresentou sinal
em torno de 0,2 nm. Por ultimo, foram geradas as fung¢bes que relacionam os hidrogénios e
oxigénios da molécula com a 4gua. Os dados sdo apresentados na tabela 16. Enquanto nas
figuras 50 e 51 podem ser vistas as RDF dos atomos do PVA com a &gua.

Tabela 16. Resultados das RDF dos oxigénios e hidrogénios do pva-rgd com a agua.

Neutro Acido
25ns | 50ns | 75ns | 100ns | 25ns | 50ns | 75ns | 100 ns
HW
02 0,191 | 0,188 | 0,188 | 0,191 | 0,191 | 0,186 | 0,191 | 0,183
Olp | 0,209 | 0,213 | 0,213 | 0,209 | 0,210 | 0,213 | 0,213 | 0,207
Ole 0,188 | 0,188 | 0,191 | 0,188 | 0,189 | 0,186 | 0,186 | 0,194
03 0,213 | 0,209 | 0,209 | 0,209 | 0,210 | 0,205 | 0,207 | 0,207
o010 | 0,181 | 0,181 | 0,181 | 0,281 | 0,183 | 0,186 | 0,183 | 0,181

013 0,184 | 0,181 0,181 | 0,183 | 0,183

016 0,181 | 0,181 | 0,181 0,181 | 0,181 | 0,181 | 0,181

OAl1l 0,199 | 0,202 | 0,197 | 0,202

OA12 0,184 | 0,186 | 0,186 | 0,186
ow

HO1 | 0,195 | 0,191 | 0,291 | 0,199 | 0,189 | 0,194 | 0,197 | 0,197
HO2 | 0,195 | 0,191 | 0,191 | 0,202 | 0,194 | 0,194 | 0,199 | 0,183
HI1 0,202 | 0,213 | 0,206 | 0,206 | 0,202 | 0,205 | 0,202 | 0,202
H121 | 0,202 | 0,209 | 0,202 | 0,206 | 0,199 | 0,199 | 0,202 | 0,199
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H151 | 0,191 | 0,195 | 0,195 | 0,195 | 0,194 | 0,202 | 0,197 | 0,194
H18x | 0,195 | 0,191 | 0,195 | 0,191 | 0,194 | 0,194 | 0,194 | 0,197
HC41 | 0,191 | 0,195 | 0,195 | 0,195 | 0,194 | 0,194 | 0,191 | 0,194
HC6x | 0,191 | 0,191 | 0,191 | 0,191 | 0,191 | 0,189 | 0,191 | 0,194
HC7x | 0,191 | 0,191 | 0,191 | 0,191 | 0,194 | 0,194 | 0,191 | 0,191

A tabela 16 mostra que praticamente todos os hidrogénios e oxigénios da molécula
possuem boa interacdo com a agua. Os atomos que ndo apresentam valores em nenhum dos
tempos analisados sdo OA11l e OA12. Mas para ambos 0S casos aparecem picos em torno de

0,170 nm para os quatro tempos nas RDF.
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Figura 50. RDF dos atomos O2, O1p, Ole e O3 do polimero com o HW da dgua no tempo de
100 ns de simulacdo para (a) pH neutro e (b) pH acido.

Na figura 50 ndo ocorrem mudancas significativas na intensidade e distancia para o
mesmao par em funcdo da alteracdo do pH. No entanto, observa-se que 0s picos sdo mais intensos
para 0s atomos pertencentes as partes laterais do polimero (O2 e Ole). Isso pode ocorrer pois
estes oxigénios estdo menos impedidos estericamente que os demais, visto que os atomos O1p
e O3 estdo ligados ao segmento que contém o tripeptideo. No caso da figura 51 tem-se somente
os hidrogénios das partes laterais do polimero, e estes ndo apresentam mudangas significativas

na RDF entre si ou com a mudanca de pH.
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6. CONCLUSOES

Conseguiu-se construir as estruturas iniciais do polimero no programa Gaussian e obter
suas cargas atdmicas, que possibilitaram construir as topologias e realizar as simulacfes
desejadas para cada sistema. Somente a sequéncia peptidica foi obtida de um banco de dados e

isolada.

