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RESUMO 

 

O objetivo do presente estudo visa o desenvolvimento de um copolímero em bloco 

constituído por metacrilato de metila (MMA) e de dimetilaminoetila (DMAEMA), tendo 

como macroniciador poli--caprolactona dibromada (Br-PCL-Br), e que permite 

formar nanocápsulas sensíveis ao pH, contendo ou não o tripeptídeo leucina-ácido 

aspártico-valina (LDV) na superfície para a vetorização ativa de anti-neoplásicos. Os 

métodos envolveram diferentes abordagens sintéticas testadas, sendo que a 

técnica de transferência eletrônica por regeneração de ativadores (ATRP-ARGET) 

permitiu obter o copolímero PCL-P(MMA-DMAEMA)2 de forma mais prática e com 

rendimentos entre 30 e 70%. Por fim, o tripeptídeo LDV foi conjugado ao copolímero 

por meio do ligante metacrilato de 2-isocianato de etila (IEM). Um método por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) foi adaptado para a quantificação da 

doxorrubicina e as nanopartículas foram preparadas por nanoprecipitação e 

avaliadas quanto à capacidade de expandir em diferentes pHs e citotoxicidade em 

células de câncer de mama. Os resultados do copolímero demonstram, por análises 

de infravermelho (IR-FT), sinais característicos em 2900 cm-1 e 1720 cm-1 

correspondentes às funções –CH e –C=O. A análise de ressonância magnética 

nuclear de hidrogênio (RMN 1H) mostra a caracterização das cadeias 

hidrocarbônicas do copolímero, sendo que os deslocamentos químicos em 2,8 ppm 

e 3,8 ppm correspondem aos sinais dos grupamentos –CH2-N do DMAEMA e -O-

CH3 do MMA. As nanocápsulas preparadas a partir do copolímero expandiram de 

diâmetro quando expostas à pH ácido. Uma vez que o PMMA foi identificado como 

componente mais citotóxico, o copolímero foi otimizado por meio da redução da 

quantia de MMA. A quantificação da doxorrubicina encapsulada nas nanopartículas 

preparadas a partir dos copolímeros não otimizado (ARGET-A) e otimizado (ARGET-

B) foi de 61,42% e 64,88%, respectivamente. No estudo de citotoxicidade, as 

nanopartículas preparadas a partir do copolímero ARGET-B apresentaram-se 

eficazes no controle da proliferação celular de MCF-7. Conclui-se que o método de 

síntese ATRP-ARGET-B foi o mais apropriado para a produção do copolímero 

empregado no desenvolvimento de nanopartículas pH responsivas eficazes no 
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controle da proliferação de células tumorais. Ainda, existe a possibilidade do 

emprego do copolímero contendo o tripeptídeo LDV para alcançar uma vetorização 

ativa em células de câncer por meio da interação com integrinas específicas. 

Entretanto, até o presente, não foi realizada a avaliação das nanopartículas 

contendo LDV. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Copolímero. ATRP-ARGET. Nanocápsulas poliméricas. 

Vetorização. Doxorrubicina. 
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Development of functionalized nanocapsules with LDV tripeptide for active 

vectorization of an antineoplasic agent looking for cancer treatment 

 

ABSTRACT 

The objective of the present study looks for the development of a block copolymer 

constituted by methyl methacrylate (MMA) and dimethylaminoethyl methacrylate 

(DMAEMA), having poly--caprolactone dibromated (Br-PCL-Br) as a macroinitiator 

and, that could form pH sensible nanocapsules with or without the tripeptide leucine-

aspartic acid-valine (LDV) in its surface for active vectorization of anti-neoplasics. 

The methods employed different synthetic approaches tested, being that the 

activator regenerated by eletron transfer technique (ATRP-ARGET) allowed to obtain 

the copolymer PCL-P(MMA-DMAEMA)2 in a practicle way and with incomes between 

30 and 70%. Finally, the tripeptide LDV was linked to the copolymer through the 2-

isocyanatoethyl methacrylate (IEM). A high performance liquid chromatography 

method (HPLC) was adapted to doxorubicin quantification and, the nanopartircles 

were prepared by nanoprecipitation and evaluated conserning its ability to expand in 

different environments and citotoxycity in mammary cancer cells. The results from 

the copolymer demonstrated, by infrared (FT-IR), characteristic signals of 2900 cm-1 

and 1720 cm-1 from the functions –CH and –C=O. And hydrogen nuclear magnetic 

resonance (RMN 1H) analysis allowed the characterization of the hydrogen-carbonic 

chains of the copolymer, being that the chemical displacement in 2,8 ppm and 3,8 

ppm corresponds to the signals of the groups –CH2-N from DMAEMA and –O-CH3 

from MMA. The nanocapsules prepared from the copolymer expanded its diameter 

when exposed to acidic pH. Once PMMA was identified as the most toxic component 

the copolymer was optimized by the reduction of MMA amount. Doxorubicin 

quantification in the nanocapsules prepared with the copolymers not optimized 

(ARGET-A) and optimized (ARGET-B) was 61,42% and 64,88%, respectively. In the 

cytotoxicity study, the nanocapsules prepared from copolymer ARGET-B showed to 

be efficient to control the cellular proliferation of MCF-7.  It can be concluded that 

the ATRP-ARGET-B method was the more appropriate one for the copolymer 

production, which was employed in nanocapsules pH responsive effective to control 
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tumor proliferation. Besides, there is the possibility to use the copolymer 

functionalized with LDV to achieve an active delivery to cancer cells by it interaction 

with specific integrins. However, till the present, it was not realized the evaluation of 

the nanocapsules with LDV. 

 

KEY-WORDS: Copolymer, ARGET-ATRP, Polymeric nanocapsules, Vectorization, 

Doxorubicin. 
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INTRODUÇÃO 

 

O câncer é caracterizado pela proliferação descontrolada de células, 

decorrente de alterações no ácido desoxirribonucléico (DNA). Os predominantes são 

os cânceres de mama (segundo mais incidente), próstata (sexto mais incidente) e 

pele melanoma (4% é maligno) (BRASIL, 2009; 2012).  

Frente ao câncer, os leucócitos migram ao local do tumor, liberando 

citocinas, tornando a região semelhante a um processo inflamatório (com pH ácido). 

Os leucócitos ligam-se, por intermédio de seus receptores de superfície (integrinas), 

às moléculas de adesão expressas por células endoteliais e às substâncias 

presentes na matriz extracelular. As integrinas são glicoproteínas transmembranares 

que formam heterodímeros (xy) dependentes da presença de cátions divalentes 

para exercer a ligação entre células e moléculas de adesão ou entre as células e 

componentes da matriz extracelular e, efetuar a adesão celular (Figura 1) (TAKADA, 

2007).  

 

 

Figura 1. Ativação das integrinas por citocinas e adesão entre células (Portela, 
2014). 

 

As moléculas de adesão e as substâncias da matriz extracelular contêm 

peptídeos os quais apresentam especificidade de ligação com certas integrinas e 

assim, modulam processos celulares de proliferação, diferenciação e migração 

celulares e permitem a reconstituição da matriz e o reparo tecidual (TAKADA, 2007; 

BRASIL, 2002; ANJOS, 2000; ZHANG, 1995). Entretanto, quando o sistema imune é 
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ineficaz, as células cancerígenas se proliferam podendo ocasionar metástase e 

morte.  

Quando o câncer está instalado, é necessário fazer uso de terapias 

convencionais (radioterapia, quimioterapia e cirurgia) que embora melhorem o 

quadro geral do paciente, apresentam efeitos colaterais e ainda, uma boa 

porcentagem dos cânceres prevalece. Após a prostectomia e radioterapia, 25-50% 

dos pacientes tratados para câncer de próstata sofrem recorrência e 40% dos 

pacientes com câncer de mama sucumbem à doença (DENARDO, 2007; DUBOIS, 

2006). Logo, novas terapias alvo se fazem necessárias, como algumas propostas 

inovadoras nanotecnológicas envolvendo complexos, lipossomas e nanopartículas 

(ZHONG, 2009; GARG, 2009; DANHIER, 2009; RYPPA, 2008; XIONG, 2005; 

KUROHANE, 2000; BIBBY, 2005). 

Dentre os produtos nanotecnológicos aplicados ao tratamento do câncer, 

temos o injetável Doxil, sob a forma de lipossomas, cujo fármaco é a doxorrubicina 

(Figura 2). 

 

 

Figura 2. Estrutura molecular do cloridrato de doxorrubicina. 

 

A doxorrubicina será empregada como fármaco modelo, devido a sua ampla 

abrangência sobre diferentes cânceres e citotoxicidade frente a metástases, pois 

inibe a DNA-girase, interage com a topoisomerase II e intercala-se com bases 

nitrogenadas citocina-guanina, alterando a transcrição de genes (ALMEIDA, 2005; 

NASCIMENTO, 2005; ALVES, 2003). O dano causado ao DNA ocorre 

predominantemente em fase G2 do ciclo celular e, os mecanismos citotóxicos 

incluem a indução de quebras na dupla hélice do DNA, interferência sobre o 

desenrolamento do DNA, indução da diferenciação e a geração de radicais livres 

(tipo semiquinona e antraciclina), alterando a membrana celular (NEVILLE-WEBBE, 

2005). A doxorrubicina causa a morte celular por três diferentes mecanismos: 

senescência (ativa proteína p53, aumenta a expressão da proteína p21/WAF1, 
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estando associada à -galactosidade), apoptose (ativa a proteína p53/Faz/Caspase-

8, Caspase-9 e Caspase-3, levando à fragmentação do DNA e morte celular) e 

necrose (aumenta a fosforilação da Akt, descondensando a cromatina nuclear e 

lisando a membrana celular), sendo dependentes da concentração, respectivamente 

(REBBAA, 2003; YANG, 2001). 

Seu principal metabólito, o doxorrubicinol, possui atividade antineoplásica 

além de acarretar em estresse oxidativo ao músculo cardíaco (cardiotoxicidade), 

peroxidação lipídica e oxidação do DNA (JAIN, 2011). É recomendado não mais que 

550 mg/m2 como dose máxima acumulada (VON HOFF, 1979). Além da 

cardiotoxicidade crônica, a doxorrubicina ainda causa depressão de medula óssea e 

desordens gastrintestinais (VERDUN, 1990). Estes efeitos podem ser reduzidos 

quando a doxorrubicina é encapsulada em sistemas carreadores nanoparticulados 

(ALKHATIB, 2013; JAIN, 2011; VERDUN, 1990).  

Desta forma, visando à redução de efeitos colaterais e a busca de uma 

alternativa terapêutica inovadora para a vetorização de antineoplásicos pretende-se 

desenvolver um nanocarreador pH-responsivo.  

Considerando que a doxorrubicina apresenta um coeficiente de distribuição 

(Log D) de 1,23 em pH = 7,5 (Software ACDLab), pressupõe-se que em 

nanocápsulas, esta apresente uma distribuição do tipo II ou III, uma vez que a 

melatonina (Log D = 0,96) foi classificada por Oliveira et al (2013) como tipo II. 

Alguns polímeros metacrílicos têm sido empregados no desenvolvimento de 

sistemas nanocarreadores para o tratamento de câncer, conforme Tabela 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

Tabela 1. Polímeros metacrílicos empregados em carreadores para o tratamento do 

câncer. 

Partícula Polímero Fármaco Publicação 

NP P(ácido-co-metil-metacrílico) cisplatina Lee, 2013 

Micelas P(HEMA)-p-(His) doxorrubicina Johnson, 2012 

NC Blenda PCL/PMMA-b-PDMAEMA melatonina Penott-Chang, 

2012 

NP DMAEMA/HEMA paclitaxel Malam, 2011 

NC PCL-g-PDMAEMA Paclitaxel/DNA Guo, 2010 

NP P(IEM-MMA) - Beck, 2009 

Micelas PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA clorambucil Miguel, 2008 

L PMMA-b-PDMAEMA - Cuccovia, 2013a,b 

*NP = nanopartículas, NC = nanocápsulas, L = lipossomas. 

 

Destes, ressaltam-se as características individuais da PCL (formador de 

ligações com outros polímeros e auxiliar de aumento de permeabilidade), MMA 

(facilitador da propagação de monômeros), DMAEMA (temperatura e pH-responsivo) 

e IEM (propriedades adesivas e auxiliador de penetração celular). Apesar de ser 

relatado o uso de blenda de PCL/PMMA-b-PDMAEMA, ainda não há relatos do 

copolímero contendo PCL, MMA e DMAEMA. 

As nanocápsulas pH-responsivas carreadoras de doxorrubicina a serem 

desenvolvidas neste estudo serão empregadas para o tratamento de tumores 

podendo agir por efeito de permeação e retenção (EPR) ou, ainda, se 

funcionalizadas com o tripeptídeo leucina-ácido aspártico-valina (LDV), terão 

especificidade de ligação pelas integrinas α4β1, α4β7 e α5β1, visando a vetorização 

ativa de forma segura e eficaz (Figura 3).  
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Figura 3. Representação do efeito dos nanocarreadores sobre tumores (EPR e 
vetorização ativa). 

 

Considerando as possibilidades de interação do LDV à integrinas, sabe-se 

que a integrina α4β1 encontra-se em leucócitos, células B e T, Natural Killer, 

fibroblastos e células vasculares de músculo esquelético e liso; a integrina α4β7 por 

sua vez, encontra-se em linfócitos T de memória e em algumas doenças (por 

exemplo: Crohn, colite ulcerativa e esclerose múltipla) e a integrina α5β1 é expressa 

em células endoteliais. Ainda, estas três integrinas também estão presentes em 

células tumorais (TAKADA, 2007; WAITKUS-EDWARDS, 2002; UGAROVA, 1996). 

Logo, nanocápsulas de núcleo lipídico contendo doxorrubicina com parede 

de poli(-caprolactona) e superfície recoberta por polissorbato 80 (Tween 80) serão 

preparadas na presença do copolímero em bloco PCL-P(MMA-DMAEMA)2, podendo 

conter um espaçador (PCL-P(MMA-DMAEMA-IEM-LDV)2) para vetorização ativa de 

fármacos em integrinas. O DMAEMA é um metacrilato que possui um grupamento 

amina capaz de responder ao pH do meio, sendo que em pH fisiológico apresenta-

se na forma básica, com a porção acrílica enovelada, enquanto que em pH < 7 

(tecido inflamado ou tumoral: pH = 5,5 a 7,0) o grupo amino é protonado e a porção 
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acrílica é estendida, expondo o segmento LDV apenas no sítio de ação e, ao mesmo 

tempo, protegendo-o contra degradação na circulação (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Comportamento das nanocápsulas de PCL-P(MMA-DMAEMA)2 em 
diferentes pHs. 

 

A cobertura da nanocápsula com polissorbato 80 visa proteger o tripeptídeo, 

evitando sua hidrólise ou fagocitose prévia, sendo sua exposição dependente do pH 

do meio. O LDV terá facilidade de ser reconhecido pelas células do sistema imune e 

cancerígenas, concentradas na região do tumor, sendo permitida sua interação com 

integrinas. Após esta ligação, espera-se que o fármaco seja liberado de forma 

pronunciada atacando o tumor rapidamente sem lesar as células vizinhas e os 

fragmentos do nanovetor sejam eliminados do organismo sem causar acúmulo e 

toxicidade. 

Esta pesquisa possui extrema relevância na terapia contra o câncer, pois o 

nanodispositivo proposto visa controlar o câncer em estágios iniciais e terminais da 

doença (metástase), devido a sua capacidade de complexar-se com as integrinas 

que, de maneira geral, possuem uma expressão aumentada nesses estágios, 

considerando linhagens cancerígenas de mama e próstata (que possuem a mesma 

origem genética – genes BRCA 1 e 2 e proteína p53) e de pele melanoma (ZHONG, 

2009, GLINSKY, 2007, PENG, 2006, FELDING-HABERMANN, 2004, KULBE, 2004, 

AOUDJIT, 2001, FORNARO, 2001, BERRY, 2000, KIM, 2000, SEFTOR, 1999, GUI, 

1995).  

Este novo nanocarreador poderá ser empregado para diversos tipos de 

câncer, considerando a expressão dessas integrinas em outras linhagens celulares; 

para a inibição da angiogênese, tratamento de doenças cardíacas e vasculares de 
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músculo esquelético e liso e possivelmente, contra o vírus da AIDS devido à 

presença em linfócitos T de memória e atuação em macrófagos locais. Em vista 

dessas perspectivas, este estudo colabora com o desenvolvimento de novas 

tecnologias de vetorização ativa de fármacos e alternativas de associações 

moleculares. 
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2. OBJETIVOS GERAIS 

 

Desenvolver nanocápsulas de núcleo lipídico a partir do copolímero PCL-

P(MMA-DMAEMA)2, além de funcionalizar com o tripeptídeo leucina-ácido aspártico-

valina (LDV), para a vetorização de um antineoplásico (doxorrubicina) às células 

cancerígenas de mama. A sequência de etapas do estudo é representada na forma 

de esquema, conforme Figura 5. 

 

 

Figura 5. Etapas de desenvolvimento do estudo. 
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CAPÍTULO 1: Síntese do copolímero PCL-P(MMA-DMAEMA)2 e sua 
funcionalização com o tripeptídeo LDV 

 

 

INTRODUÇÃO DO CAPÍTULO 1 

 

A ciência de polímeros tem dado grande atenção às novas arquiteturas 

moleculares como copolímeros. Os copolímeros apresentam uma química 

específica e propriedades físicas diferenciadas e, permitem a modificação de 

suas extremidades ou ramificações, visando à vetorização ativa. Os 

copolímeros compostos de diferentes monômeros possuem potencial 

aplicação em sistemas de liberação de fármacos, biomateriais e 

nanotecnologia (DARCOS, 2011). 

 A síntese de copolímeros pode ser realizada por diferentes métodos de 

polimerização controlada viva, como a técnica de polimerização radicalar por 

transferência de átomo (ATRP). A ATRP é uma técnica simples e acessível 

de polimerização resultando em polímeros com terminação funcionalizada por 

halogênios. Ocorre por reação de substituição envolvendo inicialmente o 

emprego de complexo metálico em estado bulk, solução orgânica, água como 

solvente ou em emulsão (DARCOS, 2011; GAO, 2006; SUMERLIN, 2005; 

SHEN, 2004; ZENG, 2000). 

 A ATRP possui uma derivação conhecida por ATRP-ARGET, ou seja, 

polimerização por transferência eletrônica por regeneração de ativadores, a 

qual utiliza cobre (I)-halogênio/ligante e monômero, com a presença ou não 

de um redutor (DONG, 2008). Essa técnica é uma alternativa de custo mais 

acessível e simples que a ATRP convencional para a obtenção de polímeros 

em bloco. 

Os polímeros que são muito empregados para o desenvolvimento de 

novas arquiteturas e sistemas de liberação de fármacos incluem poli(-

caprolactona) (PCL), poli[metacrilato de 2-(N,N-dimetilamino)etila] 
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(PDMAEMA) e poli[metacrilato de metila] (PMMA) (DARCOS, 2011;  DONG, 

2010; RIMESSI, 2009; BOUGARD, 2007; CAMPOS, 2003; ARAUJO, 1999).  

A PCL é um poliéster alifático sintético, insolúvel em água, 

biocompatível, atóxico e biodegradável, cujo ponto de fusão é relativamente 

baixo (60oC) e torna-se atrativo o seu emprego devido a capacidade de 

formar ligações compatíveis com vários outros polímeros (BOUGARD, 2007; 

CAMPOS, 2003). Ainda, a PCL possui baixa imunogenicidade e é aprovado 

pela Food and Drug Administration (FDA) (MIGUEL, 2008). 

O PDMAEMA é um polímero biocompatível, hidrofílico, atóxico, 

sensível ao pH e a temperatura, descrito como polibase fraca. Possui pKa de 

7,4 e temperatura de solução crítica inferior (LCST) de 50oC em água. 

Apresenta solubilidade em água por meio da protonação de seus grupos 

amino terciários com pH < 7,0, como ocorre no local de presença de tumores. 

A nanopartícula constituída deste polímero irá se dissociar e liberar o 

fármaco, concomitante à expansão do PDMAEMA (DONG, 2010; MIGUEL, 

2008; BOUGARD, 2007; XU, 2006; BAINES, 1996).  

O PMMA é, por sua vez, um polímero biocompatível, hidrofóbico e que 

possui baixa toxicidade, sendo empregado como facilitador da propagação de 

monômeros durante a polimerização (BAINES, 1996). 

Com base nas características individuais desses polímeros, o objetivo 

deste trabalho foi sintetizar um copolímero em bloco utilizando PCL e 

DMAEMA (e/ou MMA) por ATRP ou ATRP-ARGET. Esse copolímero será 

aplicado no desenvolvimento de nanopartículas pH-responsivas contendo um 

antineoplásico (doxorrubicina) e, que poderá ser funcionalizada com o 

tripeptídeo LDV objetivando a vetorização ativa por interação com integrinas. 

Os peptídeos são aminoácidos unidos por ligações peptídicas (amida) 

que compõe proteínas biológicas. Eles possuem a função de reconhecimento 

celular e controle de processos como adesão, regulação (proliferação, 

diferenciação, sobrevivência e apoptose), motilidade/migração e sinalização 

celular. Ainda, agem na identificação de sítios biológicos ativos e na 

transdução de sinais celulares como fluxo iônico e ativação de cascatas 

enzimáticas (MIN, 2004). Também podem atuar como catalisadores ou 

quelantes de metais (MACHADO, 2004; PATEL, 1965; SPRINGER, 1963).  
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Conforme já mencionado, os peptídeos interagem com as integrinas 

das células. As integrinas são receptores de superfície celular sob a forma de 

heterodímeros transmembranares (). Em humanos existem 18 subunidades 

 e 8 , gerando 24 heterodímeros responsáveis por modular o 

reconhecimento celular por interações entre célula-célula (homotípica), célula-

proteína de matriz extracelular, célula-ligante solúvel e célula-moléculas de 

adesão celular (heterotípicas) (TAKADA, 2007; ANJOS, 2000; RUOSLAHTI, 

1996; ZHANG, 1995). A modulação de reconhecimento celular envolve a 

unidade  que contém um ou mais sítios de ligação e a unidade  que é 

dependente de cátions divalentes, como cálcio ou magnésio. Juntas, 

conectam o meio extracelular aos microfilamentos de actina do citoesqueleto 

(JIA, 2004. TAKADA, 2007; RUOSLAHTI, 1996).  

A expressão das integrinas é modulada por citocinas, fatores de 

crescimento e componentes da matriz extracelular em diferentes ambientes 

teciduais (HOFFMANN, 2005). De forma geral, as integrinas apresentam 

expressão aumentada no início do desenvolvimento de tumores e nos 

estágios finais do câncer (metástases) (GLINSKY, 2007; KULBE, 2004; 

FORNARO, 2001; BERRY, 2000; SEFTOR, 1999; NOORANI, 1999; GUI, 

1995).  

Logo, existem peptídeos presentes em proteínas de matriz ou em 

moléculas de adesão que se ligam especificamente com determinadas 

integrinas expressas em células. Como exemplos da especificidade peptídeo-

integrina, tem-se: o peptídeo KQAGDV (Lys-Gln-Ala-Gly-Asp-Val) que se liga 

as inegrinas 51 e IIb3, KGD (Lys-Gly-Asp) com IIb3 e DGEA (Asp-Gly-

Glu-Ala) com 21. O peptídeo RGD (Arg-Gly-Asp) pode interagir com 20 

diferentes integrinas conhecidas (51, 31, 21, 81, v1, v3, v5, v6, 

v8, 41, 47, 71 e IIb3, entre outras). Porém, não é específico em 

termos de atividade (HUHTALA, 1995). Para peptídeos como o RGD, a 

promoção da adesão celular ocorre quando este se encontra insolúvel na 

superfície celular (RUOSLAHTI, 1996). O RGD é uma sequência que compõe 

proteínas como desintegrinas, fibronectina, vitronectina, tromboespontina, 

osteopontina e fator de Von Willebrand (TSELEPIS, 1997; JOHANSSON, 

1997; AKIYAMA, 1995). Ainda, o RGD é citado como sendo um facilitador 
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para a penetração de bactérias e vírus em células hospedeiras 

(SCHAFFNER, 2003). 

Já a sequência LDV (Leu-Asp-Val), que também se encontra na 

fibronectina (além do RGD) e em outras moléculas de adesão celular, é capaz 

de ligar-se de forma mais específica a um menor número de integrinas, sendo 

elas: 41, 51, 47 (TAKADA, 2007; WAITKUS-EDWARDS, 2002; 

TSELEPIS, 1997; UGAROVA, 1996). Humphries et al (1995) cita que o LDV é 

um peptídeo competitivo ao RGD pela ligação com v3 quando na 

fibronectina. 

A integrina 41 (ou VLA-4) é expressa em leucócitos, linfócitos B, 

linfócitos T, células tumorais, células Natural Killer, fibroblastos e em células 

vasculares de músculo esquelético e liso e, ainda em endotélio inflamado. A 

51 (ou VLA-5) é o receptor de células endoteliais entre outras e a 47 está 

presente em linfócitos T de memória. Estas três integrinas estão presentes 

em tumores como de próstata e mama (TAKADA, 2007; WAITKUS-

EDWARDS, 2002; UGAROVA, 1996). 

Quando as células se encontram em processo de mitose ou na 

circulação, as integrinas de superfície encontram-se inativas enquanto que, 

na presença de um fator, ativam-se para a ligação com peptídeos e adesão 

celular (JOHANSSON, 1997).  

Por meio do estudo de Jia et al (2004), foi concluído que a regulação 

controlada da expressão da integrina 41 durante o desenvolvimento do 

processo oncogênico é capaz de reprimir a ocorrência de metástase de 

células epiteliais mamárias. Essa repressão ocorre após a interação da 

integrina 51 com a sequência peptídica Ac-PHSRN-NH2
 (Pro-His-Ser-Arg-

Asn) presente no domínio central da fibronectina (sequência aditiva ao RGD 

para adesão celular). Comprovou-se ainda que o LDV, em concentração 

equimolar, inibe a invasão de células tumorais, impedindo a ocorrência de 

metástase. Logo, a presença de peptídeos, bem como, a expressão das 

integrinas são fatores determinantes na adesão celular e na invasão tecidual 

do câncer. 

Com base na localização dessas integrinas em células específicas 

surge a hipótese de veicular o LDV como agente de vetorização ativa para 
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fins como: tratamento de diversos tipos de câncer, inibição da angiogênese, 

tratamento de doenças cardíacas e, possivelmente, contra o vírus da AIDS. 

Para tanto, vem sendo utilizadas estratégias de vetorização 

empregando peptídeos ligados a polímeros biodegradáveis (PATEL, 2012; 

SHAKAYA, 2010), a antineoplásicos (RYPPA, 2008; ZHONG, 2009) e, em 

carreadores como lipossomas (XIONG, 2005) ou nanopartículas (DANHIER, 

2009; BIBBY, 2005). 

Assim, o estudo da ligação do LDV com o copolímero PCL-P(MMA-

DMAEMA)2 se faz necessário para possibilitar o emprego deste material na 

preparação de nanocápsulas poliméricas, visando à vetorização ativa no 

tratamento de neoplasias. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA DO CAPÍTULO 1 

 

A  síntese de copolímero em bloco pode ser realizada por diferentes métodos de 

polimerização controlada viva, como a técnica de polimerização controlada por 

ATRP que é uma das técnicas mais comumente empregadas (ZHENG, 2003). Nela, 

ocorre um equilíbrio dinâmico rápido entre o crescimento de radicais livres e 

espécies dormentes (iniciador). O iniciador é ativado a radical para a propagação de 

monômeros por reação catalítica. A ATRP utiliza complexos de metais de transição 

solúveis como catalisadores na reação redox, sendo os mais comuns baseados em 

brometo de cobre (I) ou rutênio (II), os quais exigem o uso de um ligante (ex. para 

cobre, geralmente bipiridina ou amina multidentada) (SHEN, 2004). 

O complexo metálico formado (CuBr/ligante) sofre a oxidação de um elétron 

com redução homolítica simultânea do átomo de halogênio da espécie dormente 

gerando um radical (Polímeron
.-X). O radical propaga os monômeros (Monômero: M) 

sendo desativado junto ao complexo metálico para seu estado dormente, ligado à 

cadeia polimérica com o haleto na terminação e, regenera o metal de transição 

inicial, processos que são apresentados no Esquema 1.  

 

Pn-X + Y-Mt/L
x kativação

kdesativação
Pm
.

+ M

kpropagação

+ Mt/Ligante

kterminação

X

Y

x+1

Terminação

ATRP:

 

Esquema 1. Reações por ATRP (SHEN, 2004). 

 

Essa reação repete-se até total consumo do monômero.  A constante de 

desativação é superior ao da ativação e, cada cadeia polimérica é protegida por 

passar a maior parte do tempo como espécie dormente e, a terminação permanente 

por acoplamento radicalar é minimizada (SHEN, 2004; MONTALA-TIMOL, 2007a). 
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Considerando o emprego da ATRP para a copolimerização de PCL com 

monômeros DMAEMA (contendo ou não MMA), algumas observações são 

necessárias para a execução da técnica, como (SHEN, 2004): 

- a massa molecular final do polímero pode ser ajustada. Observa-se a distribuição 

de massas moleculares entre 1,0 e 1,5 (PDI) (PATTEN e MATYJASZEWSKI, 1999). 

As razões molares [monômero]/[iniciador] empregadas variam de 98:2 (MONTALA-

TIMOL, 2007b), 100:1 (MONTALA-TIMOL, 2007a) e 40:1 (ZHU,2010).  

- o uso de pequena quantidade de catalisador aumenta a eficiência do iniciador, 

logo, preconiza-se uma relação [iniciador]/[CuBr] ≤ 0,5 molar (JIANG, 2010). 

- polimerizações em temperaturas mais brandas resultam em pequenas 

concentrações de radicais e maiores tempos de polimerização. As temperaturas 

podem variar de -20oC a 130oC (PATTEN e MATYJASZEWSKI, 1999). 

