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RESUMO 
 
 

DE SOUZA, V. V. Síntese e Caracterização de Polímeros contendo Metacrilato de 
2-(dimetilamino) etila e suas Aplicações Biológicas e Biomiméticas. 2019. 155 f. 
Tese (Doutorado) – Departamento de Bioquímica, Instituto de Química, Universidade 
de São Paulo, São Paulo, 2019. 
 
 
Polímeros são constituídos por unidades repetitivas (meros). Quando consistem em 
apenas um tipo de mero são denominados homopolímeros e, possuindo mais de um 
tipo, copolímeros. A natureza destas unidades e a maneira como se ligam nas 
cadeias poliméricas definem as propriedades dos polímeros, que podem incluir 
mudanças com pH e temperatura. O uso de diferentes monômeros permite 
desenvolver polímeros para aplicações como entrega de genes ou formação de 
vesículas poliméricas (polimerossomos), objetivos desta tese. Visando desenvolver 
materiais poliméricos para essas aplicações, vários polímeros e copolímeros foram 
sintetizados, usando a técnica RAFT: (sigla inglesa para Reversible Addition-
Fragmentation Chain Transfer), uma das variantes da técnica de Polimerização por 
Desativação Reversível de Radicais (PDRR). Proporções variáveis de metacrilato de 
2-(dimetilamino) etila (DMAEMA), metacrilato de metila (MMA) e estireno (S) 
permitiram sintetizar vários materiais. Os polímeros obtidos neste trabalho foram 
caracterizados por Cromatografia de Permeação em Gel (GPC, como sigla em 
inglês), Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (comumente 
chamada pela sigla inglesa: FTIR) e Ressonância Magnética Nuclear de prótons 
(RMN de 1H). Resultados obtidos por Espalhamento Dinâmico de Luz (em inglês, 
DLS: Dynamic Light Scattering) das amostras de PDMAEMA315-b-PS244 e 
PDMAEMA315-b-PS781 em tampão TRIS-HCl, (pHs 7,4 e 8,0) demonstraram que o 
número de partículas diminuiu com o aumento de pH. O número de partículas é 
maior quando formadas em tampão fosfato pH 8 devido a uma maior compactação 
do polímero. As amostras preparadas em tampões Tris-HCl e fosfato, (pH 8), 
mostraram menores valores de Potencial Zeta quando em tampão fosfato. O 
tamanho das partículas foi compatível com vesículas em todas as condições 
estudadas e esses polimerossomos tiveram aumento no seu diâmetro hidrodinâmico 
(Dh), a partir de 65 ºC (PDMAEMA315-b-PS244) e 85 ºC (PDMAEMA315-b-PS781), 
quando em tampão fosfato. Análise dos polimerossomos por Ressonância 
Paramagnética Eletrônica (RPE) e Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) por 
Coloração Negativa mostraram, respectivamente, a existência de um compartimento 
interno capaz de incorporar uma sonda hidrofílica e revelaram vesículas com 
aproximadamente 80 nm de diâmetro. Paralelamente, foram realizados 
experimentos de eletroforese em gel de agarose com um DNA plasmideal (pUC19), 
na presença de polímeros de PDMAEMA315 (RAFT), PMMA3-co-PDMAEMA26 e 
PMMA31-co-PDMAEMA70 (RAFT). Observou-se migração alterada de pUC19 no gel 
de agarose e até mesmo retenção de DNA próximo ao slot de aplicação. O PMMA60 
não afetou a migração do pUC19, mostrando a importância do PDMAEMA para a 
interação com DNA. Polímeros contendo DMAEMA também mediaram a entrega de 
pUC19 em células de E. coli não competentes. Apenas as células de E. coli 
incubadas com PMMA3-co-PDMAEMA26 ou PMMA31-co-PDMAEMA70 (RAFT), mas 
não com PDMAEMA315 ou PMMA60 (ambos obtidos via RAFT), foram eficientemente 
transformadas, sugerindo que uma pequena fração de PMMA nas cadeias de 



 

 

polímeros é necessária para transfecção. Esses resultados abrem caminho para o 
desenvolvimento de novos agentes de entrega de DNA, candidatos a uma variedade 
de aplicações. 
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ABSTRACT 
 
 

DE SOUZA, V. V. Synthesis and Characterization of Polymers containing 2- 
(dimethylamino) ethyl methacrylate and its Biological and Biomimetic 
Applications. 2019. 155 f. Thesis (PhD) - Department of Biochemistry, Institute of 
Chemistry, University of São Paulo, São Paulo, 2019. 
 