A mudangas de temperatura para o sistema PVA-42 (280 K, 298 K e 310 K) e de pH
para o sistema RGD (neutro e &cido) ndo apresentaram mudancas significativas na estrutura das
moléculas. Os sistemas PVA-42 e RGD apresentaram resultados satisfatérios, como nos casos
do RMSD e Rg, que mostraram que o equilibrio das moléculas foi atingido, embora com
algumas mudancas conformacionais. Esses resultados possibilitaram sua utilizagdo nos
sistemas mais complexos. Além disso, a estrutura do PVVA apresentou boa interacdo com a agua

nas fungdes de distribuicdo radial analisadas.

Para o estudo das ligac6es de hidrogénio foram analisados todos os pares possiveis de
formar este tipo de ligacdo. Apos os primeiros resultados dessa andlise para o sistema 9prgd,
surgiu a hipotese de que estas ligacdes poderiam estar ocorrendo intramolecularmente. Apds
novas analises de RDF, constatou-se que os dois tipos de ligacdo (intramolecular e
intermolecular) estdo presentes. A formacgdo de ligacOes de hidrogénio entre as cadeias

poliméricas é um indicio da formacéo de um hidrogel.

Quanto ao sistema que funcionalizava o polimero com o RGD (sistema polipva-rgd), a
variacdo de temperatura ndo mostrou mudancas significativas para o0 Rg ou RDF. No entanto,
para a temperatura de 310 K, o resultado obtido apresenta indicios de um comportamento
termorresponsivo. Para confirmar esse resultado, mais analises e um maior tempo de simulagéo
se fazem necessarios. Partindo da molécula de polipva-rgd foi construido o possivel hidrogel
de PVA, contendo 9 cadeias poliméricas. Analises de Rg e RMSD mostraram que em pH acido
a estrutura se encontra em uma forma mais colapsada, e por consequéncia, com menor
capacidade de reter dgua. Quanto as ligagdes de hidrogénio, foram observadas mudanc¢as com

a alteracdo do pH, principalmente na regido em que ocorre a adi¢do do HA11.

As mudancas conformacionais de hidrogéis inteligentes sdo de fundamental importancia
no desenvolvimento de materiais para utilizagdgo em medicina. Diversas mudancas
conformacionais de hidrogéis responsivos observadas experimentalmente sdo dificeis de serem

observadas em simulagfes computacionais devido ao tempo de resposta necessario. O tempo
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de simulacdo é curto (na ordem de nanosegundos) e demora varios dias para ser simulado.
Enquanto o tempo necessario para observar tais mudancas experimentalmente pode levar
minutos, horas ou até mesmo dias. Mesmo assim, foi possivel perceber algumas mudancas na

estrutura devido a modificacdo com o RGD e alteracéo do pH.

Quando se utiliza esses tipos de materiais em estudos experimentais, alguns resultados
s&o inconclusivos. E dificil afirmar com certeza sobre a quantificacéo e localizacéo do peptideo,
das reticulacdes fisicas e da interagdo com a agua. Por isso, estudos computacionais de
polimeros, sistemas bioldgicos e outros se fazem tdo importantes. Através desse tipo de
metodologia é possivel elucidar diversas questbes levantadas por trabalhos experimentais. A
utilizacdo de técnicas computacionais pode trazer novas perspectivas e ajudar na elaboracao de

novos materiais para a area de biomateriais.
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7. PERSPECTIVAS

Mas, para resultados mais concretos, um maior tempo de simulacdo e analises
complementares se fazem necessarias. Outro ponto a ser ressaltado é que foi utilizado apenas
um método de reticulacdo e apenas uma configuracdo para o sistema que deveria formar o
hidrogel. Para um estudo mais completo, poderiam ser feitas as seguintes alteracOes: utilizar
diferentes métodos de reticulacdo, diferente nimero de reticulag@es, variagdo do numero de
peptideos e de unidades de repeticdo na estrutura. Além disso, pode-se utilizar um método
chamado Cross-grained, que € mais simples e possui menor custo computacional, para obter

resultados preliminares mais rapidamente.
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