- um pequeno grau de tolerância para a presença de oxigênio na reação pode ser 

desconsiderado uma vez que este se complexa com metais de valência zero 

(PATTEN e MATYJASZEWSKI, 1999). 

- o catalisador cobre sofre precipitação junto ao polímero, o que colore o produto. O 

cobre apresenta toxicidade intermediária entre ferro (menos tóxico) e níquel ou 

paládio (mais tóxicos) e, pode acumular-se no organismo e interagir com enzimas e 

outras moléculas de importância biológica ou ainda, participar de reações do tipo 

redox (TSAREVSKI, 2007). Para o conjunto PMMA/CuBr/bipiridina ocorre coloração 

marrom enquanto para PMMA/CuBr/amina alifática ocorre a coloração verde escuro, 

como é o caso com uso de N,N,N´,N´,N-pentametildietilenotriamina (PMDETA). 

Logo, o resíduo de catalisador deve ser eliminado para a maioria das aplicações, 

melhorando o aspecto estético bem como a segurança. 

- a escolha do ligante também influencia no controle da polimerização por ATRP, 

sendo citado que o PMDETA é um melhor complexo redutor com brometo de cobre 

que o tris[2-(dimetilamino)etil]amina (CuBr/Me6TREN) (SHEN, 2004; HONG, 2003). 

- a purificação para a retirada do cobre residual no polímero pode se dar por 

diferentes metodologias como lavagem (ex. dissolução-precipitação do PMMA em 

meio polar: o polímero precipita e o catalisador permanece em solução, uma vez que 

cobre (II) é solúvel em meio polar) ou extração (em solução aquosa contendo 

quelante como ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA), embora seja necessário o 

ajuste do pH para ácido). Ainda, pode-se empregar a filtração por colunas de 

alumina (neutra para PMMA e básica para PDMAEMA) ou sílica gel 60. Complexos 
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de cobre possuem alta afinidade por esses materiais devido à formação de ligações 

de hidrogênio com os grupamentos Al-OH e Si-OH, respectivamente (JIANG, 2010; 

SUN, 2008; BOUGARD, 2007; BORMAN, 2000). 

A ATRP apresenta uma derivação, a técnica de polimerização ATRP-ARGET, 

regeneração de ativadores por transferência de elétrons, a qual utiliza um iniciador, 

cobre (I)-halogênio/ligante e monômero. É possível utilizar ou não um agente 

redutor, uma vez que compostos com nitrogênio como o monômero DMAEMA ou 

ligante PMDETA podem atuar como redutores, devendo apresentar-se em 

quantidade superior que ao de brometo de cobre (I) (DONG, 2008).  

Na ATRP-ARGET o cobre (I) é oxidado a cobre (II) e o cobre (II) é reduzido a 

cobre (I) em presença do redutor, logo o catalisador é regenerado por transferência 

de elétrons. Além deste papel, o agente redutor é capaz de consumir pequenas 

quantidades de oxigênio do ambiente reacional. O esquema da reação é 

apresentado a seguir (Esquema 2). 

 

 

Esquema 2. Reação por ATRP-ARGET (DONG, 2008). 

 

Na ATRP-ARGET a quantidade de cobre (I) pode ser reduzida a 103 vezes 

em relação à ATRP convencional (2.000-10.000 ppm) (menor custo). Ela tolera um 

excesso do redutor, o que elimina a necessidade de retirada de oxigênio do sistema, 

simplificando a técnica ATRP e, eliminando a etapa de purificação do cobre (DONG, 

2008; TANG, 2008). 

A ATRP-ARGET preserva as funcionalidades terminais de cadeia evitando 

reações laterais entre os radicais de propagação e o catalisador cobre, permitindo 

obter um polímero de alta massa molecular com estreita distribuição (KWAK, 2011; 
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2009).  A maioria da literatura cita a necessidade de temperaturas altas (80-90oC), 

embora outros autores a façam a 25-30oC e, como desvantagem, há a necessidade 

de maior tempo de reação variando de 3h a 24h (KWAK, 2011; NICOLAŸ, 2010; 

CHAN, 2010; KWAK, 2009; KWAK, 2008; MIN, 2007; OH, 2006). 

A partir desses estudos e do conhecimento das técnicas e materiais pode-se 

sintetizar um bloco polimérico composto por PCL e DMAEMA, contendo ou não 

MMA, o qual poderá ser empregado para o preparo de nanopartículas responsivas 

ao pH do meio biológico.   

Visando a modificação de grupamentos químicos, a construção de novos 

blocos e a obtenção de sistemas inovadores de liberação de fármacos, alguns 

polímeros que se encontram em estudos são a PCL, DMAEMA e o MMA. 

Normalmente a PCL empregada na síntese de copolímeros apresenta-se com 

baixa massa molecular conforme já visto no trabalho de Miguel et al (2008).  O 

copolímero de PDMAEMA-PCL-PDMAEMA for sintetizado partindo de um 

macroiniciador (PCL (Mn = 2000 g/mol)) com extremidades bromadas por brometo 

de 2-bromoisobutirila e seguido do emprego da ATRP, obtendo o copolímero para a 

formação de micelas carreadoras de clorambucil (antitumoral). Arslan (1999) utilizou 

PCL (Mw = 1250 g/mol) polimerizada com MMA, em duas etapas, formando os 

copolímeros PMMA-b-PCL e, PMMA-b-PCL-b-PMMA, visando o aumento de 

rendimento por uso de ácido nítrico e iniciação por íons cério. 

Já a PCL com maior massa molecular (Mn = 24000 g/mol e Mn = 45000 

g/mol) foi polimerizada por ATRP em suspensão com PMMA formando polímero em 

estrela ou blendas, respectivamente (MÉNDEZ, 2002; HEISE, 2001). Para ambos 

foram necessários duas ou mais etapas de polimerização. A blenda ainda recebeu a 

incorporação de cloridrato de vancomicina (antibiótico glicopeptídico), sendo 

avaliada quanto à liberação in vitro (MÉNDEZ, 2002). Observa-se que nesses casos 

a técnica de polimerização envolve geralmente, a ATRP em combinação com outra 

técnica de polimerização viva.  

Uma vez obtido o copolímero, este pode ainda ser funcionalizado com 

peptídeos, como o LDV, possibilitando seu emprego na preparação de nanocápsulas 

de vetorização ativa. 

O LDV pode ser obtido de forma sintética ou adquirido comercialmente. A 

síntese peptídica pode ser realizada em meio líquido, chamada síntese em solução 

ou, em fase sólida utilizando um aminoácido ligado a um suporte polimérico.  
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A síntese de peptídeos em solução necessita de etapas intermediárias de 

tratamento reacional, incluindo purificação, proteção e desproteção de grupamentos 

de extremidade ou cadeia lateral, tornando-se mais trabalhosa (MACHADO, 2004).  

Já, a síntese em fase sólida é a mais empregada para obter peptídeos devido 

à praticidade, rapidez, possibilidade de automação e permite a síntese individual, 

paralela e múltipla (MACHADO, 2004; SAKIKABARA, 1999).  

Existem diversas estratégias de acoplamento de peptídeos que vem sendo 

empregadas nas pesquisas científicas para o tratamento de câncer. Dentre elas tem-

se a conjugação de peptídeos com: 

 Radioisótopos: O 99mTc(CO)3-pirazoil foi conjugado com o peptídeo RGD-D-

Tyr-Lys vetorizando à integrinas vasculares de células M21 de melanoma humano 

(ALVES, 2007). 

 Anticorpos: O anticorpo monoclonal RFB4 foi ligado, via maleimida, à toxina 

ricina de cadeia A (RTA) e esta ao peptídeo LDV, sendo avaliado o dano às células 

de endotélio vascular (em células HUVEC, endoteliais de cordão umbilical) e a 

ocorrência de rupturas vasculares. Foi comprovado que o LDV derivado de RTA 

induz prematuramente a apoptose em células HUVEC por meio da indução de 

caspase-3 e, a presença do ácido aspártico foi crucial para a ligação RFB4-RTA-

LDV às células HUVEC e na ocorrência de dano celular. O ácido aspártico se 

encontra parcialmente exposto ao RTA enquanto que a leucina e valina 

permanecem não sendo expostas. E, infere-se que as mutações no ácido aspártico 

podendo prevenir a ligação ao RTA e o dano às células HUVEC (BALUNA, 2000). 

 Antineoplásicos: A doxorrubicina foi ligada, via maleimida, à RGD divalente 

(E[c(RGDfK)2]) e analisada quanto a interação com integrinas 51 e v3 em câncer 

de ovário in vitro e in vivo (RYPPA, 2008). 

Outros exemplos de ligações entre antineoplásicos e peptídeos encontram-se 

na ligação de metotrexato via ácido glutâmico (Glu--OtBu) à um octapeptídeo, 

sendo avaliado quanto à inibição de proliferação celular de câncer de mama, 

próstata e pâncreas em cultura celular (NAGY, 2003) e de paclitaxel ao 

(E[c(RGDfK)2]) por meio da hidroxisulfonosuccinimida (SNHS) avaliando o 

tratamento sobre células de câncer de mama (CHEN, 2005). 

Em relação a ligações diretamente com o LDV, temos a ligação com o 

fármaco fluorescente 7-amino-4-carbamoilmetilcoumarina para interagir com 41 



38 
 

expressa em tumores, controlando a liberação mediante a hidrólise enzimática. Foi 

observado que o conjugado resiste às enzimas em tecidos normais e quando em 

tecidos tumorais (melanoma, células A375), exibiu a liberação do ativo catalisada 

por enzimas (KOTAMRAJ, 2009). Zhong e colaboradores (2009) empregaram 

doxorrubicina (2 g/mL) ligada, via anidrido succínico (NHS), ao LDV para agir como 

vetor às células de melanoma in vitro, demonstrando que sua efetividade é 

dependente da expressão das integrinas, principalmente de 41 em células A375.  

 Polímeros: O N-isopropilacrilamida-co-ácido acrílico ligado a alanina, glicina 

ou serina sob forma de mono, di ou tripeptídeos para avaliar a LCST para o futuro 

uso em carreadores de pró-fármacos (BULMUS, 2001).  

Stevens (2014) incorporou RGD à interface de PCL para aplicação em dano 

de nervos periféricos e Banerjee (2000) testou esferas de PEG-PMMA-PEG 

contendo RGD em fibroblastos para controle de resposta celular. 

 Sistemas carreadores: Para os vários sistemas carreadores temos a 

exemplificação distinta, conforme segue: 

 Micelas: Um bioconjugado híbrido de poli-hidroxietil metacrilato de 

acrílico-poli-histidina (P(HEMA)-p(His)) foi empregado na forma de micelas 

para carrear doxorrubicina e observar sua liberação em função do pH e a 

efetividade de resposta frente a células HCT116 de carcinoma de colon. O 

efeito observado foi dose-dependente e a liberação em pH 5,5 foi em torno de 

90%, enquanto em pH 7,4 foi de 60% (JOHNSON, 2012). Micelas de 

poli(etileno óxido)-b-poli(butadieno) contendo RGD foram estudadas visando 

o emprego como carreador para vetorização de fármacos (ZUPANCICH, 

2009). 

 Lipossomas: Em lipossomas revestidos por PEG conjugou-se RGD 

cíclico e encapsulou-se doxorrubicina, visando à vetorização para tumores 

devido à interação com integrinas vasculares e, obteve-se uma maior 

captação dos lipossomas contendo RGD em células de glioma U87MG em 

comparação aos lipossomas não vetorizados por RGD (CHEN, 2012). 

Lipossomas contendo RGD mimético e doxorrubicina foram desenvolvidos 

para comprovar o efeito de permeação e retenção (EPR) em melanomas. A 

presença do RGD na superfície do lipossoma permitiu atingir uma maior 
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citotoxicidade em células e, em ratos, obteve-se maior contenção do 

crescimento do tumor (XION, 2005). 

 Quantum dots: Quantum dots semicondutores foram funcionalizados por 

peptídeos CGGGRGD e CGGGLDV objetivando o estudo de processos 

subcelulares, uma vez que RGD e LDV possuem afinidade de ligação seletiva à 

integrinas de neurônios e células de câncer de mama (MDA-MB-435) (BAIRAMOV, 

2008; 2007). 

 Nanopartículas: Nanopartículas de PLGA (ácido poli(lático-co-glicolítico) 

contendo um octapeptídeo e loperamida foram marcadas com rodamina-123 e 

avaliadas quanto a biodistribuição em macro-áreas do cérebro. Sua capacidade de 

atravessar a barreira hematoencefálica foi justificada pela presença do peptídeo na 

superfície da nanopartícula (TOSI, 1997). Também, o paclitaxel foi encapsulado em 

nanopartículas de PLGA contendo, via ligação PCL-b-PEG, RGD ou RGD 

peptidomimético. Foi comprovada a vetorização ao tumor endotelial e o aumento da 

eficácia do fármaco (DANHIER, 2009). 

Como exemplos de trabalhos de nanopartículas preparadas a partir de 

metacrilatos e funcionalizadas por peptídeos, tem-se a pesquisa de Bibby (2005), 

onde nanopartículas de inulina multi-metacrilato contendo RGD cíclico ligado por 

meio de PEG-400 encapsularam doxorrubicina para avaliação de sua biodistribuição 

e farmacocinética em ratos. Foi demonstrado que houve um acúmulo do fármaco no 

fígado, baço e tumor em até 48 horas, com a presença de altas concentrações do 

metabólito nesses tecidos.  

O emprego de LDV em nanopartículas foi citado apenas por Fievez et al 

(2009), onde nanopartículas de MeO-PLGA-OH (70%)/PEG-b-PLGA (15%)/PEG-

PCL (15%) foram preparadas não vetorizadas e vetorizadas com RGD, RGD 

peptidomimético, LDV derivativo, LDV peptidomimético e manose. Foi avaliada a 

vetorização à integrina 1 expressa na superfície de células intestinais M quanto ao 

aumento de resposta imune após administração oral. Foi observado que ambos 

RGDs aumentam o transporte das nanopartículas às células M em comparação com 

eritrócitos. O RGD, LDVd, LDVp e manose aumentaram a captura das 

nanopartículas por macrófagos e a produção do anticorpo IgG quando comparados 

a via intramuscular. Logo, o transporte, a captura e a resposta imune são 

melhorados quando se utilizam nanopartículas vetorizadas com peptídeos. 
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Segundo Morell (2013), o emprego de peptídeos conjugados a polímeros é 

importante devido à capacidade dos peptídeos de adotarem conformações estáveis, 

se auto-organizarem em nanoestruturas por meio de interações não covalentes e, 

podem ainda auxiliar na estabilização de interfaces com os biosistemas. 

Shlaad et al (2003) citam que bioconjugados polímero-peptídeo gera um 

material com características de maior solubilidade, elasticidade da porção 

polimérica, reconhecimento mútuo e, melhor desempenho mecânico e 

biodegradabilidade. 

Com base nos estudos citados, procurou-se efetuar uma investigação sobre 

os possíveis espaçadores que podem ser empregados na ligação peptídeo-

polímero. As estratégias abrangem o uso de polímeros de extremidade modificada 

como metacrilato de hidroxietila (HEMA), hidroxilamina e sacarídeos (SHAKAYA, 

2010), N-hidroxisuccinimida (NHS), -aminoácidos-N-carboxianidridos (JOHNSON, 

2012; NICOLAS, 2007), maleimida (GOUTAYER, 2010; SHAKAYA, 2010), glicina 

(NICOLAS, 2007) e, outros polímeros como o poli(metacrilato de glicidila) e 

poli(metacrilato de 2-isocianato de etila) (JONSSON, 2009; AYRES, 2005; 2003).  

Conforme o Esquema 3 podem-se observar a substituição a ser realizada 

com estes diferentes espaçadores. 
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Esqueva 3. Ligação Copolímero PCL-P(MMA-DMAEMA)2 com LDV e possíveis 
espaçadores. 

  

Destes (possíveis espaçadores X), o metacrilato de 2-isocianato de etila (IEM) 

é um promissor ligante uma vez que permite a formação de ligação uréia (-NH-CO-

NH) com o peptídeo, conforme demonstrado por Ayres (2005; 2003).   

O IEM é um polímero muito utilizado para engenharia tecidual devido à suas 

propriedades adesivas a ossos, dentes e articulações de tecidos moles. Sua ligação 

química se mantêm estável até 7 dias quando em água e/ou temperaturas até 55oC 

nesses ambientes (BAYRAMOGLU, 2010). Embora o monômero seja tóxico, os 

materiais poliméricos no qual ele foi inserido (envolvendo conjugação com PCL e 
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DMAEMA) foram testados frente a plasma humano in vitro e administrados pela via 

subcutânea em ratos. Estes demonstram baixa toxicidade não propiciando a 

ocorrência de inflamação tecidual ou alterações histológicas em nível significativo 

(FERREIRA, 2008; WERKMEISTER, 2010).  

Quanto a sua biodegradabilidade, o conjugado possui ligações ésteres 

susceptíveis à hidrólise. Seus fragmentos são metabolizados no ciclo de Krebs e 

eliminados por via renal (FERREIRA, 2008). Baier et al (2012) citam que Poli(alquil 

cianoacrilatos) ainda apresentam a propriedade de melhorar a penetração 

intracelular.  

Os trabalhos de Ayres et al (2005, 2003) trazem os procedimentos de síntese 

da incorporação de uma sequência peptídica predominate da elastina em cadeias 

poliméricas, pelo emprego do macroiniciador Br-PEG-Br (produzido por ATRP) e a 

copolimerização com  IEM-Val-Pro-Gly-Val-Gly. 

Já o emprego do IEM em nanopartículas foi citado por Beck et al (2009), que 

sintetizou um copolímero P(IEM-MMA) e este foi utilizado no preparo de 

nanopartículas colapsadas intermolecularmente em condições brandas, atingindo 

diâmetros de 8 a 20 nm. 

Sendo assim, o objetivo do presente capítulo é sintetizar o copolímero PCL-

P(MMA-DMAEMA)2 e funcionalizá-lo, por intermédio do IEM, com o tripeptideo LDV, 

para aplicação em nanopartículas carreadoras de antineoplásicos à tumores. 
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3. METODOLOGIA DO CAPÍTULO 1 
 

      3.1. MATERIAIS 

A PCL (Mw = 14 kDa, Mn = 10 kDa, código 440752) e, os monômeros 

metacrilato de metila (MMA 99%,  código M55909), metacrilato de 2-

dimetilaminoetila (DMAEMA 98%, código 234907) e metacrilato de 2-isocianato de 

etila (código: 477060), FmocAsp(OtBu)OH (código:47618), FmocLeuOH (código: 

47633), diciclohexilureia (DCC – código: D80002), N,N,N',N',N"-

pentametildietilenotriamina (PMDETA 99% - código 369497) e 4-dimetilaminopiridina 

(DMAP – Merck – código:  S24761 911)  foram adquiridos da empresa Sigma 

Aldrich. O brometo de 2-bromoisobutirila (98 % - Sigma Aldrich – código 252271), 

anisol (Fluka), L-valina (Vetec) e BocAsp(OBn)OH (sintetizado)  e os demais 

solventes (p.a) foram usados conforme adquiridos, sendo estes: ciclohexano 

(Nuclear), tetrahidrofurano (THF - Fmaia) e acetona (Nuclear).  

O DMAEMA foi purificado por coluna de alumina básica e o MMA por coluna 

de sílica gel 60 enquanto que o clorofórmio e diclorometano (Vetec) foram secos 

com hidreto de cálcio, PMDETA foi destilado e trietilamina (Tedia) foram secos com 

hidróxido de potássio antes de sua utilização, sendo armazenados em geladeira. O 

brometo de cobre (I) (CuBr 98%, código 212865, Sigma Aldrich)  foi tratado para 

eliminar resíduos de cobre (II), conforme segue: 10 g de CuBr foram lavados com 

cinco frações de 25 mL de ácido acético (Fmaia), três frações de 30 mL de álcool 

etílico absoluto (Fmaia), e seis frações com 15 mL de éter etílico destilado (Fmaia). 

Após, foi seco e armazenado em geladeira (NICOLAS, 2006). O solvente metanol 

(Nuclear) foi seco sob magnésio metálico e iodo e o cloreto de tionila (Neon) foi 

destilado.  Para acompanhamento das reações utilizou-se como fase estacionária da 

cromatografia em camada delgada, uma placa de sílica gel com fluorescente (THL 

Alumínio). E, o tripeptídeo LDV foi adquirido da GenScript (EUA) com 97% de 

pureza. 

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO DOS PRODUTOS SINTETIZADOS 

Os produtos reacionais foram avaliados por: 
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- espectrômetro no infravermelho (IV – Varian 640 FT-IR Spectrometer), 

sendo os espectros obtidos com transformada de Fourier no modo de transmitância, 

cobrindo a faixa de freqüência de 4000 a 400 cm-1, sendo as amostras realizadas em 

filmes sob NaCl.  

- espectroscopia de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H) e 

carbono (RMN 13C) (INOVA-300 Varian), tendo clorofórmio deuterado (CDCl3-d6) 

como solvente e tetrametilsilano (TMS) como referência interna (δ 0,0). 

- cromatografia de permeação em gel (GPC, GPCMax Tripledetector - 

Viscotek) conectado a um refratômetro diferencial (Waters 410) com três colunas 

(Styragel, 104,105 e 106 Å). O equipamento foi calibrado com padrões de poliestireno 

monodisperso e THF foi usado como solvente. A análise por GPC considerou a 

determinação de massas molares e de polidispersão dos polímeros.  

- viscosidade vibracional (RS-Visco SV-10) utilizando cubeta para solvente 

orgânico, a 22oC, calibrado com água milliQ a 23,6oC (viscosidadeágua = 0,92 mPa.s). 

- refratômetro de Abbe, utilizando clorofórmio como solvente. 

Os sinais característicos dos produto em cada análise é exposto de forma 

completa na metodologia, entretanto, descrito de forma mais breve, salientando as 

modificações estruturais que comprovam a obtenção do produto reacional no item 

resultados. 

  

3.3 MÉTODOS  

 

3.3.1 Síntese do copolímero PCL-P(MMA-DMAEMA)2: 

 

3.3.1.1. Síntese do macroiniciador Br-PCL-Br:  

A preparação do macroiniciador baseou-se na metodologia utilizada por Sun 

(2005). Para tal, foi empregado um balão de duas bocas contendo 

dimetilaminopiridina (DMAP: 0,036 g, 0,29 mmóis), trietilamina seca (TEA: 0,041 mL, 

0,29 mmóis) e clorofórmio seco (CHCl3: 3 mL), o qual foi mantido em banho de gelo 

sob agitação e gás argônio. A seguir, adicionou-se 0,1 mL de brometo de 2-bromo 

isobutirila (0,8 mmóis) em 3 mL de clorofórmio. Então foi adicionado 1,5 g de PCL 

(Sigma Aldrich código 440752 foi analisado, apresentando Mw = 16698 g/mol, Mn = 

11216 g/mol, índice de polidispersividade (PDI) de 1,48, 0,14 mmóis) em 15 mL de 
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clorofórmio. A razão molar empregada foi polímero:substituinte:ligante:catalisador 

(1:5:2:2). 

O sistema reacional foi mantido por 10 minutos sob argônio e após, mantido 

em agitação por 7 dias a 25oC (macroiniciador antigo = MIA) e, posteriormente a 

reação foi otimizada para 3 dias a 40oC (macroiniciador = MI).  

O produto foi dissolvido em THF e precipitado em ciclohexano, filtrado, lavado 

com éter etílico e seco, sendo mantido em dessecador por 24 horas (macroiniciador 

tratado 1 = MIT1). O produto foi novamente solubilizado em 10 mL de clorofórmio e 

extraído três vezes com 10 mL de ácido clorídrico a 1M (elimina resíduos de DMAP 

e TEA), sendo a fase orgânica rotaevaporada. Após, foi solubilizado em THF e 

precipitado em éter etílico gelado (elimina brometo de 2-bromoisobutirila que não 

reagiu com PCL), sendo filtrado e seco a vácuo (macroiniciador tratado 2 = MIT2). A 

reação química está representada na Figura 6. 
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Figura 6. Síntese do macroiniciador Br-PCL-Br. 

 

A molécula de PCL possui duas unidades polioxidoetilenoglicol (PEG) no 

centro da estrutura e suas hidroxilas de extremidades foram substituídas por uma 

porção bromada proveniente do brometo de 2-bromo isobutirila através de reação de 

substituição, obtendo-se o macroiniciador Br-PCL-Br. O produto obtido apresentou-

se como sólido branco a levemente amarelado.  

Conversões: MIAT1 = 86% (mol), MIT1 = 87% (mol) e, MIT2 = 81% (mol).  
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IVMIAT1 (filme sobre crital NaCl): 3448, 2933, 2732, 2632, 2487, 1724, 1641 cm-1. 

GPCMIAT1: Mw = 11,3 kDa, Mn = 14,7 kDa, PDI = 1,30. RMN 1HMIAT1 (300 MHz, CDCl3, 

ppm):  1,3 (s, 4Ha),  1,6 (m, 8Hb,c),  1,9 (s, 1Hf,f´),  2,3 (t, 4Hd),  4,0 (t, 4He).  

IVMIT2 (filme sobre crital NaCl): 2927, 1727 cm-1. GPCMIT2: Mw = 20,0 kDa, Mn = 13,0 

kDa, PDI = 1,50. RMN 1HMIT2 (300 MHz, CDCl3, ppm):  1,3 (m, 4Ha),  1,6 (m, 8Hb,c), 

 1,9 (s, 1Hf,f´),   2,2 (t, 4Hd),  4,0 (t, 4He). RMN 13CMIT2 (300 MHz, CDCl3, ppm):  

24,6 (Ca),  25,3 (Cb,C),  28,3 (Ch,h’),  33,9 (Cd),  63,9 (Ce),  173,4 (CA). 

 

 3.3.1.2. Síntese do copolímero PCL-P(MMA-DMAEMA)2 por ATRP 

(denominado MLT-20): 

 Partindo do macroiniciador Br-PCL-Br (MIAT1), procedeu-se a polimerização 

controlada pela técnica ATRP empregando 1:1 p/p dos monômeros, segundo Miguel 

et al (2008). 

Em balão foram colocados brometo de cobre (I) (CuBr(I), 12 mg, 0,084 

mmóis), N,N,N',N',N"-pentametildietilenotriamina (PMDETA, 25 mg, 0,14 mmóis), 

MMA (1 g, 10 mmóis), DMAEMA (1 g, 6,3 mmóis, adição sequencial dos 

monômeros), macroiniciador Br-PCL-Br (0,3 g, 2,7.10-2 mmóis) e 3 mL de anisol. O 

sistema foi degaseificado em argônio a temperatura ambiente por 10 minutos e 

mantido em banho de silicone a 70oC sob agitação, durante 1 hora. A reação foi 

finalizada por exposição ao ar e adição de 3 mL de THF. A razão molar foi 

DMAEMA:MMA:Br-PCL-Br:CuBr:PMDETA (550:1:3:5). 

Nesta reação, o MMA foi empregado como monômero devido à quantidade 

utilizada, enquanto Baines (1996) cita que o mesmo pode agir como um facilitador 

de polimerização. A reação química está representada na Figura 7. 
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Figura 7. Reação de polimerização de PCL-P(MMA-DMAEMA)2. 
 

O produto apresentou aspecto esverdeado e foi filtrado por coluna de sílica 

gel 60 e precipitado em ciclohexano em banho de gelo, filtrado e seco. O produto 

obtido após o tratamento apresentou aspecto branco acinzentado e teve rendimento 

de 45% (mol).  

IV(filme sobre cristal NaCl): 3440, 2954, 2821-2765, 1725 cm-1. GPC: Mn = 28,8 kDa, 

Mw = 49,4 kDa, PDI = 1,70. RMN 1H (300 MHz, CDCl3, ppm): 1,0 (s, 6Hd,f), 1,4 (s, 

1HPCL), 1,6 (m, 2HPCL), 1,9 (s, 4He,g), 2,4 (s, 7Ha,a´,PCL), 2,6 (s, 4Hb), 3,6 (s, 3Hh), 

4,1 (s, 3Hc). RMN 13C (300 MHz, CDCl3, ppm):  18-19 (CPCL), 24,5 (Ca,a’), 28,3 

(Cd,c), 45,6 (Ch),  173,5 (CA),  176,9 (CB). 

 

3.3.1.3. Síntese de copolímeros PCL-P(MMA-DMAEMA)2 por ATRP (produtos 

denominados MLT20/CF01 e MLT20/CF02): 
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Essas reações foram desenvolvidas com o objetivo de reduzir a presença de 

MMA no copolímero, passando a utilizar 9:1 DMAEMA:MMA (p:p) e avaliar a 

influência da temperatura/tempo de reação na formação do copolímero.  

Em um balão foram colocados 22 mg de CuBr (0,15 mmóis), 38 mg de 

PMDETA (0,22 mmóis), 0,05 g de MMA (0,5 mmóis), 0,45 g de DMAEMA (2.83 

mmóis) e 0, 4 g de Br-PCL-Br (MIAT1, 0.036 mmóis). O mesmo foi mantido em 

argônio por 15 minutos a t. a.  

A reação MLT20/CF01 foi colocada a 65oC durante 1 hora e retirada para 

tratamento e, a reação MLT20/CF02 foi preparada da mesma forma, entretanto, 

empregando 94oC por 3 horas, e mantendo o balão dentro do banho por 19 horas, 

até alcançar a temperatura ambiente para então ser tratado. 

O tratamento de ambos envolveu a solubilização em THF seco e precipitação 

em ciclohexano gelado (duas vezes). Os produtos apresentaram-se como sólidos 

brancos levemente esverdeados. A razão molar para ambos foi de 

DMAEMA:MMA:Br-PCL-Br:CuBr:PMDETA (90:1:4:6), sendo 80:10 a proporção 

molar dos metacrilatos, respectivamente.  

Rendimentos: 51% (mol) para MLT20/CF01 e, 64% (mol) para MLT20/CF02.  