 
Polymers consist of repeating units or groups (monomers). Homopolymers consist of 
only one type of group and copolymers contain more than one type of monomer. The 
nature of the monomers and the binding type in the polymer chains define the 
properties of the polymers, which may include changes with pH and temperature. 
The use of different monomers allows the development of polymers for applications 
such as gene delivery or the formation of polymeric vesicles (polymersomes), the 
objectives of this thesis. In order to develop polymeric materials for these 
applications, several polymers and copolymers were synthesized using RAFT 
(Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer), one of the variants of the 
Radical Reversible Deactivation Polymerization (RRDP) technique. Variable 
proportions of 2- (dimethylamine) ethyl methacrylate (DMAEMA), methyl 
methacrylate (MMA) and styrene (S) allowed the synthesis of several materials. The 
polymers obtained here were characterized by Gel Permeation Chromatography 
(GPC), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Proton Nuclear 
Magnetic Resonance (1H NMR). Results obtained by Dynamic Light Scattering (DLS) 
of the PDMAEMA315-b-PS244 and PDMAEMA315-b-PS781 in TRIS-HCl buffer (pHs 7.4 
and 8.0) demonstrated that the number of particles decreased with increasing pH. 
The number of particles was higher when formed in phosphate buffer pH 8 due to 
increased compaction of the polymer. Samples prepared in Tris-HCl and phosphate 
buffers, (pH 8), showed lower Zeta Potential values. The size of the particles was 
compatible with vesicles under all conditions studied and these polymers increased 
the hydrodynamic diameter (Dh), from 65 ºC (PDMAEMA315-b-PS244) and 85 ºC 
(PDMAEMA315-b-PS781), when in phosphate buffer. Electron Paramagnetic 
Resonance (EPR) and Negative Staining Transmission Electron Microscopy showed 
the existence of an internal vesicle compartments capable of incorporating a 
hydrophilic probe and revealed vesicles with approximately 80 nm diameter. In 
parallel, agarose gel electrophoresis experiments with a plasmid DNA (pUC19) were 
performed in the presence of PDMAEMA315, PMMA3-co-PDMAEMA26 and PMMA31-
co-PDMAEMA70 (RAFT) polymers. There was altered migration of pUC19 on the 
agarose gel and even retention of DNA near the application slot. PMMA60 did not 
affect the migration of pUC19, showing the importance of PDMAEMA for interaction 
with DNA. DMAEMA-containing polymers also mediated the delivery of pUC19 in 
non-competent E. coli cells. Only E. coli cells incubated with PMMA3-co-PDMAEMA26  
or PMMA31-co-PDMAEMA70 (RAFT), but not with PDMAEMA315 (RAFT) or PMMA60 

(RAFT), were efficiently transformed, suggesting that a small fraction of PMMA in the 
polymer chains is required for transfection. These results pave the way for the 
development of new DNA delivery agents, candidates for a variety of applications. 
 
 

Keywords: Polymers (materials), DNA, Transfection, Polymerization. 
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APRESENTAÇÃO 

 

A experiência desse autor em síntese planejada de polímeros foi acrescida 

de conhecimentos da seara biológica. Esses conhecimentos foram essenciais para 

compreender os caminhos necessários para o desenvolvimento planejado de 

sistemas poliméricos úteis em aplicações biológicas e biomiméticas. 

Essa tese apresenta os resultados relacionados à construção de polímeros 

para a formação de polimerossomos (ou vesículas poliméricas) e para a entrega de 

genes. Outros resultados alcançados com colaborações, omitidos do presente 

trabalho, se encontram em processo de socialização com a comunidade científica. 

Finalmente, foi possível aprender sobre as maneiras mais adequadas de se 

construir polímeros sob medida, desde a síntese até a caracterização. Os polímeros 

obtidos se mostraram versáteis para variadas aplicações. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Polímeros são macromoléculas constituídas de unidades repetitivas, 

chamadas meros. Quando consistem de apenas um tipo de mero, são chamados de 

homopolímeros e, possuindo mais de um tipo, são tidos como copolímeros 

(BARNER-KOWOLLIK, 2008). A natureza destas unidades (meros) e a maneira 

como são conectados nas cadeias poliméricas, definem suas propriedades 

(DESHPANDE et al., 2002). Essas propriedades podem envolver a resposta a 

estímulos, tais como pH (ZHANG; MARIC, 2011), temperatura (KLOUDA, 2015), 

campo elétrico (YI; ABIDIAN, 2015), dentre outras (SMITH; XU; MCCORMICK, 2010; 

URBAN, 2011). 

Os polímeros podem possuir diferentes arquiteturas (Figura 1), por exemplo, 

monobloco, dibloco, tribloco, estatísticos ou em distribuição aleatória ou multibloco 

(DESHPANDE et al., 2002; TANG; SZOKA, 1997). 

a)

b)

c)

d)

n  

Figura 1. Arquitetura de copolímeros em bloco: (  ) mero A; (  ) mero B; (a) AB 

dibloco; (b) ABA tribloco; (c) AB estatístico ou em distribuição aleatória; (d) AB multi 

bloco. 