IVMLT20/cf01(filme sobre cristal NaCl): 3421, 2950, 1727 cm-1. GPC MLT20/cf01: Mn =  12,9 

kDa, Mw = 127,9 kDa, PDI = 9,92. RMN 1H MLT20/cf01 (300 MHz, CDCl3, ppm):  1,0 (s, 

6Hd,f),  1,2 (s, 6HPCL),  1,4 (s, 10HPCL),  1,6 (m, 4He,g),  2,4 (s, 12Ha,a´,PCL),  2,7 

(4Hb),  3,6 (s, 2Hh),  4,2 (s, 6Hc,PCL).  

IVMLT20/cf02(filme sobre cristal NaCl): 3430, 2954, 1725 cm-1. GPC MLT20/cf02: Mn = 12,0 

kDa, Mw = 17,0 kDa, PDI = 1,41. RMN 1H MLT20/cf02 (300 MHz, CDCl3, ppm):  1,0 (s, 

6Hd,f),  1,4 (s, 2HPCL),  1,6 (s, 3HPCL),  1,8 (s, 4He,g),  2,3 (s, 10Ha,a´,PCL),  2,6 (s, 

4Hb),  3,6 (s, 3Hh),  4,0 (s, 6Hc,PCL). 

 

3.3.1.4. Síntese dos copolímeros PCL-P(MMA-DMAEMA-Br)2 por técnica 

ATRP-ARGET (produtos denominados ARGET-A e ARGET-B): 

Essa síntese baseou-se nos trabalhos de Dong (2008) e Kwak (2009), o 

produto foi obtido conforme descrito a seguir. 

Em um frasco de vidro, preparou-se uma solução contendo 6 mg de brometo 

de cobre I (CuBr (I), 0,04 mmóis), 140 mg de PMDETA (0,8 mmóis) e 1 mL de anisol. 

Em um balão reacional adicionou-se 1,75 g de Br-PCL-Br (0,08 mmóis, MIT2), 1 g de 
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DMAEMA (6,3 mmóis) e 65 mg de MMA (0,64 mmóis) em 2 mL de anisol, sendo 

desgaseificado sob argônio a 25oC. Após 10 minutos, adicionou-se 0,1 mL da 

primeira solução contendo CuBr:PMDETA:anisol (6 mg:140 mg:1 mL) e, adicionou-

se 32 mg de etilhexanoato de estanho (0,08 mmóis) em 2 mL de anisol. O argônio 

foi mantido por 10 minutos e a reação se deu a 90oC por 24h.  

O produto foi solubilizado em THF, precipitado em ciclohexano gelado (T1). 

Após secagem, o produto foi novamente solubilizado em metanol e precipitado duas 

vezes em ciclohexano (T2, para remover etihexanoato de estanho e anisol).  

Devido à pequena quantidade de MMA empregado nesta síntese, este 

monômero teve função de facilitador de polimerização (BAINES, 1996).  

A razão molar desta reação foi de DMAEMA:MMA:Br-PCL-

Br:CuBr:PMDETA:Etanoato de estanho (40:4:1:0,025:0,5:0,5), obtendo-se o produto 

com aspecto de sólido branco a amarelado, com rendimento de 70 ± 2% (mol, 

ARGET-A T2).  

IV(filme sobre cristal NaCl): 3430, 2940-2860, 1720 cm-1. GPC: Mn = 4,4 kDa, Mw = 

20,6 kDa, PDI = 4,60. RMN 1H (300 MHz, CDCl3, ppm):  1,0 (s, 2Hd1,b2),  1,4 (m, 

4HPCL),  1,7 (m, 8HPCL),  1,9 (s, 1Hh,h’),  2,0 (s, 4He1,c2),  2,3 (m, 6Ha, a1´, PCL),  2,7 

(s, 1Hb1),  3,7 (m, 1Ha2),  4,2 (t, 4Hc,PCL). RMN 13C (300 MHz, CDCl3, ppm):  24,3, 

 25,3,  28,1,  33,9,  39,9,  63,9,  164,9,  173,2. 

O PMMA é relatado como um copolímero de baixa toxicidade e por esta 

razão, a síntese do copolímero foi otimizada, reduzindo-se a quantidade de MMA 

presente no composto, passando a chamar-se ARGET-B (BAINES, 1996). Para a 

produção do copolímero ARGET-B, realizou-se o mesmo processo descrito acima, 

exceto pela quantia de MMA que passou a ser de 19 mg (0,18 mmóis, uma gota).  

O produto obtido foi purificado da mesma forma que o anterior, apenas pelo 

tratamento 1. A razão molar para reação ARGET-B foi de DMAEMA:MMA:Br-PCL-

Br:CuBr:PMDETA:Etanoato de estanho (40:1,5:1:0,025:0,5:0,5), com obtenção do 

produto de aspecto sólido branco, com rendimento de 30 ± 2% (mol, ARGET-B).  

IV(filme sobre cristal NaCl): 3403, 2935-2857, 1720 cm-1. GPC: Mn = 3,35 kDa, Mw = 

5,99 kDa, PDI = 1,79. RMN 1H (300 MHz, CDCl3, ppm):  1,2 (s, 1Hd1,b2),  1,3 (m, 

4HPCL),  1,6 (m, 8HPCL),  1,9 (s, 1He1,c2),  2,0 (s, 4Hh,h’ ),  2,2 (m, 4Ha, a´, PCL),  2,9 

(s, 4Hb1),  3,5 (m, 1Ha2),  4,0 (m, 4Hc1,PCL). 
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3.3.2 Síntese do copolímero PCL-P(MMA-DMAEMA)2 funcionalizado com o 

tripeptídeo LDV: 

O tripeptídeo LDV foi sintetizado, de forma parcial, por síntese em solução, 

conforme exposto nos passos seguintes. 

 

3.3.2.1. Proteção do grupamento ácido de L-valina: 

A reação de esterificação metílica foi realizada conforme Zhou et al (2010) e 

Ma (2010) em razão molar de 1:1,2:250 (aa:SOCl2:MeOH), conforme o esquema 4. 

 

 

Esquema 4. Esterificação metílica da L-valina. 

 

O procedimento envolveu o sistema com um balão reacional, no qual 

adicionou-se 1,0 g de L-valina (8,5 mmol) em 10,0 mL metanol seco, sendo mantido 

sob argônio a 0oC por 10 minutos, em agitação. Posteriormente, adicionou-se 0,74 

mL de cloreto de tionila seco (1,2 equivalentes ou 10,2 mmol), e após 10 minutos, a 

reação foi mantida a 25oC por 24 horas e rotaevaporada, obtendo-se 1,118 g do 

produto desejado.  

O produto apresentou aspecto de sólido branco a levemente amarelado, 

sendo armazenado em temperatura ambiente na forma de cloridrato.  

IV(filme sobre cristal NaCl): 3444, 2894, 1741, 1286, 1242 cm-1. RMN 1H (300 MHz, 

CDCl3, ppm):  1,0 (dd, 6Ha, 
3JHa-Hb = 7,05 Hz),  2,4 (m, 1Hb),  2,8 (s, 3He),  3,9 

(m, 1Hc),  8,8 (s, 3He). 

 

3.3.2.2. Síntese dos dipeptídeos BocAsp(OBn)Val(OMe) e 

FmocAsp(OtBu)Val(OMe): 

A síntese de dipeptídeos com diferentes grupos de proteção amínicos ocorreu 

conforme a Figura 8 e o procedimento reacional descrito a seguir. 
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Figura 8. Formação dos dipeptídeos. 

 

Em um balão adicionou-se 10 mL de diclorometano seco, sob argônio a 0oC. 

Em seguida, adicionou-se 0,5 g do ácido aspártico protegido (BocAsp(OBn)OH a 

1,55 mmol ou FmocAsp(OtBu)OH a 1,21 mmol). Após 10 minutos adicionou-se 1,5 

equivalentes de diciclohexilcarbodiimida (DCC, 0,4 g) e manteve-se 30 minutos a 

0oC. A seguir, adicionou-se uma mistura previamente preparada sob atmosfera 

inerte a 25oC contendo 1,5 equivalentes de L-valOMe.HCl (0,3 g), 3 equivalentes de 

trietilamina seca (0,3 mL) em 5 mL de diclorometano seco. O sistema reacional foi 

mantido a 25oC e após 10 minutos, adicionou-se DMAP a 10% equivalentes (em 

relação ao ácido aspártico protegido de partida).  

A reação foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), 

utilizando como fase móvel ciclohexano:acetato de etila 2:1 (v/v), cuja revelação se 

deu em luz ultravioleta e, sob valinila/calor. O fator de retenção dos produtos foram 

Rf = 0,40 e 1,1, respectivamente. 

Após 1 hora, a reação foi colocada em banho de gelo por 10 minutos a fim de 

auxiliar na precipitação da diciclohexilurea (DCU) formada e, filtrada sob vácuo e/ou 

quando necessário, o DCU residual foi removido adicionando ao produto 

acetonitrilila, centrifugando e isolando o sobrenadante o qual foi rotaevaporado. 

O sólido obtido foi identificado por DCU pela análise de infravermelho e o 

líquido coletado foi extraído em funil de separação com solução HCl 0,1 M (retira o 

DMAP residual e aminoácido Val(OMe) que não reagiu), solução de bicarbonato de 

sódio (NaHCO3) a 10% (retira o aminoácido Asp protegido de partida que não 

reagiu)/1 mL Brine 28% (NaCl 28%, auxilia na separação de compostos orgânicos 

de aquosos), água (retirar aminoácido com extremidade livre que não reagiu) e Brine 

28% novamente. À fase orgânica foi adicionado sulfato de sódio (Na2SO4) anidro, 

filtrado e rotaevaporado obtendo um produto oleoso incolor a levemente amarelado 

que foi armazenado em temperatura ambiente em dessecador.  
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Na síntese de BocAsp(OBn)Val(OMe) obteve-se 0,56 g de produto, tendo um 

rendimento de 40% e, para FmocAsp(OtBu)Val(OMe) obteve-se 0,8537 g que reflete 

em rendimento de 60% (rendimentos calculados com base no mol da valina).  

A troca de grupo de proteção da cadeia lateral do ácido aspártico de benzila 

para terc-butila é importante devido a minimizar a formação de arpartimida durante a 

reação de síntese do peptídeo (FISCHER, 1994). 

IV BocAsp(OBn)Val(OMe)(filme sobre cristal NaCl):  3320, 2927, 1741 cm-1. RMN 1H 

BocAsp(OBn)ValOMe (300 MHz, CDCl3, ppm):  0,9 (dd, 6Ha, 
3JHa-Hb=7,05 Hz),  1,4 

(s, 9Hk),  2,2 (m, 1Hb),  2,7 (dd, 2Hd, 3JHd-Hc = 6,45 Hz),  3,0 (dd, 2Hg, 
3JHg-Hf = 4,7 

Hz),  3,7 (s, 3He),  4,0 (s, 1Hc),   4,5 (q, 1Hf, 
3JHf-Hg = 4,7 Hz; 3JHf-Hj = 8,22 Hz),  

5,1 (d, 2Hh),  5,7 (d, 1Hj, 
3JHj-Hf = 8,22 Hz),  7,0 (d, 1Hj, 3JHj-Hf = 8,22 Hz),  7,3 (s, 

5Hi).  

IV FmocAsp(OtBu)Val(OMe)(filme sobre cristal NaCl):  3332, 2960, 2844, 1718, 1623 

cm-1. RMN 1H FmocAsp(OtBu)ValOMe (300 MHz, CDCl3, ppm):   0,9 (dd, 6Ha, 
3JHa-Hb=7,04 Hz),  1,4 (s, 9Hi),  2,2 (m, 1Hb),  2,6 (d, 1Hd, 

3JHd-Hc = 7,40 Hz),  2,8 

(d, 2Hg, 
3JHg-Hf = 4,11 Hz),  3,7 (s, 3He),  4,1 (s, 1 Hc),  4,2 (m, 1Hl),  4,4 (m, 2Hk), 

 6,1 (s, 1Hj),  7,3 (s, 8Hm). 

 

3.3.2.3. Desproteção do grupamento t-butoxicarbonil (Boc) do dipeptídeo: 

O procedimento envolveu a adição de 50 mg de BocAsp(OBn)ValOMe em 2 

mL de solução TFA:DCM 9:1 (v/v). A reação foi mantida a 40oC por 1 hora, sendo 

acompanhada CCD (mesmas condições empregadas para o dipeptídeo) e, 

permaneceu sob agitação por 24 horas. Ao término de 24 horas, a reação foi 

rotaevaporada. O produto apresentou aspecto de sólido branco, sendo armazenado 

em temperatura ambiente. Não foi realizado o controle do rendimento da reação.  

RMN 1H (300 MHz, CDCl3, ppm):  0,9 (s, 6Ha),  2,2 (s, 1Hb),  3,1 (s, 1Hd),  

3,3 (s, 2Hg),  3,6 (s, 3He),  5,1 (s, 2Hh),  7,4 (m, 5Hi),  8,4 (s, 3Hj). 

 

3.3.2.4. Desproteção do grupamento 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) do 

dipeptídeo e purificação: 

Em um balão foi adicionado 0,254 g do dipeptídeo FmocAsp(OtBu)ValOMe 

(0,48 mM) em 5 mL de piperidina. A reação foi mantida a 25oC sob agitação por 45 
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minutos (CARPINO, 1972), sendo acompanhada por CCD (mesmas condições 

citadas anteriormente). O produto da desproteção teve Rf = 1,0.  

Para remover sinais de piperidina do produto, o tratamento envolveu a injeção 

do produto de reação por meio de seringa em 100 mL de água MilliQ gelada, sob 

agitação. Ocorreu a prepicitação do aduto piperidina-dibenzenofulveno como um 

sólido branco, o qual foi removido por filtração (CARPINO, 1972, p. 6). O líquido 

filtrado foi rotaevaporado e, então foi adicionado etanol:água 10:1 (v/v) para 

recristalizar o produto. Entretanto, após o material ter sido resfriado no freezer e 

surgir indícios da formação de recristalização, não foi possível coletar o produto, pois 

ao retirar o balão do freezer a precipitação retornava a solubiizar. Sendo assim, o 

solvente foi rotaevaporado e o produto analisado. O rendimento não foi controlado. 

RMN 1H (300 MHz, D2O, ppm): 0,9 ppm (m, 6Ha), 1,42 ppm (s, 9Hi), 2,17 

ppm (m, 1Hb), 2,6-2,8 ppm (m, 2Hg), 3,07 ppm (s, 3He), 3,6-3,8 ppm  (m, 1Hc), 

4,17 ppm (m, 1Hf), 6,4-6,7 ppm (2s, 1Hd, 1Hj), 7,9 ppm (d, 1HNI). 

 

3.3.2.5. Ligação peptídeo com IEM: 

A conjugação do peptídeo com IEM foi pensada por meio de duas estratégias, 

descritas abaixo. 

 

  Estratégia 1 (ANEXOS) 

 Estratégia 2: composta por três etapas, subsequentes a adquisição do  

tripeptídeo LDV comercialmente: 

2.1 Esterificação metílica do LDV com cloreto de tionila em metanol (Figura 9) 

 

 

Figura 9. Esterificação metílica do LDV. 
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A estratégia 2 foi escolhida devido ao menor número de etapas envolvidas e 

rapidez de obtenção do produto desejado. Desta forma, a etapa 2.1 realizou-se em 

um balão reacional por adição de 0,1077 g do tripeptídeo LDV (0,29 mmol, 

GenScript), três equivalentes de cloreto de tionila previamente destilado (0,1 mL) e 6 

mL de metanol seco, mantendo-se sob argônio por 20 minutos. Sobre o balão foi 

adaptado um condensador com circulação de água e um borbulhador. A reação foi 

submetida a 40oC por 24 horas. Ao término do período, a reação foi rotaevaporada 

com dois traps, um sob NaOH 1 M. E, posteriormente, por arraste adicionando 

metanol e rotaevaporando, o cloreto de tionila foi eliminado, obtendo 94,44% de 

conversão. 

IV: 3500 a 2500, 1735, 1718, 1629, 1436 a 1369, 1200 a 1100 cm-1. RMN 1H 

(300 MHz, CDCl3, ppm): 0,9 ppm (m, 12Ha,m), 1,24 ppm (s, 1Hágua), 1,84 ppm (s, 

3Hk,l), 2,19 ppm (s, 1Hhb), 3,21 ppm (s, 6Hg,NI), 3,47 ppm (s, 6He,h), 3,65-3,94 

ppm (3 s, 7HNI), 4,43 ppm (s, 2Hj,c), 5,02 ppm (s, 1Hf), 7,43 ppm (s, 1Hi), 8,12 

ppm (s, 3Hn).   

. 

2.2 Reagir LD(OMe)V(OMe) com IEM, obtendo IEM-LD(OMe)V(OMe) (Figura 

10). 

 

 

Figura 10. Reação LD(OMe)V(OMe) com IEM. 

 

Para tal, partiu-se de 88,7 mg (0,216 mmol) de HCl.LD(OMe)V(OMe) em 30 

mL de água MilliQ a 25oC, sob agitação. Adicionou-se NaOH 1 M até atingir pH 9,6 e 

a seguir adicionou-se 1000 L de IEM (7,077 mmol). A reação foi mantida 24 horas a 

25oC, sendo acompanhada por CCD (FM = ciclohexano:acetato de etila 2:1). A fase 



55 
 

aquosa foi extraída com diclorometano (2 x 5 mL), e acidificada com HCl 1 M até pH 

= 1,0. Após, foi extraída com butanol (3x 5 mL) e a fase orgânica foi rotaevaporada. 

O Rf do produto foi de 1,5, com rendimento de 95% (mol). 

IV: 3412, 2953, 2922, 2864, 1720, 1631, 1454, 1377, 1310, 1292, 1151, 906, 

734 cm-1. RMN 1H (300 MHz, CDCl3, ppm):  0,91 ppm (t, 12Ha,m, 3JHa-Hb/Hm-Hl=7,30 

Hz),  1,37 ppm (m, 2Hk,l),  1,54 ppm (m, 3Hh),  1,92 ppm (s, 3Hr),  2,17 ppm (s, 

1Hb), 2,89 ppm (s, 2Hg),  3,50 ppm (s, 1 Hc), 3,63 ppm (t, 3He, 3J=6,55 Hz), 

3,70 ppm (s, 2Hg),  4,23ppm (m, 3Hp,f), 4,80 ppm (s, 1Hd), 5,58 e 6,12 ppm (2s, 

2Hs), 7,42 e 8,12 ppm (2s, 2Hn,o). 

 

2.3 Reagir IEM-LD(OMe)V(OMe) com o copolímero PCL-b-P(MMA-

DMAEMA)2 por método ATRP-ARGET(B) (Figura 11). 
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Figura 11. Reação do copolímero ARGET-B com IEM-LD(OMe)V(OMe). 
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Por fim, realizou-se a reação 2.3 via ATRP-ARGET, segundo adaptações do 

procedimento de Ayres (2005). 

Em um frasco Schlenk, foram colocados 0,150 g de copolímero ARGET-B e 

0,094 g de produto IEM-LD(OMe)V(OMe), 1 mL de DMSOd6 (não solubilizou todo o 

material) e 1 mL de anisol seco. A reação foi submetida a dois ciclos de argônio por 

10 minutos e vácuo por 5 minutos e foi colocada a 48oC por 24 horas. Ao término do 

período, a reação foi colocada em éter gelado para precipitação (formou camada 

líquida amarela com pequeno precipitado branco). O material foi rotaevaporado e 

adicionado água, sendo o pH medido (pH = 3,11). Após adicionou-se solução de 

ácido clorídrico 1M para atingir pH = 1,00 (houve aumento da quantidade de material 

precipitado branco). O material foi novamente rotaevaporado e seco em bomba de 

vácuo. O rendimento não foi estipulado. 

RMN 1H (300 MHz, CDCl3, ppm): 0,91 ppm (m, 1Hd1,b2), 1,36 ppm (m, 

4HaPCL), 1,92 ppm (m, 1HrIEM), 1,98 ppm (s, 1Hh,h´), 2,14 ppm (m, 1HbVal), 2,28 

ppm (t, 4HdPCL, 
3JHd-Hc = 7,63 Hz),  2,49 ppm (m, 1Hb1),  2,94 ppm (m, 1Hg), 3,44-

3,71 ppm (m, 4HeVal,1HqIEM), 4,03 ppm (t, 4HePCL, 
3JHe-Hb = 6,46 Hz), 4,22 ppm (m, 

1HpIEM), 4,42 ppm (m, 1HfAsp), 4,77 ppm (m, 1 HdAsp-Val), 5,59, 6,13 ppm (m, 

1HsIEM) e 7,51 ppm (m, 2Ho,nIEM). 
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4 RESULTADOS DO CAPÍTULO 1 

        

Os resultados serão apresentados seguindo a seguinte ordem: produtos de 

síntese para a obtenção do copolímero PCL-P(MMA-DMAEMA)2 por ATRP e ATRP-

ARGET e, produtos para a funcionalização do copolímero com o LDV. 

 

4.1 RESULTADOS DO COPOLÍMERO PCL-P(MMA-DMAEMA)2 

 

 4.1.1 Resultados da caracterização do macroiniciador Br-PCL-Br: 

 A PCL e o macroiniciador Br-PCL-Br foram avaliados por infravermelho e 

interpretados com base em Pavia (1996) e Silverstein (2010), sendo os espectros 

sobrepostos apresentados na Figura 12. 
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Figura 12: Espectro de infravermelho de PCL diol e do macroiniciador Br-PCL-Br, 
preparado em 7 dias/25oC após o tratamento 1 (MIAT1) e preparado em 3 dias/40oC 

após o tratamento 2 (MIT2). 
 

 O espectro de infravermelho da PCL diol de 14 kDa mostra, em 3442 cm-1 

ligação –O-H referente às extremidades da molécula, ou, ainda, pode representar o 
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overtone da carbonila. Na região de 2952 a 2859 cm-1 ocorre a deformação axial de 

–CH de alcanos e, em 1729 cm-1 têm-se a deformação de -C=O, na região de 1460 

e 734 cm-1 há a deformação axial de –CH2, em 1394 a 1363 cm-1 a deformação de –

CH3, em 1292 a 1178 cm-1 ocorre a deformação axial de –C-O-C- e em 872 a 576 

cm-1 a deformação de –CH2.  

 No espectro do macroiniciador Br-PCL-Br MIAT1 observa-se de 2933 a 2800 

cm-1 ocorre deformação axial de –CH sp3, em 2487 e 1641 cm-1 temos os sinais de 

ligação C=C proveniente de resíduos de aminas da reação devido ao uso de DMAP 

e em 1724 cm-1 a deformação de –C=O de éster.  

No macroiniciador MIT2, observa-se a purificação do produto, o qual 

apresenta em 2927 cm-1 a ligação C-H e em 1727 cm-1 a carbonila de éster 

levemente deslocada para a direita. As diferenças observadas na frequência da 

carbonila nos três materiais são 1729 cm-1 (PCL) para 1724 cm-1 (MIAT1) e 1727 cm-

1 (MIT2), que referem-se aos efeitos de ressonância da ligação dupla. 

 Os espectros de RMN 1H da PCL diol e MIAT1 encontram-se em anexos e, a 

seguir apresenta-se o resultado do MIT2 após tratamento por precipitação em 

hexano, extração com HCl 1M, rotaevaporado, solubilizado em THF e precipitação 

em éter é apresentado na Figura 13 (MIT2). 
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Figura 13. Espectro de RMN 1H do macroiniciador Br-PCL-Br (MIT2, CDCl3, 300 
MHz). 

 

Observa-se que o sinal característico da ocorrência da reação química e da 

obtenção do produto Br-PCL-Br é a presença do singleto em 1,9 ppm, identificado 

como ressonâncias dos hidrogênios das metilas f e f´ (grupamento iso-propila), cuja 

intensidade (1H) é pequena devido extensão da cadeia da PCL de 14 kDa ou até 

mesmo, pela possibilidade de haver a presença concomitante de PCL mono e 

disubstituída. Considerando as integrações dos hidrogênios da molécula e a 

proporção entre f e a, encontra-se em torno de 67 unidades de CL no 

macroiniciador.  

Abaixo, na Figura 14, há o espectro de RMN 13CMIT2, confirmando a obtenção 

do produto. 
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Figura 14. Espectro de RMN 13CMIT2 do macroiniciador (CDCl3, 300 MHz). 

 

 No espectro da Figura 14, observam-se todos os carbonos presentes na 

molécula do macroiniciador, conforme indicados por letras. Em 24,4 e 25,3 ppm 

encontram-se Ca-c mais desblindados e, a presença em 28,3 ppm (Ch), confirma a 

obtenção do produto reacional. Os sinais de Cd e Ce mais blindados saem em 33,9 

ppm e 63,9 ppm, respectivamente. Os carbonos de carbonila A e B saem em 173 e 

176 ppm. 

 Também foram realizadas as análises de GPC, conforme perfil apresentado 

na Figura 15. 
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Figura 15. Análises de GPC da PCL diol e dos macroiniciadores MIAT1 e MIT2. 

 

Na análise da PCL obtiveram-se as massas moleculares conforme 

apresentado na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Massas molares obtidas por GPC para a PCL diol e os 
macroiniciadores. 

Produto Mn (kDa) Mw (kDa) PDI 

PCL diol 11,2 16,7 1,48 

MIAT1 11,3 14,7 1,30 

MIT2 13 20 1,5 

 

Desta forma, comprova-se a obtenção do macroiniciador MIT2 em 3 dias a 

40oC com conversão superior a 80%.  

 

 4.1.2 Resultados da caracterização do copolímero MLT-20: 

 A caracterização dos monômeros empregados na síntese do copolímero 

encontra-se em anexos, e uma vez conhecendo os compostos de partida, o 

copolímero obtido por ATRP e denominado MLT20 foi avaliado por infravermelho 

conforme apresentado na Figura 16. 
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Figura 16. Espectro de infravermelho do copolímero MLT20. 

 

 O espectro do copolímero MLT20 apresenta em 3442 cm-1 vibrações de 

estiramento de ligação O-H possivelmente devido a amostra estar úmida, em 2954 

cm-1 ocorre o sinal da ligação -C-H, 2821 a 2765 cm-1  temos as deformações axiais 

de –CH de alcanos saturados e, em 1725 cm-1 a ligação –C=O.  Em 1450 cm-1 

ocorre deformação de alcanos saturados e radicais alquila, em 1268 a 1145 cm-1 há 

os sinais de –C-N- e –C-O-C- de DMAEMA, em 744 cm-1 o sinal de (-CH2)n.  

A curva de GPC é mostrada na Figura 17. 
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Figura 17. Curvas de GPC do copolímero MLT-20 e do seu macroiniciador 
(MIAT1). 
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O resultado de GPC apresenta para o copolímero Mn = 28,8 kDa (Mw = 49,4 

kDa, PDI = 1,70) e, permite observar a eficiência do macroiniciador, mostrando a 

conversão deste em copolímero.  

A análise por RMN 1H do copolímero está exposta na Figura 18. 
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Figura 18. Espectro de RMN 1H do copolímero MLT20 (CDCl3, 300 MHz). 

 

 Em 1,0 ppm encontram-se os hidrogênios de –CH3 dos monômeros MMA e 

DMAEMA sob forma de singletos com integral de 6 H, seguidos de sinais de PCL em 

1,4 e 1,6 ppm (proveniente do macroiniciador, cujas integrações foram de 1 H e 2 

H). Em 1,9 ppm estão os hidrogênios de –CH2 localizados entre MMA e DMAEMA e 

identificados por e e g (integral = 4 H). O sinal de ressonância em 2,4 ppm conjuga 

hidrogênios ligados ao nitrogênio de DMAEMA  (a, a’) com sinais de PCL (integral = 

7 H). Em b (2,6 ppm) ocorrem os hidrogênios de –CH2 próximos ao nitrogênio do 

DMAEMA (integral = 4 H), em 3,6 ppm há a ressonância do hidrogênio ligado a –

COOCH3 do MMA na forma de singleto (Hh; integral = 3 H) e por fim, em 4,1 ppm 

tem-se a conjugação de hidrogênio Hc do –OCH2 do DMAEMA com hidrogênios de 
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PCL (integral = 3 H). Não há presença de hidrogênios dos monômeros (Ha) 

próximos a 6,0 ppm, logo conclui-se obtenção do copolímero. 

 A composição do copolímero MLT20 foi calculada com base no número de 

hidrogênios b do DMAEMA (2,6 ppm), hidrogênios h do MMA (3,6 ppm) e 

hidrogênios a do macroiniciador (1,4 ppm) e, baseado no valor da integral obtida no 

espectro acima. Logo, temos 67 unidades de CL:16 unidades de DMAEMA:6 

unidades de MMA (64,5% DMAEMA:35,5% MMA). O espectro de RMN 13C 

confirma esse resultado conforme apresentado a seguir na Figura 19. 
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Figura 19. RMN 13C do copolímero MLT20 (CDCl3, 300 MHz). 

 

No espectro encontram-se os sinais de carbono da PCL entre 18 e 19 ppm, 

carbonos dos monômeros constituintes do copolímero (MMA e DMAEMA) aparecem 

em 24,5 e 28,3 ppm correspondendo ao a, a’, enquando Cd e Cc  aparecem mais 

blindados pela proximidade ao oxigenio na molécula e, a metila (Ch) de MMA 

encontra-se em 45,7 ppm. Os sinais das carbonilas aparecem em 173,5 ppm e 

176,9 ppm. 
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4.1.3. Resultados de triblocos modificados MLT-20/CF01- 02: 

O copolímero MLT-20/CF01 foi avaliado por GPC, conforme apresentado na 

Figura 20. 
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Figura 20. GPC de MLT-20/CF01 e seu macroiniciador (MIAT1). 

 

Segundo a análise de GPC, o produto apresentou Mn = 12,9, Mw = 127,9 kDa 

e PDI = 9,92. A seguir, tem-se o infravermelho da amostra na Figura 21. 
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Figura 21. Infravermelhos de MLT-20/CF01 e de seu macroiniciador MIAT1. 
 

 No infravermelho de MLT20/CF01 temos o sinal em 1727cm-1 o sinal de C=O 

de éster e em 1245 cm-1 a ligação –C-N-. 

O espectro de ressonância magnética nuclear de hidrogênio é apresentado na 

Figura 22. 
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  Figura 22. Espectro de RMN 1H de MLT-20/CF01 (CDCl3, 300 MHz). 

 

 No espectro de RMN 1H de MLT-20/CF01 encontramos em 1,0 ppm os 

hidrogênios identificados por d e f de DMAEMA e MMA correspondendo a 6 H. Em 

1,2 e 1,4 ppm temos singletos de PCL (6H e 10H, respectivamente), em 1,6 ppm os 

hidrogênios e e g de -CH2- (integração = 4H), 1,9 ppm temos o 1Hi,i’, em 2,4 ppm 

temos um singleto conjugado dos hidrogênios de PCL e dos grupos –CH3 ligados a 

amina do DMAEMA (a, a’) cuja integral foi 12H. Em 2,7 ppm há a presença do 

hidrogênio de -CH2 ligado a amina do DMAEMA (b) cuja integral foi 4 H, em 3,6 ppm 

o singleto de hidrogênio de –CH3 ligado ao éster de MMA (h) com integral de 2 H 

devido a proporção empregada de MMA na reação e, por fim, 4,2 ppm singleto 

conjugado de hidrogênios de PCL e -COO–CH2- ligado ao éster de DMAEMA (c, 

integral = 6 H).  

O material MLT-20/CF02 foi submetido à análise de GPC, a qual se encontra 

apresentada conforme a Figura 23. 
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Figura 23. GPC de MLT-20/CF02 e macroiniciador (MIAT1). 
 

O perfil de GPC de MLT-20/CF02 é semelhante ao obtido para MLT-20/CF01, 

obtendo-se Mn = 12 kDa, Mw = 17 kDa  e PDI = 1,41.  

Também foi realizada para esta amostra a análise de infravermelho (Figura 

24). 
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Figura 24. Espectro de infravermelho de MLT-20/CF02 com seu macroiniciador 
MIAT1. 

 

Neste espectro observa-se em 1725 cm-1 sinal de -C=O eem torno de 1095 

cm-1 a ligação –C-N-. 

 No espectro de ressonância magnética de hidrogênio do produto MLT-

20/CF02 observam-se a presença de todos os hidrogênios do copolímero com 

integrações semelhantes ao produto anterior, concluindo que se obteve o 

copolímero (Figura 25). 
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Figura 25: Espectro de RMN 1H de MLT-20/CF02 (CDCl3, 300 MHz). 

 

A reação para obtenção do produto MLT20/CF02 foi executada com maior 

temperatura e tempo de reação e permitiu a obtenção de produto com maior 

rendimento (64%).  

 

4.1.6. Reação por método ATRP-ARGET: 

O copolímero ARGET-A foi avaliado por IV, conforme os resultados 

apresentados na Figura 26. 
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Figura 26. Espectro de infravermelho do copolímero ARGET-A e de seu 
macroiniciador (MIT2). 

 

Segundo o espectro de infravermelho, ARGET-A apresenta em 3430 cm-1 

representativos de ligação O-H, em 2940 e 2860 cm-1 ligação –C-H e, em 1720 cm-1 

o sinal de –C=O. 

A análise de GPC do produto ARGET-A teve Mn = 4,4 kDa, Mw = 20,6 kDa e 

PDI = 4,6, apresentando um perfil com discretas subpopulações e, pequeno 

deslocamento, conforme a curva abaixo (Figura 27).  
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Figura 27. Espectro de GPC do copolímero ARGET-A e seu macroiniciador 
(MIT2). 

 
O espectro de RMN 1H do produto ARGET-A está apresentado na Figura 28, 

conforme segue, corroborando com os resultados anteriores. 
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Figura 28. Espectro de RMN 1H do copolímero ARGET-A (T2) (CDCl3, 300 Hz). 
 

O tratamento 2 (T2, solubilização em metanol e precipitação repetida em 

ciclohexano, sendo seco sob vácuo durante 6 horas) eliminou os sinais de 

hidrogênios de etilhexanoato de estanho e anisol do produto T1 (espectro não 

demonstrado). 

ARGET-A (T2) demonstra em 1,0 ppm um singleto referente a 2Hd1,b2, em 1,4 

ppm há um multipleto de hidrogênios de PCL (4H), em 1,7 ppm outro multipleto que 

conjuga hidrogênios provenientes de PCL (8H). Em 2,0 ppm ocorre um singleto 

alargado correspondente a He1,c2, cuja integração foi 1 hidrogênios. Em 1,94 ppm 

temos 1 H de h,h’, em 2,3 ppm um multipleto que sobrepõe Ha, a1´ e PCL (6H), em 

2,7 ppm um singleto que representa 1Hb1. Ainda, em 3,7 ppm há um multipleto de 

1H de Ha2, 4,2 ppm um tripleto correspondente a hidrogênios de PCL e Hc1 (4H). 

Também se pode observar ausência de sinais de monônomeros em 5,2 e 5,8 ppm.  

A composição do copolímero denominado ARGET-A foi calculada com base 

nos sinais de PCL em 1,35 ppm (4,00Ha), DMAEMA em 2,63 ppm (0,54Hb1) e MMA 
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em 3,46 ppm (0,03Ha2), resultando em 67 unidades de CL6 unidades de DMAEMA 

e 0,12 unidades de MMA no tribloco (93% DMAEMA:7% MMA).  

O tratamento 2 (T2) do copolímero ARGET-A, ao comparar ao macroiniciador 

(MIT2), observamos a redução no sinal de 1,9 ppm (integração varia de 0,19 no 

macroiniciador para 0,08 no copolímero ao integrar 1,36 ppm com 4Ha de PCL) 

demonstrando que, provavelmente, o tratamento com metanol tenha acarretado em 

perda de funcionalidade da extremidade bromada (integração apresentada em 

ANEXOS). 

A seguir, o espectro de RMN 13C do copolímero ARGET-A para confirmação do 

resultado (Figura 29). 
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  Figura 29. Espectro de RMN 13C do copolímero ARGET-A (CDCl3, 300 MHz). 

 

No espectro acima se observam os sinais dos carbonos do MMA (f) em 33,5 

ppm e DMAEMA (a, a´, b, c), não foram identificados sinais da PCL. Observa-se 

também a presença das carbonilas de MMA e DMAEMA em 164 e 172 ppm.  
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Com o decorrer da pesquisa, foi necessário realizar uma otimização do 

copolímero ARGET-A, reduzindo-se a concentração de MMA na síntese, passando a 

denominar copolímero ARGET-B.  

O espectro de infravermelho da Figura 30 mostra o produto ARGET-B, 

destacando em 3403 cm-1 a banda O-H, 2935 and 2857 cm-1 há a ligação –C-H e, 

em 1720 cm-1 está localizado o grupo carbonila. 
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Figura 30. Infravermelho do copolímero ARGET-B. 

 

A avaliação do GPC deste produto não foi realizada. O espectro de 

ressonância magnética de hidrogênio é apresentado a seguir (Figura 31). 
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Figura 31. RMN 1H do copolímero ARGET-B (CDCl3, 300 MHz). 

 

Podem-se observar o sinal em 1,23 ppm na forma de singleto correspondente 

a sinais dos hidrogênios d1 e b2 (1H). Em 1,36 ppm há um multipleto dos 

hidrogênios de PCL (4H). Em 1,63 ppm temos hidrogênios de PCL sob forma de um 

multipleto (8H), em 1,97 ppm temos He1 e Hc2, equivalendo a 1H e em 2,02 ppm há 

um singleto correspondente aos hidrogênios da funcionalização (1Hh,h’). Em 2,29 

ppm temos os multipleto de hidrogênios de PCL e hidrogênios a,a1´ de DMAEMA 

(4H). Em 2,93 ppm saem os 4 hidrogênios de Hb1 do DMAEMA na forma de 

multipleto. Em 3,50 ppm há um singleto correspondente a Ha2 (1H) do MMA e em 

4,05 ppm um tripleto referente a hidrogênios de PCL e hidrogênio c1 de DMAEMA 

(4H). A reação apresentou rendimento de 30% (mol). Ao comparar os sinais de 1,35 

ppm de PCL, 2,8 ppm de DMAEMA e 3,6 ppm de MMA, calculou-se a massa relativa 

do copolímero ARGET-B, obtendo-se em torno de 20 kDa.  

 

4.1.7. Resultados do copolímero PCL-P(MMA-DMAEMA)2 funcionalizado com 

LDV: 
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4.1.7.1. Resultado da proteção do grupo ácido da valina: 

A L-valina sofreu esterificação em presença de cloreto de tionila e metanol, 

gerando a forma cloridrato do éster metílico de valina. 

O espectro de infravermelho do produto de partida (L-ValOH) e do produto 

esterificado (L-Val(OMe)) são mostrados na Figura 32. 
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Figura 32. Espectro de infravermelho de L-valina e cloridrado do éster metílico de L-
valina. 

    

  O aminoácido de partida apresentou em 3424 a 2225 cm-1 uma banda forte e 

alargada que representa a sobreposição de bandas de deformação axial das 

ligações N-H e O-H das extremidades do aminoácido, em 2115 cm-1 ocorre a 

combinação das vibrações de deformação angular assimétrica e da oscilação de 

torção do grupo NH3
+, sendo que esta última também ocorre em torno de 500cm-1, 

podendo ser observada somente quando o nitrogênio não estiver substituído.  

O produto da esterificação apresenta em 3444 cm-1 ligação N-H, 2894 cm-1 

sinal referente à metila de extremidade, surgimento do sinal em 1741 cm-1 da 

carbonila de éster de -aminoácidos, obtendo o composto esterificado.  

O RMN 1H da L-valina é apresentado em anexos e o do éster metílico da L-

valina segue na Figura 33.  
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Figura 33. Espectro de RMN 1H do cloridrato do éster metílico de valina (CDCl3, 300 
MHz). 

 

 O espectro do cloridrato do éster metílico de L-valina demonstra a presença 

em 3,82 ppm referente a um singleto de 3He, o qual caracteriza a esterificação da 

molécula ter sido efetiva.  

  

4.1.7.2. Resultados dos dipeptídeos obtidos com diferentes grupos protetores: 

Foram obtidos dois dipeptídeos: BocAsp(OBn)Val(OMe) e 

FmocAsp(OtBu)Val(OMe). O dipeptídeo BocAsp(OBn)ValOMe foi analisado por 

infravermelho em comparação com o aminoácido de partida (BocAsp(OBn)OH), 

sendo apresentados na Figura 34. 
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Figura 34. Espectro de infravermelho de BocAsp(OBn)OH e BocAsp(OBn)Val(OMe). 

 

O aminoácido BocAsp(OBn)OH apresenta em 3424 cm-1 a ligação N-H, em 

2998 cm-1 a banda de C-H. Em 1735 cm-1 ocorre a banda de carbonila de éster da 

cadeia lateral, em 1660 cm-1 e 1535 cm-1 correspondem a banda de amida 

presente no grupo Boc.  

O produto apresentou banda de 3320 cm-1 com mudança de perfil (ombro) 

que representa ligação N-H de amida e/ou de carbamato, ou presença de 

umidade. Em 1741 cm-1 ocorre a carbonila de éster sobreposta a carbonila de 

carbamato e, de amida da ligação peptídica devido ao alargamento do sinal e, em 

1521 cm-1 sinal de C=C do grupo benzila.  

  A seguir, tem-se o espectro de RNM 1H do dipeptídeo BocAsp(OBn)Val(OMe) 

(Figura 35). 
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Figura 35. Espectro de RMN 1H do dipeptídeo BocAsp(OBn)Val(OMe) (CDCl3, 300 
MHz). 

 

  O espectro de RMN 1H apresenta em 0,90 ppm um duplo dubleto 

correspondente aos acoplamentos a 3JHa-Hb = 7,05 Hz das metilas da valina, em 

1,44 ppm observa-se um singleto com integração de 9 Hk do grupo Boc, em 2,16 

ppm ocorre um multipleto de 1Hb, o duplo dubleto centrado em 2,76 ppm refere-

se a 1Hd cujo 3JHd-Hc = 6,45 Hz e em 3,07 ppm outro duplo dubleto 

correspondente a 2Hg com 3JHg-Hf = 4,70 Hz (integral = 1,72). Em 3,70 ppm 

observa-se um singleto correspondente a 3He, em 4,09 ppm temos 1Hc, em 4,46 

ppm ocorre um multipleto referente a 1Hf em acoplamento com 2 Hg e 1 Hj (3J = 

4,70 e 8,22 Hz), em 5,12 ppm tem-se dois dubletos dos hidrogênios benzílicos 

(Hh) acoplando com 2Hi (3JHh-Hi = 7,06 e 4,69 Hz) e, por fim, em 5,75 e 7,00 ppm 

observam-se dubletos referentes ao Hj cujo 3JHj-Hf = 8,22 Hz, ambos. Os 

hidrogênios aromáticos aparecem em 7,33 ppm sobrepostos entre si na forma de 

um singleto alargado cuja integral foi 5Hi.  Em 1,3, 1,7 e 1,9 ppm ocorrem sinais 

de diciclohexilurea (DCU) formando na reação. Observando a integração, 

percebe-se a ocorrência de 1 hidrogênio em excesso o qual aparece em 4,46 ppm 

que é proveniente do BocAsp(OBn)OH (produto de partida). 
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  O outro dipeptídeo sintetizado foi o FmocAsp(OtBu)ValOMe, sendo avaliado 

por análise de infravermelho, conforme abaixo (Figura 36). 
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Figura 36. Espectros de infravermelho do aminoácido FmocAsp(OtBu)OH (linha 
preta) e dipeptídeo FmocAsp(OtBu)Val(OMe) (linha azul). 

 

  O aminoácido FmocAsp(OtBu)OH apresenta banda em 3395 cm-1 de ligação 

N-H e até 2900 cm-1 banda alargada de OH. Em 1762 cm-1 ocorre a vibração da 

carbonila de éster, seguido de 1729 cm-1 da carbonila de ácido carboxílico e, em 

1693 cm-1 da carbonila de amida. Em 1531 cm-1 a ligações C=C dos anéis 

aromáticos do grupamento Fmoc, em torno de 1400 cm-1 ocorrem deformações C-

H de terc-butilas e em 1245 cm-1 a ligação -C-O-. 

O dipeptídeo FmocAsp(OtBu)ValOMe apresenta em 3332 cm-1 a ligação N-H, 

em 2900 cm-1 a ligação C-H, em 2123 cm-1 ocorre a ligação C=C do grupamento 

Fmoc, em 1720 cm-1 a presença de carbonila de amida e em 1623 cm-1 ocorre 

ligação C=C de aromáticos.  

O espectro de ressonância magnética nuclear de hidrogênio do dipeptídeo 

FmocAsp(OtBu)Val(OMe) é apresentado na Figura 37. 
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Figura 37. Espectro de RMN 1H de FmocAsp(OtBu)Val(OMe) (CDCl3, 300 MHz). 

 

  O espectro do dipeptídeo FmocAsp(OtBu)Val(OMe) em 0,92 ppm dois 

dubletos referentes ao acoplamento a 6Ha (3JHa-Hb = 7,04 Hz), em 1,43 ppm 

ocorre um singleto referente a 9Hi do terc-butil, em 2,18 ppm ocorrre um 

multipleto referente ao 1Hb e em 2,6 ppm observa-se dois dubletos 

correspondentes a 1Hd mostrando o acoplamento a 3JHd-Hc = 7,40 Hz e de 2Hg 

com com acoplamento de 3JHg-Hf = 4,11 Hz. Em 4,22 ppm há um tripleto de 1Hc 

(3JHc-Hb = 7,04 Hz), em 4,39 ppm ocorre um duplo dubleto de 2Hk (3JHk-Hl = 7,04 

Hz), em 4,46 ppm há multipleto referente a 1Hl e em 4,57 ppm temos um singleto 

de 1Hf.  Em 3,69 ppm observa-se singletos sobrepostos referente a 3He, em 4,83 

ppm aparece não-identificado. Em 6,07 ppm há um singleto referente a 1Hj e de 

7,30 a 7,74 ppm aparecem os hidrogênios conjugados do grupamento Fmoc 

totalizando 8 hidrogênios.  

 

  4.1.7.3. Desproteção do grupamento Boc do dipeptídeo: 

A desproteção do grupamento Boc do dipeptídeo Boc-Asp(OBn)Val(OMe) foi 

realizada em meio ácido, o qual foi avaliado somente por ressonância magnética 

nuclear de hidrogênios (Figura 38). 
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Figura 38. Resultado de RMN 1H da desproteção de BocAsp(OBn)Val(OMe) (método 
A, CDCl3, 300 MHz). 

 

  O espectro do produto da desproteção do dipeptídeo BocAsp(OBn)Val(OMe) 

demonstra-se em a ausência de hidrogênios do grupamento Boc em 1,45 ppm, 

confirmando a retirada do grupamento Boc. 

 

4.1.7.4. Desproteção do grupamento Fmoc do dipeptídeo: 

A reação de desproteção para o dipeptídeo FmocAsp(OtBu)Val(OMe) foi 

realizada inicialmente com piperidina, sendo purificado segundo a metodologia de 

Carpino (1972). O resultado de RMN 1H segue (Figura 39). 
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Figura 39. Resultados do produto de desproteção do grupamento Fmoc do 
dipeptídeo FmocAsp(OtBu)Val(OMe), após o tratamento de purificação (CDCl3, 

300 MHz). 
 

No espectro de RMN de hidrogênio do produto, que houve o desaparecimento 

dos sinais de hidrogênios do grupamento Fmoc em  7,9 ppm. Nesta região ocorre 

um dubleto não identificado correspondendo a integral de 1H, provavelmente de 

impureza da reação. 

 

4.1.7.5. Resultados das reações com IEM: 

 

a) Resultado esterificação metílica do tripeptídeo LDV: 

Visando a ligação do IEM ao tripeptídeo LDV, é necessária uma etapa reacional 

anterior que compreende a proteção dos grupamentos ácidos (-COOH) presentes na 

extremidade da valina e na cadeia lateral do ácido aspártico do LDV. Essa proteção 

foi realizada expondo o LDV adquirido comercialmente ao cloreto de tionila em 

metanol. Abaixo segue a caracterização por infravermelho do tripeptídeo LDV e do 

produto esterificado (Figura 40). 
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Figura 40. Infravermelho do LDV e LD(OMe)V(OMe). 

 

O espectro de infravermelho do tripeptídeo LDV mostra entre 3300 e 2950 cm-1 

banda alargada de ligação N-H, em 1644 e 1556 cm-1 temos a banda dos 

grupamentos carboxilato (-COO-), confirmado pela banda de menor intensidade em 

1413 cm-1 e em 1200 a 1100 cm-1 temos o sinal de ligação –C-C(=O)-O-. 

Já o produto de reação LD(OMe)V(OMe) apresentou entre 3500 e 2500 as 

deformações axiais de N-H e C-H. Em 1735 e 1718 cm-1 temos os sinais de 

carbonila de éster sobrepostos e em 1649 cm-1 a banda de carbonila de amida.  

O RMN 1H do produto de partida (LDV) e do produto esterificado seguem abaixo 

(Figura 41).  
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Figura 41. RMN 1H de LDV (imagem superior) e LD(OMe)V(OMe) (imagem inferior, 
CDCl3, 300 MHz). 

 

No espectro de hidrogênio do tripeptídeo LDV temos um multipleto em 0,93 

ppm referente aos 12Ha+m, em 1,62 e 1,70 ppm sai outro multipleto 

correspondendo a 3 Hk+l. Em 2,17 ppm sai um multipleto de 1 Hb, em 2,82 e 2,92 
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ppm temos quadro dubletos referentes a 2 Hg (3JHg-Hf = 6,04 Hz). Em 4,00 ppm 

ocorre um tripleto de 1 Hj que acopla com Hk a 3JHj-Hk = 7,30 Hz, em 4,25 ppm um 

dubleto referente a 1 Hc (3JHc-Hb = 5,79 Hz) e em 4,85 ppm um quarteto 

correspondente a 1 Hf (3JHf-Hg = 6,04 Hz). 

Já no espectro do produto esterificado (LD(OMe)V(OMe)), temos um 

multipleto em 0,93 ppm referente a 12Ha+m, em 1,24 ppm um singleto de um 

hidrogênio, possivelmente umidade (água), 1,87 ppm há um singleto referente a 3 H, 

sendo 2Hk+1Hl da leucina e em 2,19 ppm outro singleto correspondendo a 1 Hb. Em 

3,23 ppm há um singleto com integral de 6H, destes, dois hidrogênios correspondem 

ao 2Hg e os demais não foram identificados. Em 3,48 ppm temos um singleto 

intenso correspondendo aos 3 Hh da esterificação. Em 3,72 ppm temos outro 

singleto correspondendo a 6 H, destes 3He, sendo que os demais não puderam ser 

identificados. Em 4,44 ppm há um singleto referente a 2H, sendo 1Hj e 1 Hc, em 

4,90 ppm outro singleto referente a 1 Hf (integral =3,13), em 7,60 ppm ocorre um 

singleto identificado por 1 Hi e em 8,14 ppm um singleto de 3H, sendo 2Hn e o 1H 

do cloridrato.  É possível que tenha restado algumas moléculas de LDV que não 

foram esterificadas devido aos hidrogênios em excesso nos deslocamentos de 3,23, 

3,72 e 4,90 ppm (4H, 3H e 2 H, respectivamente). 

 

b) Resultado da síntese do IEM-LD(OMe)V(OMe): 

Partindo-se do produto anterior, LD(OMe)V(OMe), o qual reagiu-se com o 

IEM, obteve-se por infravermelho, os sinais de 3412 a 2800 cm-1 que correspondem 

as ligações C-H e N-H, em 1720 cm-1 temos o sinal da carbonila de éster e em 1631 

cm-1 a carbonila de amida e uréia (-NH(C=O)-NH-). Entre 1454 e 1377 cm-1 temos o 

sinal de ligação –C-N-, de 1300 a 1100 cm-1 ocorrem as vibrações de carboxilato 

(C(C=O)O) e, abaixo de 1000 cm-1 os sinais de N-H e C-N (Figura 42). 
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Figura 42. Infravermelho do produto IEM-LD(OMe)V(OMe). 

 

E, a seguir apresentamos o espectro de RMN 1H IEM-LD(OMe)V(OMe) na 

Figura 43. 
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Figura 43. Espectro de RMN 1H do produto IEM-LD(OMe)V(OMe) (300 MHz, 
CDCl3). 
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Pode-se observar em 0,91 ppm os sinais sobrepostos dos hidrogênios 

correspondentes a Ha+Hm, totalizando 12 H, sob forma de um tripleto 3JHa-Hb/Hm-Hl = 

7,30 Hz. Em 1,23 ppm há o sinal de água (umidade da amostra), em 1,37 ppm um 

multipleto identificado por 1Hk+1Hl, em 1,54 ppm ocorre outro multipleto referente a 

3 Hh e em 1,92 ppm  um singleto dos 3Hr do IEM. Em 2,17 ppm temos um sigleto de 

1 Hb e em 2,89 ppm outro singleto de 2 Hg. Em 3,50 ppm ocorre um singleto 

referente a 1 Hc, em 3,63 ppm um tripleto de 3 He, cujo 3J = 6,55 Hz, entretanto, não 

foi possível identificar quais hidrogênios encontram-se em acoplamento. Em 3,70 

ppm temos outro singleto referente a 2 Hq e em 4,23 ppm um multipleto de 2 H p e 1 

Hf. Em 4,80 ppm sai o sinal de 1Hd, em 5,58 e 6.12 ppm temos os dois singletos 

referentes aos Hs do IEM e, por fim, em 7,42 e 8,12 ppm os dois singletos dos 

hidrogênios 1Hn e 1Ho, respectivamente. Confirma-se assim a obtenção do produto 

desejado. 

 

 

c) Resultado do acoplamento do copolímero PCL-P(MMA-DMAEMA)2 ao IEM-

LD(OMe)V(OMe) por ARGET-ATRP:  

O produto da reação (adaptado da metodologia de Ayres (2005)) foi 

avaliado somente por RMN 1H (Figura 44), onde apresentou no espectro os 

sinais de um singleto em 0,91 ppm equivalente a 1 Hd1,b2 do copolímero 

(DMAEMA e MMA, respectivamente), em 1,21 ppm temos um sinal com 

integral de 1H referente a umidade na amostra, em 1,36 ppm temos um 

multipleto referente a hidrogênios de PCL Ha, podendo estar sobrepostos a 

hidrogênios k e l da leucina. Em 1,62 ppm ocorre um multipleto com 8Hb,c de 

PCL, em 1,92 ppm temos um multipleto referente a 1H, identificado como Hr 

de IEM, em 1,98 ppm  há o singleto da funcionalização (Hh,h’) com integral de 

0,17, o qual encontra-se levemente deslocado devido a presença de DMSO 

residual da reação. Em 2,14 ppm ocorre um singleto de 1Hb da valina, em 

2,28 ppm saem 4H, sob forma de um tripleto, referentes a Hd de PCL (3JHd-

Hc=7,63Hz). Em 2,49 ppm temos um multipleto de 1Hb1 do DMAEMA, em 

2,94 ppm outro multipleto de 1Hg do ácido aspártico e, de 3,44 a 3,71 ppm 

saem multipletos sobrepostos referentes a 4H, sendo 3He de valina e 1Hq de 

IEM. Em 4,03 ppm temos 4H sob forma de tripleto, referentes a PCLe (3JHe-

Hb=6,46 Hz), em 4,22 ppm um multipleto de 1Hp IEM, em 4,42 ppm 1Hf 
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(quiral) do ácido aspártico, em 4,77 ppm um multipleto de Hd (-NH-) da 

ligação peptídica entre ácido aspártico e valina, em 5,59 e 6,13 ppm saem 

sinais de 2Hs do IEM e em 7,51 ppm, um multipleto referente a 2H, sendo 

eles o Ho e Hn do IEM. O rendimento da reação não foi controlado. 
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Figura 44. Espectro de RMN 1H do produto Copolímero ARGETB-IEM-
LD(OMe)V(OMe) (300 MHz, CDCl3). 

 

Apesar de alguns sinais terem saído com uma integral inferior ao 

número de hidrogênios e, outros hidrogênios da molécula, principalmente do 

LDV, não terem sido evidentes no espetro pode ser justificado pelo fato do 

copolímero ser uma molécula grande e a presença do DMAEMA pode ter 

encoberto a porção IEM-LD(OMe)V(OMe). Contudo, este resultado demonstra 

a presença de sinais oriundos de todos os componentes na molécula (PCL, 

DMAEMA, IEM, LDV), concluindo que a obtenção do produto foi possível.  
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5. DISCUSSÕES DO CAPÍTULO 1 

 

Foi possível obter o macroiniciador Br-PCL-Br com conversão média de 80% 

após a otimização do procedimento de síntese para 3 dias a 40oC. Essa técnica 

baseou-se no trabalho de Sun (2005), que sintetizou o macroinicador 

polioxidoetileno bromado (PEO-Br), para posteriormente copolimerizar com MMA, e 

necessitou de 18 horas a 25oC. Ainda, foi necessário o emprego de três tratamentos 

para sua purificação, sendo que a extração com ácido removeu as impurezas 

básicas da reação e a precipitação em éter permitiu remover o brometo de 2-

isobutirila que não havia reagido com a PCL. 

Considerando a técnica ATRP para a polimerização de PCL com monômeros 

DMAEMA contendo ou não MMA, podem-se discutir os resultados obtidos até o 

momento. 

Ressalta-se que a maioria dos artigos pesquisados relataram a polimerização 

a 90oC ou superior (temperatura máxima relatada: 120oC), enquanto outros realizam 

a 60oC ou inferior, até mesmo a -15oC (MOINEAU, 1998; GROMADA, 2001; 

HADDLETON, 1998) e, devido a PCL apresentar um ponto de fusão de 60oC, em 

nossa pesquisa nenhuma síntese foi realizada abaixo desta temperatura, embora 

tenha-se empregado temperaturas superiores a LCST do DMAEMA (50oC em água).  

Não foram testados diblocos, pois o trabalho se baseou na literatura que 

empregava como macroiniciador Br-PCL-Br e com este obteve-se o copolímero em 

bloco PCL-P(MMA-DMAEMA)2 denominado de MLT20 (45% (mol) de rendimento) 

que apresentou por infravermelho a presença de ligação éster e por RMN 1H a 

presença de hidrogênios de PCL e dos monômeros MMA e DMAEMA em 3,8 e 2,8 

ppm, respectivamente. Estes dados demonstraram a obtenção do produto desejado, 

o que é ressaltado e confirmado por GPC, uma vez que PCL possui 11 kDa e o 

copolímero obtido, 28 kDa com PDI = 1,71. 

Até o momento na literatura existem apenas homopolímeros de PMMA, 

PDMAEMA ou blocos de PMMA-b-PDMAEMA sintetizados, sendo o uso com PCL 

citado na forma de blenda no preparo de nanopartículas e não na forma de 

copolímeros (PENOTT-CHANG, 2012; MORI, 2003). Em vista destes trabalhos 
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pretendeu-se o desenvolvimento de um material contendo PCL e DMAEMA (cuja 

presença de MMA fosse opcional).  

Sendo assim, os ensaios foram realizados para a obtenção deste copolímero, 

entretanto, visando à utilização de menor quantidade de monômeros MMA, a razão 

1:1 (massa, reação MLT20) foi modificada para 9:1 (massa) em termos de peso dos 

monômeros DMAEMA:MMA (reações denominadas MLT20/CF01-02).  

As reações MLT20/CF01 e MLT20/CF02 produziram o produto de interesse e 

foram efetivas para a retirada do cobre por filtração em coluna de sílica gel 60, 

dando rendimentos de 51 a 64%, respectivamente. Foram encontrados artigos na 

literatura que sintetizaram blocos de DMAEMA e PCL com Mn que variam de 16 a 

68 kDa, sendo assim os copolímeros MLT20/CF01 e MLT20/CF02 encontram-se 

com valores próximos de Mn (12,9 e 11,8 kDa, respectivamente) (JIANG, 2010; 

MONTALA-TIMOL, 2007a).  

 Logo, considerando a técnica ATRP convencional, o processo mais prático e 

rápido para a obtenção do copolímero em rendimento adequado foi a reação MLT20.  

Empregou-se então a técnica de polimerização ATRP-ARGET visando à 

redução do uso de cobre no processo e a facilidade e/ou a eliminação da etapa de 

purificação do cobre para a obtenção do copolímero PCL-P(MMA-DMAEMA)2.  

O copolímero ARGET-A foi possível obter com 70% de rendimento, sendo 

que o espectro de RMN 1H apresenta a integração de sinais de hidrogênio de acordo 

com o trabalho de Miguel et al (2008), o qual sintetizou PDMAEMA-PCL-PDMAEMA, 

confirmando a obtenção do produto. Entretanto, foi necessário um procedimento de 

purificação para remoção de anisol e etilhexanoato de estanho empregados na 

síntese, tratamento este realizado com solubilização em metanol e precipitação em 

ciclohexano gelado. Contudo, foi observada a perda de funcionalização do 

copolímero (conforme anexos, integração de Hh,h´ passa de 0,19 no macroiniciador 

a 0,08 no copolímero ARGET-A tratado com metanol). Aos substituir o tratamento 

com metanol por isopropanol, este permite que o grupamento de extremidade não 

seja afetado (anexos). 

Baseado no trabalho de Baines (1996), que cita que o PMMA apresenta baixa 

toxicidade e, na preocupação com a futura aplicação biológica deste material na 

forma de um nanocarreador, procedeu-se a reação ARGET-B com a redução do 

emprego de MMA na síntese, obtendo um produto com 30% de rendimento (mol) 

com massa relativa de 20 kDa, calculada por RMN 1H. A redução no rendimento 
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ocorreu, pois a amina do DMAEMA desativa o catalisador, uma vez que há muito 

pouco MMA no meio reacional para facilitar a polimerização (TSAREVSKY e 

MATYJASZEWSKI, 2007). 

A técnica ATRP-ARGET se fez a mais prática de execução, menos custosa 

em relação ao uso de catalisador/redutor e eliminou a etapa de remoção do cobre ao 

final do processo de polimerização em comparação com a técnica ATRP 

convencional. Entretanto, exigiu a purificação do etilhexanoato de estanho e anisol 

e, ainda, apresentou maior rendimento (70% em ARGET-A), o qual diminui quando 

se reduz a quantia de MMA empregada na síntese, embora mantenha um 

rendimento aceitável (30% em ARGET-B).  

Huang e colaboradores (2013) citam que copolímeros de pluronic F127-

P(DMAEMA) obtidos por ATRP que apresentaram mais que 100 unidades de 

DMAEMA repetidas no bloco acarretam em maior citotoxicidade. Com isso, os 

copolímeros produzidos por ATRP-ARGET provavelmente sejam menos citotóxicos 

por possuirem menos unidades de DMAEMA em sua constituição, quando se 

considera menores massas molares obtidos por GPC e, o ARGET-B pode ser 

considerado o mais promissor copolímero à aplicação biológica, por conter menor 

quantidade de MMA em sua composição. 

A respeito dos resultados da funcionalização do copolímero com o tripeptídeo 

LDV, podemos ressaltar algumas observações: 

 o preparo do produto L-Val(OMe) exigiu o uso de solventes secos e, seu 

preparo em temperatura ambiente pode variar de 5 horas (conforme MA, 2010) a 

100 horas (conforme ZHOU, 2010). Para tornar a reação mais rápida pode-se 

empregar uso de temperatura, contanto que observando a não degradação o 

produto. Ainda, a forma cloridrato mantém o produto estável para ser armazenado a 

t.a. por meses. 

 a metodologia empregada permitiu a obtenção do dipeptídeo com diferentes 

grupos de proteção amínicos (Boc e Fmoc), em conversões adequadas (40% e 60%, 

respectivamente). Foi necessário realizar um estudo do controle do tempo de adição 

de cada componente na reação, uma vez que é citado na literatura que ao realizar 

uma síntese peptídica com o uso de DCC como agente acoplador, este gera um 

composto derivado de N-acilurea, devido a rearranjos intramoleculares com perda 

do aminoácido ativado. Consequentemente, há a redução na formação de ponte 
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peptídica, bem como a interferência de solventes impuros que também podem 

reduzir a eficácia do aminoácido ativado (TOMETSKO, 1973).  

Ressalta-se que o uso de DCC é apropriado, pois possui alta taxa reacional, 

menor custo e baixa racemização, embora pudesse ser substituído por outras 

carbodiimidas ou hidroxibenzotriazol/hexafluorofosfato de N,N,N′,N′-Tetrametill-O-

(1H-benzotriazol-1-il)uronio (HOBT/HBTU) os quais são considerados os melhores 

ativadores após o DCC e são mais estáveis que o primeiro (VALEUR, 2009; HAN, 

2004). 

 as reações de desproteções testadas foram efetivas na remoção de 

grupamentos Boc e Fmoc. Na desproteção do grupamento Boc do dipeptídeo DV, no 

espectro de ressonância magnética de hidrogênio ocorre um sinal de terc-butanol 

uma vez que os solventes empregados na reação não estavam secos e havendo 

água no meio reacional esta reage com 2-metil-1-propeno gerando terc-butanol (que 

normalmente sai em 1,28 ppm, segundo Gottlieb, 1997). 

  foi possível obter o éster metílico do tripeptídeo LDV (rendimento de 94,4%) 

e o produto IEM-LD(OMe)V(OMe) com 95% de rendimento (mol). 

 E, também foi possível funcionalizar o copolímero PCL-P(MMA-DMAEMA)2 

com IEM-LD(OMe)V(OMe). 
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6. CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 1 

 

Por meio das diferentes metodologias realizadas foi possível obter o 

macroiniciador Br-PCL-Br e os copolímeros em bloco contendo PCL e DMAEMA, 

com e sem MMA, utilizando temperaturas mais brandas (60-95oC), variando o tempo 

de reação de 1 hora a 24 horas.  

A técnica ATRP empregando apenas PCL e DMAEMA, demonstrou que o 

melhor rendimento obtido para o copolímero foi na reação DBS (30%) e, além de 

mais trabalhosa a síntese, observa-se a influência do emprego de MMA como 

agente auxiliar na propagação da polimerização.  

E, o copolímero sintetizado a partir de PCL, MMA e DMAEMA permitiu a 

obtenção de rendimentos de 45% (copolímero MLT20) a 64% (MLT20/CF02). O 

produto MLT20/CF02, apesar de apresentar maior rendimento, também demandou 

maior tempo de reação e maior temperatura. Logo, foi escolhido o uso da MLT20 

devido à praticidade e menor tempo de reação menor.  

A técnica ATRP-ARGET, por sua vez, fornece o copolímero ARGET-A com 

70% de rendimento e ARGET-B com 30% de rendimento e, exige menores 

concentrações de cobre assim como elimina necessidade de purificação do mesmo 

e, visto pela ótica do emprego de metal, tornando o produto mais seguro para 

aplicação biológica. Considerando a toxicidade do PMMA relatada na literatura 

(BAINES, 1996), ao reduzir-se a concentração de MMA no copolímero ARGET-B, 

trabalha-se com a hipótese da redução de citotoxicidade quando empregado em 

nanopartículas. 

Desta forma, opta-se pelo método mais barato e ainda, rápido de preparo, ou 

seja, ATRP-ARGET-B. Este copolímero é preferido, pois é constituído por MMA e 

DMAEMA, monômeros que possuem caráter hidrofóbico e hidrofílico, 

respectivamente e, conseqüentemente, formam um polímero com propriedades 

tensoativas, o qual é de interesse para aplicação em diferentes áreas. Além disto, 

torna-se uma técnica mais acessível economicamente, constituindo um material de 

interesse para a aplicação biológica. 
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A respeito da funcionalização do copolímero com o tripeptídeo LDV, por 

intermédio do IEM, foi possível obter a esterificação metílica da valina e o dipeptídeo 

com diferentes grupos de proteção amínico, em rendimentos de 40 e 60%, para Boc 

e Fmoc-dipeptídeo, respectivamente. Também foi possível realizar as reações de 

desproteção dos grupamentos amínicos (Boc e Fmoc) por diferentes métodos, 

permitindo obter o dipeptídeo com amina livre, para subsequente acoplamento com 

FmocLeuOH (formando o tripeptídeo, procedimento não realizado).  

E, foi possível proteger as extremidades ácidas do tripeptídeo LDV, obtido 

comercialmente, com éster metílico e reagi-lo com IEM, obtendo IEM-

LD(OMe)V(OMe), para finalmente, obter a funcionalização do copolímero, 

alcançando o produto PCL-P(MMA-DMAEMA-IEM-LDV)2.  
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CAPÍTULO 2: Nanopartículas de PCL-P(MMA-DMAEMA)2 pH-responsivas 

contendo doxorrubicina: avaliação biológica in vitro 
 
 

INTRODUÇÃO DO CAPÍTULO 2 

 

  As terapias empregadas para controle e tratamento de câncer são, 

principalmente, radio e quimioterapia e cirurgia para remoção do tumor sólido. 

Entretanto, esses tratamentos são muito danosos ao tecido circundante afetando 

não somente as células cancerígenas, como também células sadias e ainda, 

podem ocorrer reincidivas do retorno do câncer ocasionando em mortalidade 

(DENARDO, 2007; DUBOIS, 2006). 

Atualmente, o desenvolvimento de novos sistemas de liberação de fármacos 

ganhou grande destaque devido à possibilidade de aumentar a biodisponibilidade 

(veicular menor concentração de ativo ao tecido alvo), sustentar a liberação e 

reduzir toxicidade às células vizinhas, principalmente, para o tratamento de 

cânceres (OLIVEIRA, 2013; FIEL, 2013; REIS, 2006b; GENNARO, 2005).  

Neste contexto, nanocarreadores estão sendo estudados, incluindo 

lipossomas, micelas poliméricas e nanopartículas, entre outros dispositivos. As 

nanopartículas poliméricas ganham atenção devido a sua biodegradabilidade, por 

apresentarem capacidade de modificação química de sua superfície, permitindo 

maior tempo de circulação no corpo (FIEL, 2013; SHENOY, 2006). As 

modificações químicas na superfície das nanopartículas visam à proteção 

enzimática durante a circulação até o alcance do câncer para ocorrer a ação 

terapêutica e/ou a interação de moléculas capazes de conectarem com 

receptores específicos das superfícies das células (BIERLY, 2011; CHO, 2008; 

SERPE, 2006). 

As nanopartículas com superfície convencional (não-modificada) são 

capturadas pelo sistema retículo endotelial, conhecido por RES, que inclui o 

fígado e baço. A captura depende do tamanho e das características de superfície 

da partícula. Portanto, o tamanho das nanopartículas deve ser grande o suficiente 

para previnir a fuga dos capilares sanguíneos, mas pequeno o suficiente para 

permitir o escape da captura por macrófagos conectados ao RES (CHO, 2008). 
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Considerando o tamanho da sinusóide do baço e das fenestras das células de 

Kuffer do fígado (150 a 200 nm) e as rupturas entre células endoteliais da 

vasculatura do tumor (200 a 780 nm), o tamanho das nanopartículas deve ser 

maior que 100 nm e, preferencialmente, menor que 200 nm para alcançar o tumor 

passando por essas estruturas. Além disso, eles não atravessariam um tecido 

normal, onde as fenestras variam de 5 a 10 nm. (CHO, 2008; SINECK, 2004).  

Quanto às características de superfície, estas devem impedir à captura pelo 

RES, ou seja, driblar o sistema imune ao reconhecimento do nanocarreador. O 

uso de copolímeros amfifílicos aplicados a nanopartículas tem sido muito útil, pois 

permite estabilizar interfaces em meio aquoso e o copolímero que apresente uma 

composição química definida com micelinização e formação de núcleo hidrofóbico 

serve como um reservatório de fármacos, dependendo da funcionalidade 

disponível no núcleo e de sua solubilidade. Já a porção hidrofílica oferece a 

camuflagem ao reconhecimento do sistema imune e posterga sua eliminação da 

corrente sanguínea (VALENTE, 2013). 

Considerando que a permeabilidade capilar encontra-se aumentada quando a 

integridade endotelial foi prejudicada na ocorrência de inflamação e cânceres, é 

provável a ocorrência do aumento de extravasamentos moleculares, como de 

nanopartículas, dos vasos sanguíneos para os tumores e a retenção destas no 

tecido tumoral é chamada de efeito de aumento de permeabilidade e retenção ou 

efeito EPR (GENNARO, 2005).  

O efeito EPR é considerado um padrão ouro para o planejamento de um 

nanocarreador e, acontece em praticamente todos os cânceres humanos de 

rápido crescimento, exceto nos hipovasculares como o câncer prostático ou 

pancreático (VERDUN, 1990). Sua ocorrência se dá concomitante à vasculatura 

defeituosa, lento retorno venoso, drenagem linfática prejudicada e aumento de 

mediadores químicos no local (VERDUN, 1990; ACHARYA, 2011). O emprego de 

nanopartículas nesses casos é promissor por simples efeito de exclusão de 

tamanho e, por efeito de permeabilidade/retenção (EPR). 

É importante ressaltar que no tecido tumoral, as condições do ambiente 

encontram-se modificadas, como: a mudança do pH para ácido (pH~5,0) e a 

presença de maior irrigação sanguínea (neovascularização), entre outros fatores.  

Baseado nas condições dos tumores e na alta incidência e recorrência (40%) 

dos cânceres de mama humanos, a doxorrubicina foi escolhida como fármaco 
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padrão. Esta antraciclina, também conhecida por adriamicina, age em diferentes 

tipos de cânceres, inibindo a DNA-girase e modificando a transcrição de genes e 

em sua forma livre apresenta-se como um cardiotóxico, drepressor da medula 

óssea e causador de desordens grastrointestinais. Uma vez encapsulado na 

nanoparticula, estes efeitos podem ser reduzidos ou até mesmo eliminados já que 

não atingirá tecidos normais (VERDUN, 1990; GUO, 2013).   

A linhagem celular MCF-7 (de câncer de mama humano) foi definida para 

experimentação uma vez que expressa receptores celulares para diferentes 

hormônios e peptídeos que atuam regulando a proliferação, diferenciação e 

migração celulares (MIGUEL, 2008; CSABA, 2005). As células MCF-7 foram 

isoladas em 1970 a partir de tecido tumoral mamário de uma mulher caucasiana 

de 69 anos de idade e são responsivas a estrógeno, que significa que possuem a 

capacidade de processarem o estrógeno sob a forma de estradiol via receptores 

de estrógeno localizados no citoplasma celular (LEVENSON, 1997). 

Conhecendo os requisitos referentes ao emprego de nanocápsulas no 

tratamento de câncer, é necessário o estudo de suas propriedades, incluindo 

físico-químicas (diâmetro médio, distribuição de diâmetros, morfologia, química 

superficial, carga, caracterísicas de adesão e erosão de superfície, porosidade 

interior, difusibilidade do ativo, eficiência de encapsulação, estabilidade do ativo e, 

cinética de liberação); biológicas (propriedade hemodinâmica, reconhecimento 

receptor-ligante-nanopartícula) e tumorais (pressão hidrostática e requisitos 

nutricionais) (FENG, 2004). Entretanto, apenas algumas das propriedades físico-

químicas poderão ser controladas em nosso estudo. 

  Com o intuito de desenvolver um sistema carreador de antineoplásicos com 

características únicas quanto à forma de liberação, pretende-se desenvolver 

nanocápsulas políméricas preparadas a partir do copolímero contendo DMAEMA 

(capítulo 1), que é pH-responsivo e poderá servir como um guindaste para o 

peptídeo LDV, permitindo a vetorização ativa às células tumorais mamárias. O 

LDV possui afinidade por integrinas específicas expressas pelas células tumorais, 

formando uma nanogrua que possibilitaria a entrega ativa do fármaco. Logo, faz-

se necessário o estudo de caracterização físico-química deste sistema e, de seu 

comportamento em diferentes pHs, além da avaliação de sua citotoxicidade (não-

vetorizado) frente às células de câncer. 
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9 REVISÃO DE LITERATURA DO CAPÍTULO 2 
 

 

Nanopartículas na forma de nanoesferas ou nanocápsulas são sistemas 

submicrométricos, com tamanho nanométrico, que apresentam propriedades 

diferenciadas em relação à mesma substância no seu estado bulk e, capacidade de 

carrear fármacos ao sítio de ação (AUFFAN, 2009).  

As nanoesferas são sistemas matriciais nos quais o fármaco encontra-se 

retido ou adsorvido em uma matriz polimérica enquanto que as nanocápsulas 

possuem um invólucro polimérico em torno de um núcleo oleoso líquido, estando o 

fármaco dissolvido no núcleo e/ou adsorvido na parede polimérica (SCHAFFAZICK, 

2003).  

É relatado na literatura que nanocápsulas possuem vantagens em relação à 

nanoesferas e micropartículas quanto à estabilidade e, absorção celular, 

respectivamente (McCLEAN, 1998). A maior absorção celular foi encontrada com 

nanopartículas preparadas a partir de polímeros hidrofóbicos, enquanto as de 

superfície hidrofílica foram mais rapidamente eliminadas do organismo (JUNG, 

2000). E, ainda, são vantajosas pelo aumento da biodisponibilidade, sustentação da 

liberação, carreamento de fármacos no núcleo (lipofilia) e possibilidade de 

vetorização. 

Logo, nanocápsulas poliméricas podem ser preparadas por meio de dois 

principais métodos, sendo (GENNARO, 2005): 

 Polimerização de monômeros dispersos: 1) polimerização em emulsão e; 2) 

polimerização interfacial de monômeros, também chamada de polimerização in situ 

de monômeros dispersos; 

 Polimerização por precipitação de polímeros pré-formados: 1) 

nanoprecipitação, também chamada de deslocamento de solvente e; 2) 

emulsificação-difusão de solvente. 

A nanoprecipitação é o método mais comumente empregado para o preparo 

de nanopartículas, no qual se adiciona o fármaco e um polímero dissolvido em um 

solvente orgânico parcialmente miscível em uma fase aquosa contendo tensoativo. 

A emulsificação e formação de nanoesferas ou nanocápsulas dependem da 
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ausência ou presença de óleo, respectivamente. Ressalta-se que para obterem-se 

partículas de dimensões nanométricas, é necessário o uso de um funil estreito para 

injeção da fase orgânica sobre a fase aquosa e, a injeção deve ocorrer de forma 

perpendicular, contínua e submersa na fase aquosa. Ao término do processo, o 

solvente (geralmente acetona) e o excesso de água é evaporado da suspensão.  

A nanoprecipitação apresenta como vantagens a obtenção de alta eficiência 

de encapsulação (superior a 70%), reprodutibilidade de lotes, possibilidade de 

escalonamento, simplicidade e estreita distribuição de tamanho de partículas (RAO, 

2011; REIS, 2006a; FESSI, 1988). 

Uma vez desenvolvida a nanocápsula polimérica e caracterizada físico-

químicamente, deve-se pensar na encapsulação do fármaco e em sua liberação no 

organismo, dentro do tecido-alvo.  

Várias são as literaturas que trazem métodos de doseamento validados para 

a quantificação de doxorrubicina e/ou seus metabólitos, entretanto, a maioria trata 

de amostras biológicas partindo de tecidos, sangue ou urina (WEI, 2008; AHMAD, 

2011; SOTTANI, 2008; ASPEREN, 1998; BADEA, 2005; ALHRETH, 2012). Sendo 

assim, um novo método de quantificação da doxorrubicina por cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE) necessitou ser desenvolvido a fim de determinar sua 

encapsulação em nanoparticulas, e foi baseado no estudo de Missirlis et al (2006). 

A administração de uma suspensão de nanopartículas geralmente ocorre por 

via intravenosa em pacientes e, quando extravassa do vaso sanguíneo para um 

tecido, pode sofrer efeito EPR ou interagir com receptores celulares, o que 

acarretaria em (SINEK, 2004; FENG, 2004; GENNARO, 2005; CHO, 2008): 

 endocitose mediada por receptor; 

 internalização na forma de complexo receptor-ligante-nanopartícula ao 

endossomo celular onde será dissociada do receptor e reconhecida pela 

glicoproteína-P (Pgp, mecanismo I de resistência a fármacos), pois a 

nanopartícula seria circundada pela Pgp reduzindo a concentração intracelular de 

fármaco disponível à célula. Segue-se a liberação do ativo por mecanismo de 

difusão, entumescimento da matriz polimérica e erosão do polímero, seguido da 

degradação por lisossomas que geram fragmentos da nanopartícula e do fármaco 

os quais sofrem difusão para o citosol ou sítios específicos da célula, como o 

núcleo. Os fragmentos de polímero gerados sofrem biodegradação em torno de 1 

ano no organismo, ou até mais, dependendo do polímero; 
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 transporte do complexo receptor-ligante-nanopartícula através da célula e 

liberação por exocitose em um local diferente do de entrada (transcitose) para o 

interstício tumoral (gel contendo colágeno como matriz tumoral) onde acumula-se 

tendo efeito de retenção. O tempo requerido para a difusão da partícula através 

do interstício é da ordem de dias para 1 mm de distância e de meses para 1 cm 

de distância. 

É mencionado que a nanocápsula ideal deverá possuir superfície hidrofóbica 

para haver o escape aos macrófagos. Logo uma cobertura polimérica protege da 

opsonização (segundo mecanismo de resistência a fármacos) por repelir 

proteínas plasmáticas ou ela pode ser formada por copolímeros em bloco com 

domínios hidrofílicos e hidrofóbicos. A porção hidrofílica auxilia na redução da 

opsonização, pois permite driblar a Pgp e permite a liberação do fármaco sem 

perdas no sítio alvo (CHO, 2008). 

Logo, nanocápsulas poliméricas de núcleo lipídico estão sendo pesquisadas 

para diversas aplicações, principalmente como sistemas de liberação controlada 

de fármacos e de vetorização ativa pela capacidade de permitirem a 

funcionalização. Alguns estudos que exemplificam tais aplicações são descritos a 

seguir. 

 Rodriguez-Emmenegger e colaboradores (2011) desenvolveram uma 

nanocápsula com aplicação biomédica utilizando o metacrilato de monometoxi 

oligo(etileno glicol) com a superfície iniciada por ATRP em água e tampão fosfato 

salino prevenindo agregação protéica proveniente de fluídos biológicos. 

 Já para uma vetorização do fármaco a uma célula específica, tem-se 

realizado a adição de ligantes na superfície da partícula, entre eles o uso de 

poli(etileno glicol) (PEG), maleimida, N-hidroxisuccinimida (NHS), aminoácidos, 

proteínas e açúcares, entre outros intermediários (NICOLAS, 2006). 

 Bibby e colaboradores (2005) avaliaram a farmacocinética de nanopartículas 

contendo doxorrubicina (250 g em equivalentes), preparadas a partir de metacrilato 

de multi-inulina contendo PEG-400 e RGD cíclico (arginina-glicina-ácido aspático) 

como vetor para tumor mamário de murinho. Goutayer (2010) desenvolveu uma 

nanopartícula lipídica recoberta por poli(oxietileno)-maleimida-cRGD para 

vetorização de câncer atuando sobre integrina v3, presente no endotélio vascular, 

sendo esta integrina um biomarcador de angiogênese.  
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Malam (2011) cita um trabalho do emprego de paclitaxel (150 g/mL) em 

nanopartículas de DMAEMA/HEMA para câncer de mama, sendo observado a maior 

liberação do fármaco em pH ácido. 

Como se pode observar, o emprego do metacrilato DMAEMA para o preparo 

de nanocápsulas tem sido pouco explorado, sendo que o mesmo apresenta-se como 

um polímero que responde a mudanças de temperatura e de pH do meio em que se 

encontra.  

O estudo de Yuk (1997) investigou a transição de fase do copolímero 

PDMAEMA-co-etilacrilamida (EAAm) e seu comportamento em pH 4,0 e 7,4, 

explorando seu potencial como matriz para liberação controlada de insulina. Quando 

a temperatura do PDMAEMA em solução aquosa alcança 50oC o polímero precipita 

e com a incorporação do EAAm, a temperatura de solução crítica inferior (LCST) 

reduz-se devido a formação de ligações de hidrogênio, que protegem o DMAEMA da 

exposição à água resulta ndoem contribuição hidrofóbica. Em pH 4,0 não observou-

se a LCST para PDMAEMA pois seus grupamentos estão completamente ionizados, 

enquanto a LCST para o copolímero PDMAEMA-co-EAAm aumentou quando 

comparado ao isolado (PDMAEMA) ao ser exposto em pH 7,4. 

Guo e colaboradores (2010) prepararam uma nanocápsula com PCL-g-

PDMAEMA contendo paclitaxel e fragmentos de DNA. Demonstraram que o sistema 

é pH-responsivo e termo-resposivo, além de possibilitar uma liberação mais rápida 

do fármaco em pH ácido do que em pH neutro avaliado em células renais 

embrionárias humanas e que essa partícula pode servir para transfecção genética, 

pois permite o escape dos endossomos e a liberação no citoplasma celular. 

Até o momento, o único estudo encontrado na literatura do emprego de 

DMAEMA na composição de nanocápsulas foi o de Penott-Chang et al (2012). 

Foram desenvolvidas nanocápsulas com uma blenda de PCL/PMMA-b-PDMAEMA 

contendo melatonina como antiinflamatório e anticancerígeno, visando 

administração via oral. Nesse estudo foi constatado que o PDMAEMA interage com 

a fase aquosa enquanto o PMMA e PCL situam-se voltados ao núcleo oleoso, tendo 

alguns fragmentos solubilizados no óleo. A estabilização do sistema é alcançada 

sem o uso de surfactantes lipofílicos.  

Entretanto, o uso de um tribloco ao invés de blenda se torna vantajoso, pois 

garante a integridade da nanoparticula quando exposta a diferentes pHs devido a 
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presença de ligação química entre as porções hidrofílicas e hidrofóbicas, impedindo 

a quebra da estrutura. 

A doxorrubicina por sua vez, tem sido amplamente utilizada como fármaco 

carreado por diferentes tipos de nanopartículas, sendo algumas avaliadas em 

células de câncer de mama humano (MCF-7). Como exemplos, temos os estudos de 

Alkhatib e AlBishi (2013) no qual a doxorrubicina (1 mg/mL) nas doses de 1 a 10 M 

foi carreada em uma nanoemulsão e mostrou-se menos citotóxica e mais eficaz às 

células tumorais (1,7 vezes de incremento) quando comparada a sua forma 

comercial. 

Miao et al (2013) encapsularam paclitaxel e doxorrubicina (0,3 mg/mL) em 

diferentes formulações de nanoparticula lipídicas sólidas (NLS) para avaliação 

biológica em células MCF-7 e MCF-7/ADR (resistentes a doxorrubicina) por método 

MTT. O método de MTT é atualmente o método mais empregado para a avaliação 

de citotoxicidade de fármacos e sistemas de liberação de fármacos. Este ensaio 

colorimétrico rápido foi criado por Mosmann (1983) e envolve a capacidade de 

células viáveis converterem o sal de tetrazólio solúvel (brometo de 3-4,5 

dimetiltiazol-2,5 difenil tetrazólio, MTT) em precipitados de formazan insolúveis 

(formados em mitocôndria intacta). Os cristais de formazan podem ser dissolvidos 

em diferentes solventes orgânicos (ex. DMSO), gerando cor roxa e a densidade 

ótica resultante da solução é medida em espectrofotômetro multiparede (com leitor 

de placa para ELISA) (HANSENS, 1989; TWENTYMAN, 1987). 

As nanopartículas desenvolvidas por Miao (2013) contendo doxorrubicina 

apresentaram maior liberação (67%) em relação às de paclitaxel (42%, mesma 

dosagem) em 24 horas, justificada devido a maior lipofilicidade do paclitaxel que 

acarretou em uma liberação sustentada. E, a doxorrubicina em nanopartículas 

aumentou 6 vezes seu efeito em relação às células resistentes (MCF-7/ADR), 

comparada às MCF-7 convencionais e ao fármaco (na forma cloridrato) em solução. 

Huang et al (2013) realizou o estudo da encapsulação de doxorrubicina em 

nanopartículas de selênio com a superfície modificada por transferrina, que atua 

como um mediador de endocitose. Com seu estudo foi possível identificar uma maior 

liberação do fármaco em pH ácido, além de que a presença da transferrina aumenta 

a captura celular por mecanismo mediado por claritina, bem como aumento a 

citotoxicidade frente as células de câncer (MCF-7) por indução da apoptose via p53 
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(gene supressor tumoral que regula o dano ao DNA) e MAPKs (proteínas quinases 

ativadas por mitógeno).  

Ainda, a doxorrubicina induz a morte celular por meio de três tipos de morte: 

senescência (associada à atividade de -galactosidase, via p53/p21/WAF1, quando 

em baixa concentração), apoptose (via p53/Fas/caspase-8/caspase3, quando em 

concentração intermediária) e um tipo de necrose (via aumento da fosforilação da 

Akt, quando em elevada concentração) (REBBAA, 2003).  

As células MCF-7 (deficientes em caspase-3) mostram-se resistentes aos 

quimioterápicos como a doxorrubicina, mas uma vez tendo a reconstituição/ativação 

da caspase-3, esta acarreta em resposta apoptótica da doxorrubicina (YANG, 2001). 

A doxorrubicina atua então por meio de diferentes mecanismos citotóxicos como a 

indução de dano ao DNA por interação com topoisomerase II, levando a quebra do 

DNA, indução de alterações na membrana e geração de altas concentrações de 

ceramida e, mais recentemente, a regulação de sistema ligante Fas/Fas que se 

encontra envolvido no processo de morte celular (YANG, 2001).  

Logo, o novo sistema proposto (nanocápsulas de PCL-b-P(MMA-DMAEMA)2 

carreador de doxorrubicina) possui potencialidades terapêuticas, por uso de um 

tribloco estável a diferentes pHs, da possibilidade do acoplamento de um peptídio à 

célula cancerígena e, da liberação de doxorrubicina, de forma responsiva ao pH 

local, comprovando o conceito de nanogrua. 
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10 METODOLOGIA DO CAPÍTULO 2 

   

10.1 MATERIAIS 

  Para tal foram empregados PCL 14 kDa ou copolímeros sintetizados (capítulo 

1), Span 60 (Sigma-Aldrich –código S7010),  Tween 80 (Alpha Química) e TCC 

(Embacaps). Acetona, etanol (Nuclear) e demais solventes p.a. foram adquiridos 

de diferentes fornecedores. 

 

10.2 MÉTODOS 

 

10.2.1 Preparação de nanocápsulas, estudo de pré-formulação e 

caracterização: 

As formulações de nanocápsulas poliméricas foram preparadas com dois dos 

copolímeros PCL-P(MMA-DMAEMA)2 sintetizados: MLT-20 (método ATRP) e 

ARGET-A (método ATRP-ARGET-A).  

Como formulação referencial utilizou-se a NC1, uma nanocápsula de PCL 

sem fármaco (branca), desenvolvida por Venturini e colaboradores (2011). A 

preparação de nanocápsulas foi realizada por nanoprecipitação, conforme Jäger 

(2009). A descrição geral do preparo segue abaixo:  

Preparou-se uma fase oleosa contendo polímero, com ou sem monoestearato 

de sorbitano (Span 60) e 25 ou 30 mL de solvente orgânico (ex. acetona). Após a 

dissolução dos componentes, acrescentou-se triglicerídeo de cadeia média de 

ácidos cáprico e caprílico (TCC/Crodamol GTCC). A fase oleosa foi mantida em 

banho-maria a 38oC sob agitação, até completa homogeinização. Na fase aquosa foi 

adicionado monoleato de polioxietilenossorbitano (Tween 80/polissorbato 80) e 53 

ou 60 mL de água MilliQ ou outro solvente aquoso. A fase aquosa foi igualmente 

mantida sob agitação em banho-maria a 38oC. Então, adicionou-se a fase oleosa na 

fase aquosa por injeção constante através de um funil de diâmetro de 2,5 mm e 

extremidade afunilada de 1,5 mm (medidos por régua). Manteve-se a suspensão em 
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agitação em banho-maria durante 10 minutos e a formulação foi rotaevaporada para 

volume final (V.F.) de 10 ou 25 mL.  

Para a preparação de algumas formulações e para a avaliação do 

comportamento da nanocápsula diante de variações de pH do meio foram 

empregadas soluções tampão cujo preparo segue: 

 solução tampão fosfato de potássio pH 7,4: composta por 0,035 g de 

hidróxido de sódio (NaOH), 0,153 g de fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) em 

200 mL de água MilliQ. O ajuste de pH foi realizado com solução NaOH a 0,1 M. 

 solução tampão fosfato de potássio pH 5,5: composta por 0,4 g de fosfato 

de potássio bibásico (K2HPO4), 1,6 g de fosfato de potássio monobásico em 200 mL 

de água MilliQ. O ajuste de pH foi realizado com solução de ácido clorídrico a 0,1 M 

(FBras, 1988). 

As formulações desenvolvidas por nanoprecipitação foram produzidas 

conforme o fluxograma abaixo: 

 

 

Esquema 5. Protocolo de desenvolvimento de formulações. 

 

 A seguir, apresentam-se as formulações desenvolvidas a partir do copolímero 

MLT20, preparado por ATRP, na Tabela 3. 
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Tabela 3: Formulações de nanopartículas com copolímero MLT20 (método ATRP). 

Formulação  NC2 NC3  NC5 NC6 NC5.1 NC6.1  NC6.3

Polímero:   0,1 g

MLT20 

0,010 g 

MLT20 

0,010 g

MLT20 

0,010 g

MLT20 

0,025g PCL:

0,025g MLT20 

0,025g PCL: 

0,025g MLT20 

0,04g PCL: 

0,01g MLT20 

Span 60  0,04 g 0,004 g  0,004 g 0,004 g 0,02 g 0,02 g  0,02 g

TCC  0,160 g  0,016 g  0,016 g 0,016 g 0,08 g 0,08 g  0,08 g

Acetona  25 mL 25 mL  25 mL 25 mL 25 mL 25 mL  25 mL

Tween 80  0,08 g 0,008 g  0,008 g 0,008 g 0,04 g 0,04 g  0,04 g

Solvente  

(53 mL)  

Água Água  tampão 

pH 5,5 

tampão 

pH 7,4 

tampão pH 

5,5 

tampão pH 7,4  Água

Volume Final  10 mL 25 mL  25 mL 25 mL 25 mL 25 mL  25 mL

 

A formulação NC2 é a mesma formulação NC1 (Venturini, 2011), entretanto 

ao invés de empregar PCL como polímero utilizou-se o copolímero MLT20. As 

próximas formulações, NC3, NC5 e NC6, empregaram concentrações 10 vezes 

reduzidas dos componentes (baseado em Bianchin (2012), visando a otimização da 

distribuição granulométrica e, emprego de menor quantidade de copolímero já que a 

síntese demanda tempo de preparo. NC5 e NC6 ainda tiveram a modificação no 

solvente da fase aquosa, substituindo a água por soluções tampão, objetivando a 

administração intravenosa de uma formulação estável quanto ao diâmetro médio de 

partículas. As formulações NC5.1 e NC6.1 empregaram como componente 

polimérico uma mistura 1:1 (p/p) de PCL:MLT20 e testou-se ainda a formulação 

NC6.3 com PCL:MLT20 4:1 (0,04 g de PCL:0,01 g de MLT20). Estas foram 

desenvolvidas a fim de verificar se o uso de proporções de polímero influenciaria no 

perfil de distribuição de partículas. 

Com base nos resultados obtidos, retornou-se a formulação NC3 e, testou-se 

a mesma sem tensoativo lipofílico, uma vez que o copolímero é anfifílico (NC3F2).   

A seguir, prepararam-se formulações com o copolímero ARGET-A (ATRP-

ARGET), baseadas em NC3, chamadas de NC7 (T1) e NC8 (T2). Na tentativa de 

excluir o tensoativo hidrofílico, preparou-se a formulação NC9, com grande redução 

na quantidade deste componente. Após várias modificações nas quantidades de 

polímero, óleo e tensoativo hidrofílico e, excluindo-se o tensoativo lipofílico, 

desenvolveu-se a formulação NC17 (Tabela 4). 

 



124 
 

Tabela 4. Formulações preparadas com copolímero ARGET-A (método ATRP-
ARGET). 

Formulação NC7 NC8 NC9 NC17 

Polímero: ARGET 0,01 g (T1) 0,01 g (T2) 0,01 g (T2) 0,03 g (T2) 

Span 60 0,004 g 0,004 g 0,004 g 0 g 

TCC 0,016 g 0,016 g 0,016 g 0,05 g 

Solvente 25 mL 

acetona 

25 mL 

acetona 

25 mL 

acetona 

30 mL acetona:etanol 

50:50 (v/v) 

Tween 80 0,008 g 0,008 g 0,0008 g 0,05 g 

Água 53 mL 53 mL 53 mL 60 mL 

Volume final 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 

 

  10.2.2 Caracterização das partículas e avaliação da responsividade frente a 
alterações de pH: 

As nanocápsulas foram avaliadas quanto ao pH (pHmetro Denver Instrument 

UB-10 Ultrabasic) e viscosidade (viscosímetro vibracionar RS-Visco SV-10). 

Posteriormente, o perfil de distribuição granulométrico foi determinado por difração a 

laser usando o equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments), utilizando 

água destilada como meio dispersante em temperatura ambiente.  

Para as formulações desenvolvidas no estudo de pré-formulação, utilizou-se o 

índice de refração da PCL (IR = 1,59) e, para as formulações que foram submetidas 

à avaliação biológica, utilizou-se o índice de refração de 1,437 para o copolímero 

MLT20, 1,431 para o copolímero ARGET-A e 1,442 para o copolímero ARGET-B, 

previamente determinados por refratômetro de Abbe. 

A seguir, procedeu-se a análise por espalhamento dinâmico de luz para a 

avaliação do tamanho de partícula médio e, por mobilidade eletroforética, 

determinou-se o potencial zeta (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments). As 

amostras foram diluídas 500 vezes (20 L/10ml) em água MilliQ ou em solução de 

cloreto de sódio a 10 mM, respectivamente, utilizando cubetas adequadas para cada 

análise.  

Para a análise da responsividade frente ao pH, as formulações foram diluídas 

em soluções tampão fosfato de potássio pH 7,4 e pH 5,5, sendo os resultados 

avaliados por volume, intensidade e número. 
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10.2.3 Encapsulação de doxorrubicina: 

A concentração de doxorrubicina a ser encapsulada nas nanopartículas foi 

determinada após a avaliação do IC50 (concentração capaz de inibir 50% de 

crescimento celular) de uma solução aquosa de cloridrato de doxorrubicina sobre 

células de câncer de mama humano (MCF-7) por método brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT).  

A avaliação do IC50 foi executada com a preparação de três soluções-mãe: 

SM1 = 29 g/mL, SM2 = 11,6 g/mL e SM3 = 2,32 g/mL. Partindo destas, foram 

preparadas 8 diluições em ependorfes previamente esterilizados utilizando como 

veículo o meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modified eagle médium, volume final = 

450 L) para serem então aplicados 100 L nos poços contendo as células MCF-7 

(concentrações: 0,0035, 0,034, 0,177, 0,355, 1,73, 3,51, 5,29 e 7,02 M, n=1, 

quadruplicate). 

Após conhecer o valor do IC50, uma solução do cloridrato de doxorrubicina 

(1,467 mg/mL) foi submetido à extração com trietilamina (1,3 equivalentes) em 

diclorometano conforme a metodologia de Lince et al (2011). A fase orgânica foi 

seca com sulfato de sódio anidro, filtrada e rotaevaporada, obtendo 0,9794 mg de 

fármaco seco (rendimento de 71,23% (mol)). A seguir, preparou-se uma solução de 

doxorrubicina (sem cloridrato) em diclorometano a 35,99 mM (0,9794 mg/50 L), 

para ser utilizada no preparo de nanopartículas. 

  Foram preparadas novas formulações contendo ou não doxorrubicina, 

visando à avaliação biológica, conforme segue na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Formulações empregadas no estudo de atividade biológica. 

Componentes 1-NC 1-NC-Dox 2-NC 2-NC-Dox 

Polímero 0,0341 g 

ARGET-A 

0.0349 g 

ARGET-A 

0,0331 g 

ARGET-B 

0.0304 g 

ARGET-B 

Óleo (TCC) 0,0574 g 0.0491 g 0,0535 g 0.0522 g 

Doxorrubicina 0 5 g/mL 

(2,55 L) 

0 10 g/mL  

(5,11 L) 

Acetona:etanol 1:1 (v/v, mL) 30  30  30  30  

Tween 80 0,0538 g 0.0557 g 0,0517 g 0.0514 g 

Água (mL) 60 60 60 60 

Volume final (mL) 10 10 10 10 
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 As doses de doxorrubicina incorporadas nas formulações foram definidas, 

com base no valor de IC50 e, considerando a extração do cloridrato da doxorrubicina 

e sua diluição em diclorometano, definiu-se 5 e 10 g/mL devido ao mínimo volume 

mensurável possível de ser aplicado utilizando uma seringa de vidro. 

 
10.2.4 Validação de metodologia por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) para a quantificação de doxorrubicina nas nanopartículas: 

A metodologia para quantificação da doxorrubicina a partir de nanopartículas 

foi adaptada do trabalho de Missirlis et al (2006). Empregou-se um equipamento 

Perkin Elmer Series 200, com pré-coluna Cartridges C18 (4.0 x 3.0 mm, 

Phenomenex), uma coluna RP-18 (150 mm x 4.6 mm x 5 m ODS2 Waters, 

Spherisorb), fase móvel composta de ácido trifluoracético a 0,1%:acetonitrila 1:1 

(v/v) com pH=2.65, fluxo de 1.0 mL/min, volume de injeção de 150 L em 254 nm. 

 Uma solução mãe do cloridrato de doxorrubicina foi preparada a 20 g/mL 

em água MilliQ, sendo diluída para obter os pontos 0,5, 1,0, 5,0, 10,0 e 15,0 g/mL 

da curva analítica (n=3, triplicata).  

Foram avaliados os parâmetros: linearidade, especificidade, exatidão, 

precisão (intermediária e repetibilidade) e limites de detecção e quantificação, 

conforme os critérios da ANVISA (RE 899, 29/05/2003) e International Conference 

on Harmonization (ICH, 2005). 

 

10.2.4.1 Linearidade: 

É a capacidade de obtenção de resultados diretamente proporcionais à 

concentração do analito na amostra em uma determinada faixa de variação, por 

meio da medida de 5 concentrações de uma curva, perfazendo três curvas 

analisadas em dias diferentes e consecutivos  (ICH, 2005). Os resultados das áreas 

coletadas não necessitaram correção quanto a pureza do fármaco, uma vez que a 

doxorrubicina utilizada é relatada pelo fabricante sendo 98 a 102% de pureza (Sigma 

D1515). Os resultados forneceram a equação de reta e o coeficiente de regressão 

linear (R2), sendo a análise estatística realizada por análise de variância (ANOVA, 

fator único) e análise de regressão em nível de significância de 95% (p<0,05). 
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10.2.4.2. Especificidade: 

A especifidade é definida como a capacidade de determinar o analito, 

inequivocadamente, em presença de excipientes, impurezas ou produtos de 

degradação (ICH, 2005). Para a avaliação da especificidade, foram preparadas 

diluições das nanopartículas 1-NC e 2-NC (500 L/1 mL de tetrahidrofurano/qps para 

5 mL em acetonitrila), filtradas com filtro 0,45 m e transferidas para vials. 

 

10.2.4.3. Exatidão: 

A exatidão expressa a proximidade entre o valor aceito como referência e o 

valor encontrado, sendo realizada pela porcentagem de recuperação de quantidades 

conhecidas do analito adicionado à amostra (ANVISA, 2003). A exatidão foi medida 

para as formulações 1-NC-Dox e 2-NC-Dox, conforme os protocolos da Tabela 6. 

 

Tabela 6. Protocolo de exatidão para 1-NC-Dox por CLAE, 254 nm. 

Solução 1-NC-Dox5g/mL Sol. Doxorrubicina 

5 g/mL 

Massa 

em 5 

mL (g) 

Conc. 

(%) 

Conc. 

Teórica 

(g/mL)

Alíquota 

(mL) 

Conc. 

(g/mL)  

Massa 

(g) 

Alíquota 

(mL) 

Conc. 

(g/mL) 

Mass

a (g) 

   

S1 

S2 

S3 

0,5 

0,5 

0,5 

0,5 

0,5 

0,5 

2,5 

2,5 

2,5 

0,25 

0,5 

0,75 

0,25 

0,5 

0,75 

1,25 

2,5 

3,75 

1,75 

5,0 

6,25 

75 

100 

125 

0,75 

1,0 

1,25 

 

Todas as diluições foram preparadas em 1 mL de tetrahidrofurano/qps para 5 

mL em acetonitrila, foram agitadas por turrax durante 5 minutos, filtradas com filtro 

0,45 m e transferidas para vials. Abaixo segue o protocolo para 2-NC-Dox (Tabela 

7). 
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Tabela 7. Protocolo de exatidão para 2-NC-Dox por CLAE, 254 nm. 

Solução 2-NC-Dox10g/mL Sol. Doxorrubicina 

5 g/mL 

Massa 

em 5 

mL (g) 

Conc. 

(%) 

Conc. 

Teórica 

(g/mL)

Alíquota 

(mL) 

Conc. 

(g/mL)  

Massa 

(g) 

Alíquota 

(mL) 

Conc. 

(g/mL) 

Mass

a (g) 

   

S1 

S2 

S3 

0,5 

0,5 

0,5 

1,0 

1,0 

1,0 

5,0 

5,0 

5,0 

0, 5 

1 

1,5 

0,5 

1,0 

1,5 

2,5 

5,0 

7,5 

7,5 

10,0 

12,5 

75 

100 

125 

1,5 

2,0 

2,5 

 

10.2.4.4. Precisão intermediária ou inter-dia: 

A precisão intermediária avalia a concordância das medidas da concentração 

intermediária (5 g/mL), em triplicata, em diferentes dias, com diferentes analistas ou 

equipamentos (ANVISA, 2003). 

 

10.2.4.5. Precisão intra-dia ou repetibilidade: 

A repetibilidade expressa a precisão sob as mesmas condições de operação 

durante um pequeno intervalo de tempo, sendo realizada por seis medidas do ponto 

intermediário (5 g/mL), em um mesmo dia, realizadas por um mesmo analista 

(ANVISA, 2003). 

 

10.2.4.6. Limites de detecção e quantificação: 

O limite de detecção é a menor quantidade de uma analito na amostra capaz 

de ser detectável, mas não necessariamente quantificado com um valor exato. 

Enquanto o limite de quantificação é a menor massa de analito em uma amostra que 

pode ser determinada quantitativamente com precisão e exaditão adequadas (ICH, 

2005; ANVISA, 2003). Os limites (LD e LQ) são calculados pela razão entre o desvio 

padrão da intercepção e a média da inclinação das curvas, multiplicados por 3 e 10, 

respectivamente. 

 

10.2.4.7. Quantificação de doxorrubicina em nanopartículas: 

As formulações 1-NC-Dox and 2-NC-Dox foram submetidas ao método de 

ultrafiltração-centrifugação utilizando um dispositivo de 10 kDa. A centrifugação foi 

executada durante 10 minutes a 5000 rpm, sendo o ultrafiltrado transferido 
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diretamente para um vial, sem prévia diluição, para a quantificação do fármaco livre 

(n=3). Foram calculados os parâmetros eficiência de encapsulação (EE, 

encapsulation efficiency), carregamento de fármaco (DL, drug loading) e conteúdo 

de fármaco (DC, drug content). 

 

  10.2.5. Avaliação biológica das nanopartículas: 

As células de câncer de mama humano (MCF-7, ATCC-HTB-22TM Rockville, 

MD) foram mantidas em placa de 96 poços (1250 células/poço) com meio de cultura 

DMEM, contendo baixa glicose, 10% soro fetal bovino, 0,1% de amfotericina, 1% 

penicilina/estreptomicina a 37oC, 5% CO2/95% O2, durante 48 horas antes da 

aplicação dos tratamentos (número de células em torno de 20.000). 

A seguir os tratamentos são aplicados, sendo: 

 formulações 1-NC e 1-NC-Dox aplicadas em volumes variando de 0,5 a 20% 

por poço (n=3, triplicata); 

 os excipientes das formulações foram avaliados por meio do preparo das 

seguintes soluções: TCC 5mg/mL em DMSO, PMMA 3 mg/mL em DMSO (síntese e 

caracterização em anexos), PDMAEMA 3 mg/mL (síntese e caracterização em 

anexos), polissorbato 80 a 5 mg/mL e nanoesferas de PCL (formulação 1-NC, sem 

TCC). Estas soluções foram aplicadas em volumes variando de 0.5 to 2% por poço 

(n=1, triplicata);  

 formulações 2-NC e 2-NC-Dox foram aplicados em volumes variando de 0,5 a 

20% por poço (n=3, triplicata) e; 

 solução de cloridrato de doxorrubicina nas mesmas concentrações em que a 

doxorrubicina foi aplicada a partir de nanocápsulas (objetivando a comparação de 

resultados). 

Após 24 horas, o meio de cultura foi removido e 100 L/poço de uma solução do 

reagente MTT (diluído 1:9 v/v em tampão fosfato de potássio pH 7,4, PBS) foi 

adicionado, incubado por 3 horas e substituído por dimetilsulfóxido (DMSO, 100 

L/poço). A absorbância foi lida em 570 e 630 nm (SpectraMax M2, Molecular 

Devices). E, os resultados obtidos foram avaliados por ANOVA e teste Tukey 

(p<0.05). 
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11 RESULTADOS DO CAPÍTULO 2 
 

11.1. RESULTADOS DO ESTUDO DE PRÉ-FORMULAÇÃO DE 

NANOCÁPSULAS PREPARADAS A PARTIR DO COPOLÍMERO PCL-P(MMA-

DMAEMA)2 

As oito formulações foram preparadas com o copolímero MLT20 (ATRP) e 

foram avaliadas por difração a laser, sendo os perfis de distribuição granulométrica 

expostos na Figura 45. 

 

 

Figura 45. Perfil de distribuição de tamanho de partícula por difração a laser para 
nanopartículas preparadas a partir do copolímero sintetizado por ATRP: NC2 (linha 

1), NC3 (linha 2), NC5 (linha 3), NC6 (linha 4), NC5.1 (linha 5), NC6.1 (linha 6), 
NC6.3 (linha 7) e NC3F2 (linha 8), representadas em volume (esquerda) e em 

número (direita). 
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Das formulações preparadas com o copolímero MLT20, nenhuma foi avaliada 

quanto ao pH e somente as formulações preparadas em tampão foram avaliadas 

quanto a viscosidade vibracional. A viscosidade foi de 0,71 mPas/26,6oC para NC5, 

0,67 mPas/25,8oC para NC6, 0,80 mPas/26,6oC para NC5.1 e 0,73 mPas/26,6oC 

para NC6.1. Devido aos valores de viscosidade serem inferiores a 1,00 mPas/20oC 

(viscosidade da água), foi cogitado haver resíduos de acetona (0,32 mPas/20oC) na 

formulação não retirados totalmente no rotaevaporador quando o  volume final foi de 

25 mL. Uma vez que a água MilliQ utilizada no preparo das formulações apresentou  

0,81mPas/20,2oC de viscosidade, esta possibilidade torna-se reduzida, já que se 

parte de água com baixa viscosidade. 

 Como se pode observar, a formulação NC6 preparada em tampão fosfato de 

potássio pH 7,4 apresentou-se totalmente micrométrica, seguida das demais 

formulações com perfis heterogêneos (nanométricos e micrométricos). As melhores 

formulações obtidas foram NC3, NC5.1 e NC6.3, cuja fração micrométrica tornou-se 

reduzida devido a diminuição na quantidade de copolímero MLT20 empregado para 

o preparo da formulação. Conclui-se que o copolímero MLT20 possui um bloco 

grande composto de unidades monoméricas e, devido a isto, necessita da redução 

em sua concentração na formulação de nanocápsulas. 

A fração micrométrica observada em NC3 possivelmente foi em função da 

quantidade de tensoativos utilizados na formulação ou, do tamanho do bloco do 

copolímero. A formulação NC3 apresentou valor de Span de 0,972 e 0,792, por 

volume e número, respectivamente. A formulação NC5.1 apresentou valor de Span 

de 1,389 e 1,088 e, NC6.3 obteve 8,056 e 1,275, por volume e número. 

A formulação NC3 foi então considera melhor formulação contendo o 

copolímero MLT20 e foi submetida à técnica de espalhamento dinâmico de luz, 

apresentando diâmetro médio de 143,7 nm, com índice de polidispersividade (PDI) 

de 0,131 e potencial zeta de +6,94 mV, sendo o DMAEMA, o responsável pela 

positividade do potencial zeta. 

Com o objetivo de eliminar o tensoativo lipofílico, desenvolveu-se a 

formulação NC3, sem conter o Span 60, sendo chamada de NC3F2, que apesar de 

fornecer uma formulação nanométria e micrométrica, foi (juntamente com a NC3) 

avaliada por espalhamento dinâmico de luz quanto as modificações de diâmetros 

frente à exposição em meios com diferentes pHs (Tabela 8). As mesmas foram 

comparadas a formulação NC1 (PCL). 
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Tabela 8. Diâmetros de partícula de NC1, NC3 e NC3F2 em diferentes pHs 
avaliadas por espalhamento dinâmico de luz (n=1). 
Formulação/solvente (20μl/10ml) Diâmetro 

médio (nm) 

PDI 

NC1/água MilliQ 230,8 0,179 

NC1/tampão fosfato de potássio pH 7,4 224,6 0,169 

NC1/tampão fosfato de potássio pH 5,5 240,5 0,196 

NC3/água MilliQ 143,7 0,131 

NC3/tampão fosfato de potássio pH 7,4 138,4 0,144 

NC3/tampão fosfato de potássio pH 5,5 576,2 0,425 

NC3F2/água MilliQ 62,68 0,344 

NC3F2/tampão fosfato de potássio pH 7,4 87,75 0,155 

NC3F2/tampão fosfato de potássio pH 5,5 547,9 0,371 

 

Conforme se pode observar não houve alteração no tamanho de partícula da 

formulação NC1 quando exposta a diferentes pHs, uma vez que a PCL não possui 

grupo químico capaz de expansão mediante pH ácido.  

Verifica-se que as formulações com o copolímero compravam a propriedade 

de que o DMAEMA em sua composição, torna a nanocápsula pH-responsiva. A 

ausência de Span 60 na formulação não afeta a expansão do tamanho de partícula 

mediante pH 5,5, mas prejudicou o perfil granulométrico em NC3F2. Ainda, é 

mostrada na Figura 46, a comparação destas três formulações quanto à expansão 

na forma de gráfico de dispersão. 
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Figura 46. Alterações de diâmetros médios de formulações NC1, NC3 e NC3F2 
mediante mudanças de pH. 

 

O copolímero MLT20, componente da NC3, é composto por 67 unidades de 

CL:16 unidades de DMAEMA:6 unidades de MMA, justificando o aumento de 

tamanho de partícula frente ao pH ácido.  

A avaliação da responsividade do tamanho de partícula frente a alterações de 

pH realizada por espalhamento dinâmico de luz está apresentada abaixo (Figura 

47). 

 

 

Figura 47. Perfil de distribuição de partícula por espalhamento dinâmico de luz para 
NC3 diluída em água (coluna esquerda), tampão fosfato de potássio pH 7,4 (coluna 
central) e tampão fosfato de potássio pH 5,5 (coluna direita) em intensidade (linha 

superior), volume (linha intermediária) e número (linha inferior). 
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 Com esta análise pode-se observar o deslocamento da distribuição de 

diâmetros para valores maiores e, uma variação entre as leituras, uma vez que a 

expansão de diâmetro frente ao pH ácido ocorre de forma dependente do tempo de 

exposição no meio em que se encontra diluída. Aqui, todas as amostras foram 

diluídas no momento da análise e foi mantido o mesmo intervalo para a leitura no 

equipamento. 

Também foram desenvolvidas sete formulações a partir do copolímero 

ARGET-A (ATRP-ARGET-A). As primeiras formulações, NC7 (T1) e NC8 (T2), foram 

baseadas em NC3, sendo rotaevaporada para volume final de 10 mL.  

O pH e a viscosidade não foram analisadas para a formulação NC7, enquanto 

que a NC8 apresentou pH de 6,61 e a viscosidade de 1,04 mPas a 20,5oC.  

Na tentativa de reduzir o tensoativo hidrofílico, desenvolveu-se a formulação 

NC9 e, após várias modificações nas quantidades de polímero, óleo e tensoativo 

hidrofílico, com a retirada total do tensoativo lipofílico, alcançou-se a formulação 

NC17. A seguir, são expostos os perfis destas formulações avaliados por difração a 

laser (Figura 48). 

 

 

Figura 48. Perfil de distribuição de tamanho de partícula por difração a laser para 
formulações preparadas a partir do copolímero produzido por ATRP-ARGET-A: NC7 

(linha 1), NC8 (linha 2), NC9 (linha 3) e NC17 (linha 4), por volume (esquerda) e 
número (direita). 
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 As formulações NC7 e NC17 apresentaram um perfil majoritário nanométrico 

e pequena população micrométrica, enquanto a NC8 e NC9 apresentaram-se 

heterogêneas. A redução no polissorbato 80 prejudicou a distribuição 

granulométrica, demonstrando que apesar do copolímero ser formado por materiais 

de carácter hidrofílico e lipofílico, necessita de tensoativo para a estabilização das 

fases.  Logo, a organização da nanocápsula envolve o óleo sendo rodeado pelo 

bloco polimérico e este por polissorbato 80.  

A análise de difração a laser apresenta, para NC7, valores de Span de 12,074 

e 0,786 e para NC17, Span de 1,504 e 1,214, por volume e número, 

respectivamente. 

 Ressalta-se que durante o preparo da suspensão de nanopartículas com o 

copolímero ARGET-A, foi observado a solubilidade parcial do copolímero em 

acetona, prévio a injeção da fase orgânica na aquosa. Quando a fase orgânica foi 

injetada sobre a fase aquosa este se tornou totalmente solúvel. Isto demonstra que o 

copolímero constituído de PCL-b-P(MMA-DMAEMA)2 é parcialmente solúvel em 

acetona devido a presença de MMA e PCL e parcialmente solúvel em água pela 

presença de DMAEMA. Devido a esta observação, a formulação NC17 foi 

desenvolvida em acetona:etanol 1:1 (v/v), demonstrando ser mais homogênea em 

relação ao diâmetros nanométricos.  

Essas formulações foram avaliadas quanto ao potencial zeta, sendo obtido 

para NC7 e NC17, +12,2 mV e +21,5 mV, respectivamente. Os resultados quando 

ao tamanho, está listado na Tabela 9. 

 

Tabela 9. Resultados de tamanho de partícula por espalhamento dinâmico de luz 
para NC7 e NC17. 
Formulação (20 μL/10mL) Diâmetro médio 

(nm) 

PDI 

NC7/água MilliQ 112,9 0,214 

NC7/tampão fosfato de potássio pH 7,4 199,0 0,321 

NC7/tampão fosfato de potássio pH 5,0 278,1 0,414 

NC17/água MilliQ 69.8 0.226 

NC17/tampão fosfato de potássio pH 7,4 73.4 0.237 

NC17/tampão fosfato de potássio pH 5,5 96.2 0.259 
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 Observa-se que no caso do copolímero ARGET-A empregado em 

nanopartículas, a expansão de diâmetros ocorreu de forma mais branda que com o 

copolímero MLT20 (ATRP), uma vez que temos menor número de unidades 

monoméricas de DMAEMA no bloco.  

O copolímero ARGET-A contém 67 unidades CL:6 unidades de 

DMAEMA:0,12 unidades de MMA no copolímero, justificando o comportamento 

observado.  

Na Figura 49 encontra-se o perfil de distribuição de tamanho de partículas 

para NC7 e NC17, por espalhamento dinâmico de luz. 

 

 

Figura 49. Perfil de distribuição de tamanho de partícula por espalhamento dinâmico 
de luz para NC7 diluída em água (linha 1), tampão fosfato de potássio pH 7,4 (linha 
2) e pH 5,5 (linha 3); NC17 em água (linha 4), em pH 7,4 (linha 5) e pH 5,5 (linha 6), 

por intensidade (esquerda), volume (central) e número (direita). 
 

 Em ambas as formulações observam-se deslocamentos das medidas 

realizadas na amostra, em todas as diferentes diluições. Logo, a formulação NC17 
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foi a melhor formulação para o copolímero ARGET-A e é preferencial a NC3 

(copolímero MLT20, ATRP), pois é composta por menor quantidade de excipientes, 

e desenvolvida a partir de um copolímero obtido por um método sintético mais 

prático e menos dispendioso economicamente.  

Ainda, as nanocápsulas produzidas com ambos os copolímeros responderam 

a alterações de pH, mostrando expansão no diâmetro de partícula quando diluídas 

em solução tampão fosfato de potássio pH 5,5, confirmando a proposta de emprego 

do copolímero em carreadores pH-responsivos.  

 

 11.2 CARACTERIZAÇÃO DAS FORMULAÇÕES DE NANOCÁPSULAS 

SUBMETIDAS À AVALIAÇÃO BIOLÓGICA 

A determinação do IC50 da doxorrubicina (sob a forma de cloridrato) foi 

avaliada em células MCF-7 por ensaio de MTT de 24 horas. Foi encontrado o valor 

de 4,77 M ± 0,05, que equivale a 2,76 g/mL (n=1, quadruplicata, Figura 50). 
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Figura 50. Determinação do IC50 de soluções do cloridrato de doxorrubicina 
em células MCF-7 por método MTT, 24 horas (n=1, quadruplicata). 

 

A análise estatística foi realizada por ANOVA (one way), obtendo o R2=0,956 

e p=1,17.10-7, com valor de Fcalculado foi de 16,39, Fcrítico foi 2,64 e grau de liberdade 

(GL) de 4 entre grupos (solução do cloridrato de doxorrubicina e meio de cultura), 

confirmando a significância estatística para 95% de confiança. 

Partindo do valor do IC50, o cloridrato de doxorrubicina foi extraído conforme 

Lince (2011) e a doxorrubicina foi então incorporada nas formulações conforme 

segue: a formulação 1-NC-Dox (copolímero ARGET-A) foi preparada com 
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doxorrubicina a 5 g/mL, enquanto a formulação 2-NC-Dox (copolímero ARGET-B) 

foi produzida com 10 g/mL.  

Da mesma forma, foram produzidas as respectivas nanocápsulas brancas 

(sem doxorrubicina), cuja análise de difração a laser é apresentada abaixo (Figura 

51), com os respectivos índices de refração (IR) dos copolímeros (IRARGET-A = 1,431 

e IRARGET-B = 1,442). 

 

 

Figura 51. Difração a laser das formulações submetidas à avaliação biológica, 
em volume (esquerda) e número (direita). 

 

As formulações apresentaram valor de Span variando de 0.9 a 1.6, indicando 

uma estreita distribuição de tamanhos de partícula (Tabela 10). Ainda, todas as 
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formulações tiveram diâmetros médios, baseados no número de partículas (d0.5n), 

inferior a  100 nm (Tabela 10). 

 

Tabela 10. Análise de difração de laser das formulações de nanocápsulas 
brancas e contendo doxorrubicina (n = 3, média±DP). 

Formulação D[4.3]v m d0.5v m SPAN d0.5n m Área 
Superficial 
Específica 

(m2/g) 

pH 

1-NC 0.600±0.50 0.120±0.01 1.078±0.26 0.085±0.00 51.400±3.64 7.5±0.19 

1-NC-Dox 0.466±0.33 0.119±0.01 1.116±0.38 0.082±0.00 52.200±3.06 7.2±0.17 

2-NC 0.791±0.54 0.134±0.02 1.680±0.96 0.079±0.01 48.167±4.31 7.2±0.24 

2-NC-Dox 0.668±0.51 0.120±0.00 0.987±0.08 0.085±0.00 51.633±2.10 7.2±0.18 

 

A seguir, temos os resultados de DLS para as formulações preparadas a 

partir dos copolímeros ARGET-A e ARGET-B quando diluídas em diferentes meios: 

água, tampão fosfato de potássio pH 7,4 e pH 5,5. Esses resultados mostram que as 

quatro formulações respondem ao pH 5,5, devido a presença de DMAEMA nos 

copolímeros. A exposição da formulação ao pH ácido leva a protonação da amina, 

que por repulsão eletrostática a partir das cargas positivas permite a expansão da 

porção acrílica, confirmando sua sensibilidade ao pH (GUO, 2010; MIGUEL, 2008). 

A média de diâmetro de 1-NC e 1-NC-Dox foi 70 e 95 nm, enquanto a 2-NC e 2-NC-

Dox foi de 60 e 57 nm, respectivamente (Tabela 11).  Pode-se observar que as 

formulações com o copolímero ARGET-B (2-NC e 2-NC-Dox, preparada com o 

dobro de concentração de fármaco que a formulação 1-NC-Dox) apresentaram 

diâmetros relativamente próximos a inferiores em relação às formulações com o 

copolímero ARGET-A (1-NC e 1-NC-Dox). É possível que a concentração do 

fármaco não influencie (até certo limite de concentração) o diâmetro do núcleo da 

nanocápsula uma vez que se utiliza a mesma concentração de óleo na preparação 

das formulações com ambos copolímeros.  
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Tabela 11. Análise por DLS para o comportamento de nanocápsuas em 
diferentes ambientes (n=3).  

Formulações  Diâmetro médio  

(Z‐average diameter, 

nm) 

PDI  Coeficiente de 

difusão 

(2/s) 

1‐NC em água   69.81±3.69  0.226±0.01  3.53±0.20 

1‐NC em pH 7.4  73.49±5.08  0.237±0.02  3.36±0.21 

1‐NC em pH 5.5  96.23±16.08  0.259±0.063  2.60±0.35 

1‐NC‐Dox em água  94.90±2.67  0.382±0.07  2.94±0.54 

1‐NC‐Dox em pH 7.4  90.38±3.93  0.294±0.02  2.72±0.11 

1‐NC‐Dox em pH 5.5  150.93±23,27  0.357±0.14  1.66±0.27 

2‐NC em água  60.57±0.85  0.190±0.01  4.06±0,05 

2‐NC em pH 7.4  71.51±3.07  0.226±0.03  3.44±0.14 

2‐NC em pH 5.5  100.93±10.37  0.295±0.05  2.45±0.24 

2‐NC‐Dox em água  57.01±0.49  0.139±0.02  4.31±0.04 

2‐NC‐Dox em pH 7.4   75.03±1.65  0.252±0.02  3.28±0.07 

2‐NC‐Dox em pH 5.5  104.9±2.85  0.354±0.00  2.35±0.06 

 

Outro aspecto importante a ser observado é a variação do coeficiente de 

difusão nos diferentes ambientes. As nanopartículas demonstraram que o 

coeficiente de difusão diminui em meio ácido em comparação ao neutro ou básico.  

Somente as partículas preparadas a partir do copolímero ARGET-A 

demostrarem PDI > 0.1 ao serem diluídas em água. O PDI representa a largura da 

distribuição e uma vez maior que 0.1, a qualidade do resultado se encontra 

prejudicada (BOGAERT, 1992), então os diâmetros por CONTIN são mostrados na 

Tabela 12 para auxiliar na análise desde resultado. 
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Tabela 12. Parâmetros de DLS (CONTIN) obtidos a partir das formulações de 
nanocápsulas (n =3). 

Formulations  di (nm)  dv (nm)  dn (nm) 

1‐NC  77.08±7.52  65.81±6.18  75.69±12.49 

1‐NC‐Dox  129.00±6.39  100.03±8.64  200.07±17.27 

2‐NC  67.87±0.53  54.37±0.67  71.62±3.09 

2‐NC‐Dox  63.93±0.97  52.26±0.59  74.24±0.39 

 

Conforme se pode observar, os diâmetros por CONTIN, em intensidade e 

número, apresentam valores mais aproximados, exceto pela 1-NC-Dox, que atinge 

200 nm, apresentando uma formulação mais heterogênea. 

 

 11.3 VALIDAÇÃO DO MÉTODO PARA QUANTIFICAÇÃO DE 

DOXORRUBICINA POR CLAE 

 O método por CLAE desenvolvido foi adaptado do estudo de Missirlis (2006), 

com modificações em relação às proporções dos solventes da fase móvel, utilizando 

o procedimento para as nanopartículas de PCL-b-P(MMA-DMAEMA)2. 

 Os resultados da curva de calibração, contendo o perfil cromatográfico 

apresentam-se a seguir (Figura 52). 

 

 

Figura 52. Perfil cromatográfico do cloridrato de doxorrubicina, obtido por CLAE, com 
detecção de 254 nm. 
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Para o estudo da linearidade foram preparadas três curvas de calibração, 

analisadas em três dias diferentes e com leituras em triplicata de cinco 

concentrações de doxorrubicina em cada curva (Tabela 13). 

 

Tabela 13: Médias das áreas obtidas com diferentes concentrações de solução de 
cloridrato de doxorrubicina nas três curvas de calibração por CLAE, 254 nm. 

Concentração 

(µg/mL) 

Curva A Curva B  Curva C Média  DPR 

(%) 

0.5 9356.7 10072.6  9718.0 9715.7  3.68 

1 21865.2 23117.6  21219.7 22067.5  4.37 

5 510165.0 523415.4 529020.3 520866.9  1.86 

10 1056200.9 1060029.0  1149609.2 1088613.0  4.86 

15 1618762.0 1540632.0  1613240.5 1590878.1  2.74 

 

 Os valores da curva de calibração têm DPR < 5% conforme preconizado pela 

ANVISA (2003). A equação da reta obtida apresentou um coeficiente de regressão 

linear de 0,9984 e o valor de Fcalculado (Fcalc. = 1820.65) foi significativo em relação 

ao valor de Fcrítico (Fcrit. = 0.0000283), demonstrando que a linearidade é satisfatória 

(Figura 53). 

 

 

Figura 53. Curva de calibração para o cloridrato de doxorrubicina por CLAE, 254 nm. 
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A análise estatística dos dados da curva de calibração por ANOVA (fator 

único) e regressão linear simples, foi avaliada conforme abaixo (Tabela 14). 

 

Tabela 14. Parâmetros da análise de regressão para dados da curva de 
calibração da doxorrubicina por CLAE, 254 nm. 

Parâmetros Coeficientes Erro Padrão LI LS Valor-p 

Inclinação (a) 

Intersecção (b) 

111374.8 

-55233.02 

2610.2 

21877.4 

103068 

-124857 

119681.6 

14390.8 

0.085825 

0.0000283 

LI = limite de confiança inferior; LS = limite de confiança superior, nível de significância de 5%. 

 

Os valores obtidos para os limites de detecção e de quantificação foram 0,227 

e 0,758 µg/mL, respectivamente, indicando uma boa sensibilidade do método para a 

determinação da doxorrubicina.  

A seguir, apresenta-se o cromatograma da avaliação da especificidade do 

método na detecção de doxorrubicina sem a interferência de excipientes das 

formulações de nanopartículas na Figura 54. 

 

 

Figura 54. Cromatograma do teste de especificidade em nanocápsulas brancas de 
PCL-b-P(MMA-DMAEMA)2, a partir dos copolímeros ARGET-A ou ARGET-B. 
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 Pode-se observar que no tempo de retenção da doxorrubicina (3.99 minutos), 

não há nenhuma alteração significativa na linha de base no interfalo de 3,5 a 5,0 

minutos, demonstrando que os componentes da nanopartícula não afetam a 

detecção e quantificação da doxorrubicina. 

 Da mesma forma, foi avaliada a exatidão do método, a partir de volumes fixos 

de suspensões de nanopartículas (1-NC-Dox e 2-NC-Dox), contaminadas com 

volumes variáveis de uma solução de cloridrato de doxorrubicina a 5 g/mL (Tabela 

15). 

 

Tabela 15. Resultados do teste de exatidão para doseamento de doxorrubicina a 
partir de nanocápsulas poliméricas por CLAE, 254 nm (n = 3, média). 

Amostras 

 

Concentração teórica 

(g/mL) 

Concentração 

recuperada (g/mL) 

Recuperação 

(%) 

1-NC-Dox5g/mL: 

S1 

S2 

S3 

 

0.75 

1.0 

1.25 

 

0.74 

1.01 

1.26 

 

98.29 

100.80 

100.90 

2-NC-Dox10g/mL: 

S1 

S2 

S3 

 

1.5 

2.0 

2.5 

 

1.52 

2.02 

2.54 

 

101.88 

101.22 

101.76 

 

 As recuperações obtidas a partir das duas nanopartículas situaram-se entre 

98-102%, demonstrando que o doseamento da doxorrubicina contida em 

nanocápsulas é exato.  

A precisão intermediária foi determinada por medidas do ponto médio da 

curva em três dias diferentes, estando os resultados apresentados na Tabela 16. 
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Tabela 16. Resultados da precisão intermediária ou inter-dia da doxorrubicina por 
CLAE, 254 nm. 
Dia Concentração 

(g/mL) 

Teor (%) Média de 

concentração 

(g/mL) 

DPR (%) do 

dia 

1 5.09 
5.08 
5.08 

 

101.84 
101.52 
101.61 

 

5.08 0.18 

2 5.13 
5.19 
5.19 

 

102.64 
103.84 
103.90 

 

5.17 0.75 

3 5.17 
5.28 
5.29 

 

103.45 
105.59 
105.71 

 

5.25 1.34 

 

Observam-se valores de teor entre 101 e 106%, com DPR < 5%, conforme 

preconizado pela ANVISA (2003), logo, o método se mostra preciso quando avalia 

uma mesma concentração em diferentes dias. 

 Também foi avaliada a repetibilidade de uma amostra de concentração 5 

g/mL, submetida a 6 leituras em um mesmo dia (Tabela 17). 

 

Tabela 17. Resultados da repetibilidade de solução de doxorrubicina a 5 g/mL, por 
CLAE, 254 nm. 
Repetições Recuperação (%) DPR (%) 

R1 

R2 

R3 

R4 

R5 

R6 

101.84 

101.52 

101.61 

100.97 

102.10 

101.15 

0.45 
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 Neste teste, obtiveram-se recuperações entre 100 e 103%, com DPR <5% 

(ANVISA, 2003), confirmando a precisão do método ao analisar-se uma amostra 

repetidamente em um mesmo dia. 

 Portanto, o método CLAE desenvolvido mostrou-se linear, específico, 

sensível, exato e preciso na faixa de 0,5 a 15 g/mL, sendo adequado para a 

quantificação de doxorrubicina a partir de nanocápsulas poliméricas. 

 

 11.4 DETERMINAÇÃO DE CARGA DE SUPERFÍCIE DAS NANOCÁPSULAS 

E DA ENCAPSULAÇÃO DA DOXORRUBICINA 

 As nanocápsulas preparadas a partir dos copolímeros ARGET-A (1-NC e 1-

NC-Dox) e ARGET-B (2-NC e 2-NC-Dox) apresentaram potencial zeta positivo, 

conforme apresentado na Tabela 18. 

  

Tabela 18. Quantificação da doxorrubicina em nanopartículas por CLAE e 
análise de DLS (n=3). 
Amostra Conteúdo de 

fármaco 

(DC, mg/mL) 

Carreamento 
de fármaco 

(DL, mg/g%) 

Eficiência de 
encapsulação 

(EE, %) 

Diâmetro 
médio  

(Z-average, 
nm, H2O) 

PDI Potencial 
zeta (mV) 

1-NC 0 0 0 69.81 ±3.69 0.226 
±0.01 

+23.47 
±5.46 

1-NC-
Dox 

0.008±0.00 0.04 ±0.0001 61.42 ±0.23 94.90 ±2.67 0.382 
±0.07 

+22.28 
±4.70 

2-NC 0 0 0 60.57 ±0.85 0.190 
±0.01 

+13.26 
±0.86 

2-NC-
Dox 

0.014 ±0.00 0.07 ±0.0016 64.88 ±1.36 57.01 ±0.49 0.139 
±0.02 

+7,48 

±0,79 

DC = drug content, DL = drug loading, EE = encapsulation efficiency. 

 

Por meio da quantificação por CLAE, as nanocápsulas apresentaram uma 

boa eficiência de encapsulação (60-65% de doxorrubicina), diâmetros médios 

inferiores a 100 nm e potencial zeta positivos.  
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11.5 AVALIAÇÃO BIOLÓGICA DAS NANOCÁPSULAS DE PCL-P(MMA-

DMAEMA)2 EM CÉLULAS DE CÂNCER DE MAMA 

Os resultados das formulações 1-NC e 1-NC-Dox testadas em células MCF-7 

estão expostos na Figura 55.  

 

* * * *

 

Figura 55. Citotoxicidade das formulações 1-NC and 1-NC-Dox por área superficial 
(ASS) e equivalência por concentração (M) de doxorrubicina para a 1-NC-Dox, por 

ensaio de MTT (n=3, triplicata). 

 

Por meio da análise de variância (ANOVA, two way with repetition) da inibição 

de crescimento celular por área específica superficial, obtivemos o valor de 

Fcalculado = 2,35, Fcrítico = 2,12, p=0,031 e GL = 9 entre interações, que 

demonstram haver diferenças estatísticas em nível de confiança de 95% entre as 

amostras testadas (meio de cultura e formulações). A seguir, efetuou-se o teste 

Tukey (HSD (diferença significativa) = 7,26), o qual demonstrou diferenças 

estatísticas entre o controle (meio de cultura) e todas as áreas específicas 

superficiais (ASS) de ambas as formulações.  

A formulação 1-NC é citotóxica a partir de 41,81.10-4 m2 de área superficial 

pois apresentou inibição de crescimento celular (>25%) de 26,4% enquanto a 1-NC-

Dox em 6,27.10-4 m2 apresentou inibição de 25,8%. 
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Ao compararmos a 1-NC com 1-NC-Dox, somente houve diferença 

significativa entre as ASS de 6,27 a 20,91.10-4 m2 (representadas por *), que ocorreu 

devido ao efeito da doxorrubicina na nanocápsula.  

Considerando os resultados obtidos com nanocápsulas do copolímero 

ARGET-A, procedeu-se a investigação dos excipientes das nanocápsulas cujos 

resultados na Figura 56.  

Na Figura 56–A foram avaliados os excipientes utilizados nas nanocápsulas, 

diluídos em água (PCL foi utilizada na forma de nanoesfera), cujo controle foi o meio 

de cultura DMEM. Segundo a ANOVA (two way with repetition) os valores de F 

calculado foi 8,99 e Fcrítico = 2,06, p = 2,01.10-7 para GL = 11 entre grupos, logo, 

estatisticamente significativos. Pelo teste Tukey, obteve-se um valor de HSD = 

11,35, demonstrando a existência de diferenças significativas entre o controle e 

todas as concentrações de nanoesferas de PCL e de PDMAEMA testadas 

(representadas por *). Entretanto, somente a amostra de PDMAEMA a 0,677 mM 

(2%) reduziu a viabilidade celular abaixo de 75% (62,43% de viabilidade celular), 

sendo considerado um material de pequena citotoxicidade se pensarmos que as 

nanocápsulas 1-NC e 1-NC-Dox foram preparadas com 3,4 e 3,3 mg/mL de 

copolímero ARGET-A (que contém DMAEMA em sua composição) e 0,677 mM de 

PDMAEMA corresponderia a 0,06 mg/mL. 

Já o polissorbato 80 (Tween 80) e as nanoesferas de PCL não demonstraram 

redução na viabilidade celular abaixo de 75%, não sendo considerados citotóxicos 

(Figura 56). 
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Figura 56. Citotoxicidade dos excipientes das nanocápsulas por ensaio de MTT: (A) 
compostos cujo controle foi o meio de cultura e (B) compostos cujo controle foi o 

DMSO a 1% (n = 1, quadruplicata). 
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Na Figura 56-B observam-se os resultados de citotoxicidade dos excipientes 

das nanocápsulas de carácter lipofílico: óleo (ou TCC) e PMMA preparados em 

diluição em 1 mL DMSO. Sendo assim, o DMSO também foi testado a fim de 

determinar seu limite de uso. Uma vez que os componentes lipofílicos foram 

solubilizados em 1 mL de DMSO, o controle foi considerado sendo o DMSO a 1% 

(89,94% de viabilidade celular).  

A análise estatística por ANOVA (two way with repetition) demonstraram valor 

F calculado = 25,47, F crítico = 1,96 e  p= 9,09.10-16 com GL = 13 entre grupos, 

demonstranto a existência de diferenças estastísticas entre as amostras (controle e 

excipientes testados, representado por *). Por teste Tukey obteve-se HSD = 12,75, 

onde as diferenças estatísticas encontram-se entre o controle (meio de cultura 

DMEM) e as concentrações de DMSO de 0,16 mM a 0,28 mM (*). Entretanto, 

somente a partir de 0,19 mM de DMSO (1,4%) é que a viabilidade celular decai 

abaixo de 75%, sendo citotóxico (68,43%).  

Considerando a comparação entre o DMSO a 1% e as amostras 

(representado por **), o TCC a 0,215 mM (redução da viabilidade celular para 

70,90%) demonstra diferença siginificativa. É importante ressaltar que o óleo (TCC) 

foi utilizado nas formulações 1-NC e 1-NC-Dox a 5,74 mg/mL e 4,91 mg/mL, 

respectivamente. Enquanto a concentração de 0,215 mM aplicada no estudo de 

citotoxicidade corresponde a 0,1 mg/mL. Sendo assim, considerou-se o óleo (TCC) 

de pequena citotoxicidade. Houve diferença significativa também entre o DMSO a 

1% e o PMMA a partir de 0,296 mM (74,97% de viabilidade celular). Se avaliarmos 

sua equivalência em relação ao preparo das nanocápsulas, 1-NC e 1-NC-Dox, 

preparadas com 3,4 e 3,3 mg/mL de copolímero ARGET-A (que contém MMA em 

sua composição), a concentração de 0,296 mM de PMMA corresponderia a 0,03 

mg/mL. Sendo assim, o PMMA foi considerado o material mais citotóxico, dentre os 

componentes da formulação, para as células MCF-7.  

Assim, confirma-se a hipótese de que as nanocápsulas preparadas a partir do 

copolímero ARGET-A (1-NC e 1-NC-Dox) apresentaram citotoxicidade inerente ao 

material do qual foram produzidas. Com isso, a síntese do copolímero ARGET-A foi 

otimizada (com redução de MMA), fornecendo o copolímero ARGET-B e, a partir 

deste, as nanocápsulas 2-NC e 2-NC-Dox foram avaliadas sobre células MCF-7 por 

teste MTT, 24 horas (Figura 57). 
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*

* * *

*

 

Figura 57. Citotoxicidade das formulações 2-NC e 2-NC-Dox por área superficial 
(ASS) e equivalência por concentração de doxorrubicina (M) para a 2-NC-Dox, por 

ensaio de MTT (n=3, triplicata). 
 

Os dados da Figura 58 foram avaliados por ANOVA (two way with repetition) 

obtendo o valor de Fcalculado = 4,99, Fcrítico =2,12 e p = 0,0002 com GL = 9 para 

interações. As diferenças significativas são apontadas por teste Tukey (HSD= 7,42) 

entre o controle (meio de cultura) e as formulações 2-NC e 2-NC-Dox. Para 2-NC as 

diferenças ocorrem de 8,27 a 82,71.10-4 m2 e para 2-NC-Dox de 4,14 a 82,71.10-4 

m2. A 2-NC na área específica superfial de 62,04.10-4 m2 apresentou inibição de 

crescimento celular de 32,8% enquanto que a 2-NC-Dox em 10,34.10-4 m2 foi de 

28,4%.  

Ao compararmos a 2-NC com 2-NC-Dox, as diferenças significativas ocorrem 

nas ASS de 8,27, 10,34, 20,68, 41,36 e 62,04.10-4 m2 (como indicado pelo *).  

Observa-se que com a otimização do copolímero, a 2-NC-Dox foi mais 

citotóxica que a 2-NC, demonstrando o efeito do fármaco encapsulado (14 g/mL), 

sem a citotoxicidade apresentada pelo copolímero. 

A seguir, apresentam-se os resultados das nanocápsulas contendo 

doxorrubicina em comparação à solução do cloridrato de doxorrubicina (Figura 58). 
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Figura 58. Citotoxicidade das formulações 1-NC-Dox (A) e 2-NC-Dox (B) por 
concentração de doxorrubicina (M) em comparação à solução de cloridrato de 

doxorrubicina, por ensaio de MTT (n=3, triplicata). 
 

Segundo a ANOVA (two way with repetition) para os resultados da Fig. 70-A, 

por concentração de doxorrubicina, temos F calculado = 69,95, Fcrítico = 2,12 e p = 

1,21.10-21, demonstrando a existência de diferenças estatísticas significativas. Por 

Tukey, HSD = 5,38, onde as soluções do cloridrato de doxorrubicina foram 

estatisticamente diferentes do controle a partir de 0,15 M até 2,94 M, enquanto 

que a 1-NC-Dox foi diferente de 0,07 a 2,94 M (essas diferenças não foram 

identificadas na Figura 59-A). A solução do cloridrato de doxorrubicina e a 1-NC-Dox 
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foram citotóxicas a partir de 0,22 M (reduziram a viabilidade celular para 70,97% e 

74,17%, respectivamente). Considerando a comparação da solução de cloridrato de 

doxorrubicina com a 1-NC-Dox as diferenças significativas (entre amostras, 

representadas por *) encontraram-se em 0,07 M e de 0,29 a 2,21 M. 

Já na Figura 59-B, temos a comparação de 2-NC-Dox a soluções de cloridrato 

de doxorrubicina, onde por ANOVA (two way with repetition), obtivemos F calculado 

= 20,56, F crítico = 2,12 e p = 2,29.10-12. Tukey apresenta HSD = 7,24, onde 

observamos que as diferenças estatísticas encontram-se entre o controle e a 

solução de cloridrato de doxorrubicina a partir de 0,25 M e entre o controle e a 2-

NC-Dox a partir de 0,12 M (diferenças não identificadas na Fig. 69-B). A solução de 

doxorrubicina torna-se citotóxica a partir de 0,25 M, com uma redução na 

viabilidade celular para 66,67%, enquanto que a 2-NC-Dox em 0,63 M reduz a 

viabilidade para 71,59%. 

Ao compararmos o tratamento das células entre a solução de cloridrato de 

doxorrubicina e com a formulação 2-NC-Dox, observamos as diferenças 

significativas (representadas por *) nas concentrações de 0,07 a 2,94 M, ou seja, 

em todos os pontos de concentração, sendo a solução do cloridrato de doxorubicina 

mais citotóxica do que a formulação em 24 horas de experimento.  

Dentre as formulações, a 2-NC-Dox apresentou maior citotoxicidade (embora 

inferior a da solução do cloridrato de doxorrubicina) em 24 horas por ensaio de MTT. 

Não foi possível realizar análise estatística da comparação de ambas as 

formulações em relação a solução do fármaco livre devido a serem preparadas a 

partir de copolímeros diferentes. 

Foi possível obter nanopartículas de PCL-b-P(MMA-DMAEMA)2 pH-

responsivas capazes de encapsular em torno de 60-65% de doxorrubicina, sendo 

promissores carreadores para veiculação de antineoplásicos às células de câncer de 

mama e que ainda possibilitam a observação de efeito citotóxico sobre células MCF-

7, além de possibilitar o futuro emprego de um ligante como o LDV para a 

vetorização à integrinas específicas.  
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12. DISCUSSÕES DO CAPÍTULO 2 

 

Os resultados obtidos a partir de formulações contendo o copolímero 

produzido por ATRP e denominado MLT20 permitiram algumas observações: 

- misturas de PCL:MLT20 são viáveis a serem utilizadas no preparo de 

nanocápsulas (necessitando ajustes). 

- o emprego de tampão fosfato de potássio pH 7,4 é inadequado para a 

formação de nanocápsulas, pois altera a força iônica da formulação, tornando-a 

totalmente micrométrica.  

A força iônica é considerada a medida de intensidade do campo elétrico em 

uma solução sendo expressa por: µ = ½ Σ (ci x (zi)2), onde: µ = força iônica, Σ = 

somatório, ci = concentração molar do tampão e, zi = valência do íon i. Sendo assim, 

os tampões em questão possuem zi igual a zero, logo não foi possível calcular o 

valor da força iônica para os mesmos. De alguma forma, a solução tampão 

empregada nas suspensões de nanopartículas pode ter interagido com a acetona da 

fase orgânica e gerado a formação de aglomerados por efeito de blindagem 

eletrostática. Cayre et al (2011) cita que polímeros pH-responsivos geralmente são 

também responsivos a mudanças de força iônica e, alguns podem ser seletivos 

quanto a responsividade dependendo do íon específico presente no meio. 

- em relação a formulações preparadas em tampão fosfato de potássio pH 

5,5, o principal fator que influenciou o aparecimento da porção micrométrica não 

foram as concentrações de polímero, óleo ou tensoativo (embora se deva manter 

uma relação próxima a ideal entre os componentes, que seria, segundo Jornada 

(2012) para nanopartículas de PCL, de 1:0,4:1,6:0,77 para polímero:Span 

60:TCC:Tween 80 e sim, o fato de ter sido empregado o copolímero MLT20 como o 

único componente polimérico da fase orgânica, uma vez que é um bloco grande de 

unidades monoméricas. 

- a melhor formulação para o copolímero MLT20 foi a NC3, preparada em 

água, a qual respondeu conforme almejado às modificações de diâmetro frente ao 

pH 5,5 além de empregar uma baixa concentração de polímero na formulação. O 

incremento no diâmetro quando diluída em pH 5,5 comprova a protonação da amina 
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do DMAEMA e o alongamento da cadeia, o qual possivelmente ocorre em regiões 

de inflamação e câncer onde o pH é geralmente ácido (meio extracelular tumoral 

com pH = 6,5 e meio intracelular tumoral com pH = 4,0-6,0). 

- a retirada do Span 60 da formulação (NC3F2) evita a ocorrência de 

interação deste com o DMAEMA, embora tenha prejudicado o perfil de distribuição 

de diâmetros de partícula. Não foram encontrados relatos na literatura do tipo de 

interação especificamente, apesar de haver uma citação que relata a retirada total 

de tensoativos e estabilizantes da formulação, uma vez que o copolímero citado 

(PMMA-b-PDMAEMA) age como estabilizador e floculante (PENOTT-CHANG, 

2012). 

Em relação ao copolímero ARGET-A e as nanocápsulas preparadas a partir 

deste no estudo de pré-formulação, observou-se que a NC17 apresentou o melhor 

perfil de distribuição de tamanhos de partícula por difração a laser (majoritariamente 

nanométrica) e, também se expandiu quando exposta ao pH ácido, de forma mais 

discreta que a NC3, devido ao menor número de unidades monoméricas no bloco. 

Sagar e colaboradores (2007) citam que copolímeros em blocos possuem 

segmentos solúveis e insolúveis ligados covalentemente entre si e, o segmento 

solúvel forma uma coroa enquanto o segmento insolúvel agrega em um núcleo 

micelar denso como observado para diblocos, confirmando a observação de 

agregados insolúveis presentes durante o preparo das suspensões. Segundo o perfil 

de distribuição de tamanho de partículas obtido por difração a laser, pode-se concluir 

que se obtiveram nanocápsulas e, paralelamente houve formação de agregados 

micrométricos, em função da solubilidade distinta dos monômeros presentes no 

bloco. 

Ainda, as nanopartículas preparadas a partir do copolímero PCL-P(MMA-

DMAEMA)2 (MLT20 (NC3) ou ARGET-A (NC17)) apresentaram potencial zeta 

positivo devido a protonação da amina do DMAEMA em meio aquoso. Considerou-

se a NC17 sendo a melhor formulação de nanocápsulas do estudo de pré-

formulação para dar continuidade ao estudo. 

Na literatura, até o momento, encontram-se relatos de nanopartículas com 

PCL-PMMA (BARANDIARAN, 2014); PCL-PDMAEMA (GUO, 2010), PMMA-

PDMAEMA (CAYRE, 2012; FENG, 2009) e, PCL em blenda com PMMA-b-

PDMAEMA (PENOTT-CHANG, 2012). Considerando estes trabalhos, o copolímero 

PCL-P(MMA-DMAEMA)2 e sua aplicação em nanocápsulas é inédito e garante que a 
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ligação química entre os monômeros permaneça estável em pH ácido ao mesmo 

tempo que permite a expansão de diâmetros das nanocápsulas nesta condição. 

A seguir, determinou-se o IC50 da solução de cloridrato de doxorrubicina por 

ensaio MTT obtendo o valor de 4,77±0,05 M frente às células MCF-7. Este 

resultado está de acordo com Tassone et al (2003) que relatam que o IC50 da 

doxorrubicina em MCF-7 se encontra situado entre 1 e 5 M por MTT, após 48 

horas.  

Sendo assim, partindo da formulação NC17, foram preparadas formulações a 

partir do copolímero ARGET-A denominadas 1-NC (branca) e 1-NC-Dox e 

formulações a partir do copolímero ARGET-B denominadas 2-NC (branca) e 2-NC-

Dox.  

O método CLAE adaptado de Missirlis (2006) foi utilizado para a quantificação 

da doxorrubicina a partir de nanocápsulas. O método se mostrou eficiente e rápido 

de execução. Podemos observar que 1-NC-Dox foi preparada com doxorrubicina a 5 

g/mL e a quantificação do fármaco na nanopartícula foi 8 g/mL, apresentando 

eficiência de encapsulação de 61,42%. A 2-NC-Dox foi preparada a 10 g/mL e 

quantificada a 14 g/mL, tendo eficiência de encapsulação de 64,88%. Essas 

diferenças na dosagem de doxorrubicina se devem pelo fato de ter sido empregada 

uma seringa de vidro para a veiculação do fármaco durante o preparo da 

nanocápsula, logo, vemos que há um pequeno erro no volume administrado e, 

consequentemente, na dosagem. Não foi utilizada pipeta automática, pois o menor 

volume disponível era de 5 L. 

As formulações estudadas demonstraram boa eficiência de encapsulação dda 

doxorrubicina em comparação a outros carreadores como micelas de PCL-MPEG 

(monometoxi poli(etilenoglicol)) que foram capazes de encapsular somente 4% de 

doxorrubicina, nanopartículas de P(MMA-g-EG), ou seja, poli-ácido metacrílico-g-

etilenoglicol, com eficiência de encapsulação de 64% e, nanopartículas de PLGA 

(poli-(ácido láctico-co-glicolítico) com 55% de eficiência de encapsulação 

(SCHOENER, 2012; JAIN, 2011; SHUAI, 2004). 

As quatro formulações (1-NC, 1-NC-Dox, 2-NC e 2-NC-Dox) demonstraram 

diâmetros médios de 69, 94, 60 e 57 nm, respectivamente e, potencial zeta positivo, 

confirmando o caráter catiônico proveniente da presença de DMAEMA.  
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A carga superficial catiônica de nanopartículas de acrilatos leva a uma maior 

eficiência de encapsulação (HOFFMAN, 1997). Esta é dependente da presença de 

PCL amorfa, pois a desprotonação de grupos hidroxilas ou amino da doxorrubicina 

causa interação por pontes de hidrogênio com o grupo carbonila da PCL amorfa e, 

também, a presença de interações hidrofóbicas pode guiar o processo de 

encapsulação (VERDUN, 1990). 

 Quanto ao diâmetro médio das formulações, podem-se destacar duas 

observações principais: 

1) As quatro formulações apresentaram diâmetros 100 nm.  

Nanocápsulas com diâmetros inferiores a 100 nm são capazes de se difundir 

e acessar as células tumorais mais facilmente e, ainda manterem-se mais estáveis 

frente ao pH ácido do local em comparação com as nanopartículas preparadas a 

partir de blendas de PCL/PMMA-b-PDMAEMA com diâmetros de 100 a 180 nm, 

conforme produzidas por Penott-Chang (2012). Ainda, carreadores com diâmetros 

superiores a 200 nm são passíveis de serem capturados pelo sistema retículo 

endotelial (200-700 nm) (LI, 2010). Estas nanocápsulas comprovaram ser pH-

responsivas, expandindo-se em pH 5,5 para diâmetros  em torno de 100 a 150 nm e, 

ainda, demonstraram a redução no coeficiente de difusão quando em meio ácido. 

Essa observação indica que as nanocápsulas, uma vez circulantes na corrente 

sanguínea, provavelmente difundiriam ao encontrar rupturas do endotélio e, 

tenderiam a se deslocar para o sítio tumoral, tendo ação por EPR (LI, 2010). Nessa 

condição, entumesceriam dissolvendo o fármaco e liberando seu conteúdo às 

células tumorais, o que poderá ser comprovado com futuros estudos in vivo (GOU, 

2009; LEE, 2005). 

2) Os diâmetros por CONTIN avaliam a heterogeneidade dos diâmetros das 

formulações, uma vez que este é utilizado para amostras heterogêneas com 

distribuição de tamanho de partículas ampla que desvia significativamente do log 

normal. Logo, o CONTIN é uma aproximação de um modelo livre para interconverter 

diferentes médias (BOGAERT, 1992). Miguel et al (2008) avaliaram a distribuição 

populacional de micelas de PDMAEMA por análise de CONTIN e mencionaram que 

as distribuições bimodais tem sido obtidas para micelas poliméricas preparadas a 

partir do copolímeros em blocos anfifílicos. Também, o tamanho das micelas tipo 

núcleo-parede podem variar dezenas de nanômetros, obtendo tamanhos largos, ou 

seja, maiores que 100 nm, o que reflete em agregações intermoleculares, como 
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associações entre micelas ou interações hidrofóbicas. Das formulações 

desenvolvidas no nosso estudo, somente 1-NC-Dox apresentou diâmetros maiores 

que 100 nm por CONTIN, o qual provavelmente se deva a interações hidrofóbicas 

entre os componentes da formulação. 

 Uma vez caracterizadas as nanocápsulas e comprovada sua expansão de 

diâmetro frente a pH ácido, realizou-se o ensaio citotoxicidade por MTT das 

formulações e seus excipientes frente as células MCF-7 por período de 24 horas. 

Segundo Csaba (2005), não há efeitos tóxicos para a viabilidade celular 

acima de 70 a 80% e, segundo o critério Weisenthal é considerado que uma redução 

de viabilidade celular acima de 30% representa a sensibilidade ao fármaco 

(WILSON, 1990). Com base nessas literaturas, foi estabelecido que valores abaixo 

de 75% de viabilidade celular representam citotoxicidade. 

 Os resultados do ensaio de MTT permitiram verificar que a formulação 1-NC 

apresentou-se citotóxica a partir de 41,81.10-4 m2 de área superficial enquanto para a 

1-NC-Dox foi 6,27.10-4 m2. Estas formulações foram estatisticamente diferentes entre 

si nas ASS de 6,27 a 20,91.10-4 m2, que se deve devido ao efeito da doxorrubicina 

encapsulada. A formulação que apresentou maior citotoxicidade foi a 1-NC-Dox. 

Ainda, os excipientes da formulação foram investigados a fim de observar se algum 

componente era citotóxico. Neste experimento observou-se que o polissorbato 80 e 

as nanoesferas de PCL foram atóxicas para MCF-7 nas concentrações testadas, 

mas o PDMAEMA apresentou pequena citotoxicidade na concentração de 0,677 

mM, bem como o TCC a 0,215 mM. Contudo, o PMMA foi considerado o 

componente mais citotóxico uma vez que os efeitos de redução de viabilidade 

celular aparecem a partir de 0,296 mM.  

 Uma vez observados esses resultados e considerando que a literatura cita a 

PCL e o PDMAEMA como polímeros atóxicos, e que o PDMAEMA já demonstrou 

possuir toxicidade muito baixa por ser dependente de seu peso molecular ( 10 kDa) 

e, ainda, que o PMMA também é referenciado como material de baixa toxicidade, 

optou-se pela otimização do copolímero ARGET com a redução do MMA apenas, 

obtendo ARGET-B e as nanocápsulas 2-NC e 2-NC-Dox (BOUGARD, 2005; ZHU, 

2010; BAINES, 1996). 

 Ao avaliar a citotoxicidade destas últimas nanocápsulas, observou-se que a 2-

NC foi citotóxica a partir de 62,04.10-4 m2 enquanto a 2-NC-Dox foi a partir de 

10,34.10-4 m2. Entre elas, a 2-NC-Dox foi mais citototóxica que a  branca (2-NC) 
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demonstrando que o efeito citotóxico é decorrente da presença de doxorrubicina na 

nanocápsula.  

 Ao compararmos ambas formulações contendo doxorrubicina com a solução 

de cloridrato de doxorrubicina por concentração, observamos que a solução de 

doxorrubicina e a 1-NC-Dox foram citotóxicas a partir de 0,22 M e a solução de 

cloridrato de doxorrubicina foi mais citotóxica.  

Já a solução de doxorrubicina e a 2-NC-Dox foram citotóxicas a partir de 0,15 

e 0,37 M, respectivamente, sendo a solução mais citotóxica que a nanocápsula. 

 Por fim, observamos que a redução da viabilidade celular em 24 horas de 

experimento, avaliado por ensaio MTT, segue a seguinte ordem: 1-NC-Dox < 2-NC-

Dox < Solução do cloridrato de doxorrubicina. Portanto, a 2-NC-Dox foi a formulação 

de escolha, uma vez que contém maior concentração de fármaco e o copolímero 

utilizado em sua síntese foi otimizado.. O efeito citotóxico observado para essa 

formulação foi inferior ao da solução de doxorrubicina, o que se deve, 

possivelmente, pela liberação controlada promovida pelo carreador, conforme 

observado por Shuai (2004), com micelas de PCL-MPEG contendo doxorrubicina de 

0,01 a 10 M que apresentaram liberação do fármaco em até 5 dias em células 

MCF-7.  

A literatura cita que a doxorrubicina causa a morte celular por três 

mecanismos distintos: senescência (via p53 e aumento da expressão de p21/WAF1, 

sendo associada à atividade de -galactosidase), apoptose (ativação de 

p53/Faz/Caspase-8,9,3 levando a fragmentação do DNA e morte celular) e necrose 

(aumento da fosforilação da Akt, descondensação da cromatina nuclear e lise de 

membrana celular), os quais são dependentes de concentração, respectivamente 

(REBBAA, 2003; YANG, 2001). Para determinar qual o mecanismo de morte que 

está ocorrendo com a aplicação de nossas nanocápsulas seria necessário um 

estudo específico para tal. 

 Como perspectivas, pretende-se avaliar a formulação 2-NC-Dox em maior 

tempo de exposição à MCF-7 para comprovar o efeito de liberação prolongado e 

avaliar o emprego do copolímero PCL-P(MMA-DMAEMA-IEM-LDV)2 no 

desenvolvimento de nanocápsulas brancas e contendo doxorrubicina a 10 g/mL, 

quanto a caracterização físico-química da partícula, sua responsividade frente ao pH 
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ácido e comportamento citotóxico em células MCF-7 em 24 horas e/ou maior tempo 

de exposição, bem como, sua internalização por microscopia confocal a laser.  
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13. CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 2 

 

Os copolímeros sintetizados (capítulo 1) por técnica ATRP, denominado 

copolímero MLT20 e, por técnica ATRP-ARGET, denominados copolímeros ARGET-

A e ARGET-B, permitiram a obtenção de nanocápsulas com diâmetros 

nanométricos. 

O estudo de pré-formulação evidenciou que as melhores formulações foram: 

NC3 para o copolímero MLT-20 e, NC17 para o copolímero ARGET-A. Ambas as 

formulações demonstram ser responsivas ao pH ácido quando diluídas em tampão 

fosfato de potássio pH 5,5 e analisadas por espalhamento dinâmico de luz em 

relação à variação de diâmetros. As diferenças da expansão de tamanho se dão 

devido às diferenças no número de unidades de DMAEMA contidas nos 

copolímeros. 

 A seguir, as análises de difração a laser e DLS demonstraram que as 

nanopartículas 1-NC, 1-NC-Dox, 2-NC e 2-NC-Dox apresentaram diâmetros 

inferiores a 100 nm, potencial zeta positivo e expansão frente ao pH ácido. Também, 

observa-se redução do coeficiente de difusão que é fator indicativo de sua provável 

difusibilidade da circulação sanguínea ao sítio tumoral por meio de rupturas de 

endotélio, uma vez em meio biológico. Assim comprova-se o carácter pH-responsivo 

do DMAEMA por protanação da amina e sua característica catiônica. 

O método para quantificação de doxorrubicina por CLAE mostrou-se linear, 

específico, exato e preciso dentro da faixa de concentrações avaliadas e, 1-NC-Dox 

e 2-NC-Dox apresentaram eficiência de encapsulação da doxorrubicina variando de 

60 e 65%, mostrando-se aptas a carrear antineoplásicos a tumores. 

Por fim, conforme resultados de citotoxicidade obtidos com as formulações, 

observou-se que a presença do MMA no copolímero ARGET-A utilizado no preparo 

das nanocápsulas 1-NC e 1-NC-Dox, causou citotoxicidade às células MCF-7. 

A otimização do copolímero forneceu o copolímero ARGET-B e este, por sua 

vez, nanocápsulas (2-NC e 2-NC-Dox) mais seguras e eficazes à veiculação de 

doxorrubicina às células MCF-7. Ainda, observou-se redução de viabilidade celular 
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na ordem: 1-NC-Dox < 2-NC-Dox < Solução de cloridrato de doxorrubicina em 24 

horas por MTT. 

Os resultados obtidos até o momento indicam que o copolímero PCL-P(MMA-

DMAEMA)2, sintetizado por técnica ATRP-ARGET-B e aplicado ao preparo de 

nanocápsulas (2-NC-Dox), pode ser empregado para carrear antineoplásicos como 

a doxorrubicina à células de câncer de mama.  
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15. DISCUSSÃO GERAL 

 

Foi possível sintetizar o macroiniciador bromado Br-PCL-Br a partir de PCL de 

14kDa, o qual foi empregado na copolimerização de monômeros acrílicos por 

técnica ATRP-ARGET, obtendo os copolímeros ARGET-A e ARGET-B, com 

diferentes composições em termos de concentração de MMA.  

Estes copolímeros foram utilizados para a formação de nanocápsulas de 

núcleo lipídico para a encapsulação de doxorrubicina, sendo as nanocápsulas 

avaliadas quanto a suas características físico-químicas, capacidade de expansão 

em diferentes pH (pela presença do DMAEMA no copolímero) e citotoxicidade por 

ensaio de MTT frente à células MCF-7 de câncer de mama.  

Foi observado a responsividade das nanocápsulas ao pH ácido, com redução 

do coeficiente de difusão e expansão de diâmetros de 60 nm para 100 nm, 

eficiência de encapsulação acima de 60% e potencial zeta positivo.  

As nanocápsulas apresentaram citotoxicidade às células MCF-7 inferior a da 

solução de cloridrato de doxorrubicina em 24 horas de tratamento por MTT, 

possivelmente por efeito de liberação prolongada segundo relatado por Shuai 

(2004). Entretanto, a presença da doxorrubicina encapsulada demonstrou maior 

citotoxicidade das formulações em comparação às nanocápsulas sem fármaco. 

Logo, nanocápsulas de PCL-P(MMA-DMAEMA)2 representam promissores 

sistemas de carreamento de antineoplásicos à tumores, passíveis de serem 

funcionalizados por moléculas como peptídios e serem avaliados para a 

vetorização ativa à integrinas. 
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16. CONCLUSÃO GERAL 

 

  A possibilidade da funcionalização molecular do macroiniciador (Br-PCL-Br) e, 

a contrução de blocos poliméricos a partir de monômeros pH-responsivos (PCL-

P(MMA-DMAEMA)2) possibilita novas aplicações biológicas como o emprego em 

sistemas de carreamento de fármacos para o tratamento do câncer.  

Foi possível obter nanocápsulas de núcleo lipídico a partir deste material em 

diâmetros inferiores a 100 nm, comprovar a resposta das nanocápsulas nos 

diferentes pHs e realizar a avaliação de citotoxicidade do sistema, de seus 

excipientes e fármaco (doxorrubicina) sobre células de câncer de mama (MCF-7).   

Foi observada a necessidade de otimização da síntese do copolímero para a 

redução de toxicidade do carreador e posteriormente, obteve-se a resposta 

citotóxica das nanocápsulas sobre células de câncer. 
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17. ANEXOS 

17.1 Produtos de partida: 
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Figura 59: Espectro de RMN 1H de PCL (CDCl3, 300 MHz). 
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Figura 60. Estrutura química e espectro de infravermelho do MMA. 
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Figura 61. Estrutura química e espectro de infravermelho do DMAEMA. 
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Figura 62. Espectro de RMN 1H do MMA (CDCl3, 300 MHz). 
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Figura 63. Espectro de RMN 1H do DMAEMA (CDCl3, 300 MHz). 
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Figura 64. Espectro de RMN 1H da L-valina (D2O, 300 MHz). 

 



180 
 

k

g
f

h

j

i

l

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

0

0.05

0.10

0.15

0.20

In
te

n
si

ty

9.004.52 2.382.021.60 0.980.87

Chloroform

7
.3

4

6
.6

6 5
.5

6

5
.1

4

4
.6

5

3
.0

5 2
.9

3

1
.4

4

CH3

CH3

CH3

O

O

NH

O

OH

H

O

O C6H5

k j

f

l

g

h i

Figura 65. Espectro de RMN 1H do aminoácido BocAsp(OBn)OH (CDCl3, 300 MHz). 
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Figura 66. Espectro de RMN 1H do aminoácido FmocAsp(OtBu)OH (CDCl3, 300 
MHz). 
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17.2 Produtos reacionais: 
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Figura 67. Espectro de RMN 1H da Br-PCL-Br (MIAT1, CDCl3, 300 MHz). 
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Figura 68. Espectro de RMN 1H do ARGET-A tratado com isopropanol (manutenção 
de funcionalidade em 1,90 ppm, CDCl3, 300 MHz). 
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17.3 Reações não citadas no corpo da tese: 

 

17.3.1 Síntese e caracterização dos homopolímeros: 

Os homopolímeros PMMA e PDMAEMA foram sintetizados por polimerização 

radicalar livre convencional, conforme a metodologia de Zhang et al (2002), com o 

objetivo de investigar a citotoxicidade dos excipientes empregados nas 

nanocápsulas. A síntese envolveu o uso de AIBN (azobisisobutironitrila) como 

iniciador (15 mg, 0,09 mmol), os monômeros (1,2 g de MMA ou DMAEMA) e 5 mL de 

tolueno, sob atmosfera de argônio por 15 minutos, a 70oC durante 6 horas. Os 

polímeros foram isolados por precipitação em éter gelado. 

IVPMMA: 3401, 2949, 1727, 1444, 1239, 1189, 1149 cm-1. GPC: PMMA: Mw = 

25,42, Mn = 12,28 e PDI = 2,07. RMN 1HPMMA:  0,83-1,19 ppm (s, 3Ha),  1,43 ppm 

(m, 1 HAIBN),  1,60 ppm (s, 1Hd),  1,80 ppm (m, 2Hb) e  3,58 ppm (s, 3Hc).  

IVPDMAEMA: 3316, 2950-2788, 1725, 1457, 1274, 1157, 1062, 958 cm-1. GPC: 

PDMAEMA: Mw = 15,11, Mn = 6,19 e PDI = 2,44. RMN 1HPDMAEMA:  0,86-1,03 ppm 

(s, 3Ha),  1,40 ppm (s, 1HAIBN),  1,79 ppm (2Hb), 2,26 ppm (s, 6Hf,f’),  2,55 ppm 

(m, 2He),  4,03 ppm (s, 2Hc). 
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Figura 69. Infravermelho (A) e GPC (B) dos homopolímero PMMA e PDMAEMA. 
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Figura 70. Espectro de RMN 1H do PMMA (A) e PDMAEMA (B) (CDCl3, 300 MHz). 

 

17.3.2 Síntese do copolímero PCL-P(DMAEMA-Br)2 por ATRP (denominado 

cf01): 

 A síntese do tribloco procedeu-se com a total ausência de monômeros MMA, 

em razão molar de DMAEMA:Br-PCL-Br:CuBr:PMDETA (60:1:3:4), a partir do 
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macroiniciador MIAT1. Empregou-se a técnica ATRP em massa, segundo 

adaptações dos trabalhos de Montala-Timol (2007a), Miguel et al (2008) e Jiang 

(2010). Em um balão foram colocados brometo de cobre (CuBr(I), 22 mg, 0,15 

mmóis), N,N,N',N',N"-pentametildietilenotriamina (PMDETA, 38 mg, 0,22 mmóis), 

DMAEMA (0,5 g, 3,2 mmóis) e macroiniciador Br-PCL-Br (0,6 g, 5,5.10-2 mmóis). A 

reação foi realizada em atmosfera inerte de argônio, a 25oC. Mantendo-se a injeção 

de argônio, a agulha de entrada foi retirada do material reacional, mas mantida 

dentro do balão e, sobre a agulha de saída acoplou-se uma seringa preenchida com 

cloreto de cálcio anidro. Após, procedeu-se o congelamento do material reacional 

em nitrogênio líquido, por aproximadamente um minuto e, o balão foi retirado do 

nitrogênio para descongelamento e expulsão de oxigênio do meio reacional 

(procedimento repetido três vezes). A seguir, o balão foi colocado a 70oC por 1 hora, 

sob agitação. A reação foi finalizada por exposição ao ar e adição de 3 mL de THF. 

O produto obtido foi tratado em coluna de sílica gel 60, precipitado em ciclohexano e 

seco em dessecador. O rendimento da reação foi de 12% (mol).  

IV(filme sobre cristal NaCl): 3424, 2940-2759, 1722 cm-1. GPC(THF): Mn = 8,7 kDa, Mw 

= 10,7 kDa, PDI = 1,23. GPC(CHCl3): Mn = 6,0 kDa, Mw = 8,6 kDa, PDI = 1,45. acetona 

= 0,41 mPa.s/22oC.  RMN 1H (300 MHz, CDCl3, ppm):  0,9 (s, 4Hd),  1,3 (m, 

2HPCL),  1,6 (m, 4HPCL),  1,9 (s, 2He),  2,3 (s, 12Ha,a´,PCL),  2,6 (s, 4Hb),  4,0 (s, 

5Hc,PCL).     
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Figura 71. Espectro de infravermelho de cf01 e seu macroiniciador (MIAT1). 
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Figura 72: Curva de GPC de CF01. 
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Figura 73. Espectro de RMN H1 de CF01(CDCl3, 300 MHz). 
 

17.3.3 Síntese do copolímero PCL-P(DMAEMA-Br)2 por ATRP (denominado 

DBS): 

O objetivo desta reação foi testar outra forma de sintetizar o copolímero 

retirando o MMA, a fim de obter um bloco composto de PCL e DMAEMA, realizada 
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conforme Montala-Timol (2007 a, b), Guo (2010) e Zhu (2010). Em um frasco 

Schlenk (50 mL) pesou-se 14 mg de CuBr (0,09 mmóis) e 27 mg de PMDETA (0,15 

mmóis), sendo o frasco selado com tampa. Após, procedeu-se três ciclos de 

vácuo/argônio a t.a., sendo o primeiro ciclo de 30 minutos em vácuo e 30 minutos 

em argônio, o segundo e terceiro ciclos de 15 minutos em vácuo e 15 minutos em 

argônio. Adicionou-se 0,5 g de DMAEMA (3,18 mmóis) à reação e após 10 minutos 

adicionou-se, por meio de cânula, 0,3 g de Br-PCL-Br (0,027 mmóis, MIAT1) em 5 

mL de THF seco. A reação foi mantida em banho a 70oC por 24h. O produto 

reacional foi precipitado em ciclohexano sobre banho de gelo. O precipitado sólido 

com coloração esverdeada foi recolhido por filtração. A razão molar de DMAEMA:Br-

PCL-Br:CuBr:PMDETA foi de 106:1:3:5 e o rendimento obtido foi  30% (mol).  

IV(filme sobre cristal NaCl): 3444, 2948, 2730, 1720 cm-1. GPC: Mn =  10,5 kDa, Mw = 

12,2 kDa, PDI = 1,16. RMN 1H (300 MHz, CDCl3, ppm):  0,9 (s, 2H),  1,2 (s, 6Hi),  

1,4 (m, 12He+PCL),  1,6 (m, 25HPCL),  2,2 (m, 17Ha,a´,d,PCL),  3,6 (s, 4Hb),  4,0 (t, 

8Hc+PCL). 
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Figura 74. Espectro de infravermelho de DBS. 
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Figura 75. Curva de GPC de DBS e seu macroiniciador MIAT1. 
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Figura 76: Espectro de RMN 1H de DBS (CDCl3, 300 MHz). 

 

16.3.4 Estratégia 1: Composta de cinco etapas: a primeira é a ligação do éster 

metílico de leucina (HCl.Leu(OMe)) com IEM, conforme adaptações da metodologia 

de Ayres et al (2005), obtendo IEM-Leu(OMe). Para tal, em um balão foi adicionado 

0,5010g de HCl.Leu(OMe) (2,77 mmol), 30 mL de água MiliQ e solução de NaOH 1 

M sob agitação até atingir pH 9,6 (referente ao pKa2 da leucina), a 25oC. Após, 700 
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L do IEM (conforme adquirido comercialmente, sem prévio tratamento, 4,95 mmol) 

foi adicionado gota a gota, sob agitação. A reação foi mantida por 3 horas a t.a. e 

acompanhada por CCD (ciclohexano:acetato de etila 2:1), apresentando Rf = 2,2. A 

reação foi lavada 2 vezes com 5 mL diclorometano e, à fase orgânica foi adicionado 

HCl a 1 M até atingir pH = 1. Finalmente o produto foi extraído com 3x 5 mL de 

butanol e a fase orgânica foi rotaevaporada (Rendimento = 28% (mol)). 

IV: 3348, 2953-2870, 1716, 1633-1558, 1448, 1292, 1165 cm-1. RMN 1H (300 

MHz, CDCl3, ppm):   0,92 ppm (m, 6Ha),  1,37-1,59 ppm (m, 9Hb,c), 1,93 ppm 

(s, 3Hj),  3,50 ppm (m, 2 Hh), 3,64 ppm (s, 3 He), 4,10-4,20 ppm (2t, 4Hd,i, 
3JHd-

Hc = 6,74 Hz e 3JHi-Hh=5,57 Hz),  4,31-4,43 ppm (2m, 2Hf,g), 5,58-6,12 ppm (2s, 

2Hk). 
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Figura 77. Infravermelho de IEM-Leu(OMe). 
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Figura 78. RMN 1H de HCl.Leu(OMe) e IEM-Leu(OMe) (CDCl3, 300 MHz). 

 

A seguir, as demais etapas (que não foram realizadas): Desproteção do 

grupamento Fmoc do dipeptídeo e purificação, desproteção do éster metílico da 

leucina, obtendo IEM-LeuOH (segundo Ayres et al (2005)), reação do IEM-LeuOH 

com o dipeptídeo (NH2-Asp(OtBu)ValOMe), obtendo IEM-LD(OtBu)V(OMe) e reação 

do IEM-LD(OtBu)V(OMe) com o copolímero PCL-b-P(MMA-DMAEMA)2 por método 
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ATRP-ARGET(B). O tripeptídeo LDV adquirido comercialmente foi recebido em 

nosso laboratório, mudando as sínteses para a estratégia 2. 
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