As diferentes estruturas e morfologias e a flexibilidade quanto ao uso de 

diferentes monômeros têm permitido desenvolver polímeros para aplicações 
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sofisticadas. Eles estão passando de materiais de uso comum e intensivo 

(commodities) - em que são aplicados apenas devido às suas propriedades 

mecânicas, processabilidade e custo reduzido - para servir como base de 

dispositivos sofisticados, inclusive na escala de nanômetros. Isso, entretanto, 

demanda maior refinamento nas técnicas de síntese e caracterização (WEI et al., 

2017). 

A contribuição científica do autor desta tese reside exatamente nessa seara: 

usar, explorar e aperfeiçoar técnicas atuais de síntese e caracterização para a 

obtenção de polímeros sob medida, capazes de atender a demandas específicas e 

resolver problemas, sejam tecnológicos, biomédicos ou outros.  

Nesse sentido, alguns polímeros funcionais têm sido desenvolvidos para 

vetorização de genes ou de fármacos (PARK; JEONG; KIM, 2006), e para a 

montagem de vesículas poliméricas (polimerossomos) (DISCHER; AHMED, 2006; 

MENG; ZHONG; FEIJEN, 2009). A presente tese está estruturada em três principais 

partes: (i) síntese e caracterização dos polímeros desenvolvidos sob medida e os 

estudos das aplicações, que envolveram: (ii) aplicação dos polímeros para a 

formação de polimerossomos e; (iii) Uso de polímeros para a entrega de genes.  

 

1.2 COPOLIMEROS PARA FORMAÇÃO DE VESÍCULAS POLIMÉRICAS 

(POLIMEROSSOMOS) 

 

Vesículas poliméricas ou polimerossomos são entidades formadas por auto-

montagem, em água, de copolímeros em bloco anfifílicos (KUNITAKE et al., 1981). 

Apresentam elevada estabilidade físico-química devido a sua constituição polimérica 

(BERMUDEZ et al., 2002). Podem ser utilizados como agentes de diagnóstico ou 
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terapias médicas (LEONG et al., 2018), em entrega de fármacos (DISCHER et al., 

2007) ou para a construção de nanoreatores (CHE; HEST, 2016; DISCHER; 

AHMED, 2006; LI, 2011). 

Polimerossomos ou outros tipos de agregados também podem ser usados 

para a entrega de DNA ou RNA em células eucarióticas. Após ligar DNA, o 

complexo formado (usualmente chamado de poliplexo) pode adentrar as células e 

liberar o DNA no seu interior. Esse processo é conhecido por terapia gênica e, 

futuramente, poderá ser usado no tratamento de diversas doenças genéticas (LI; 

HUANG, 2006; WIRTH; PARKER; YLA-HERTTUALA, 2013).  

Apesar das diversas aplicações dos polimerossomos, a pesquisa nessa área 

ainda é incipiente no Brasil e há limitações, a seguir, discutidas. 

 

1.2.1 Limitações dos polimerossomos desenvolvidos até o momento 

 

Alguns dos principais problemas dos polimerossomos construídos até a 

presente data se referem à baixa solubilidade em água e a incapacidade de 

responder a estímulos, como a variações do pH e temperatura do meio (; ZHU et al., 

2017; LEONG et al., 2018). Essas limitações podem incapacitar o uso de 

polimerossomos, por exemplo, como nanoreatores ou nanosensores. A resposta a 

estímulos desse tipo (ou a outros, como luz, calor, eletricidade, etc.) pode tornar a 

vesícula polimérica seletiva a determinados substratos ou frc ente à identificação ou 

quantificação de substâncias (LIU et al., 2015; ZHU et al., 2017). Além de tudo isso, 

praticamente todos os sistemas biológicos (ex. enzimas, receptores) são funcionais 

apenas em meio aquoso.  
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Pesquisadores da Alemanha, recentemente, construíram polimerossomos 

sensíveis a mudanças de temperatura e pH do meio. Eles usaram um copolímero 

tribloco constituído dos monômeros tetrahidro-pirano (THP), hidroxietil metacrilato 

(HEMA) e metacrilato de 2-(dimetilamino) etila (DMAEMA), esse último, responsável 

pelas características de dupla resposta (YILDIRIM et al., 2017). O referido estudo 

reforça a hipótese de que é possível usar copolímeros obtidos via RAFT para a 

construção de vesículas poliméricas capazes de encapsular substâncias 

hidrofóbicas ou hidrofílicas e de liberá-las de forma controlada (por exemplo, em 

resposta a variações de pH do meio). 

 

1.3 MATERIAIS POLIMÉRICOS PARA TRANFECÇÃO DE GENES 

 

A entrega ou vetorização de genes (em inglês: gene delivery) consiste em 

um método para inserir ácidos nucleicos (ácido desoxirribonucleico: DNA ou ácido 

ribonucleico: RNA) numa célula (POUTON; SEYMOUR, 1998). Esse processo, 

quando realizado num organismo eucariótico, pode ser capaz de corrigir erros 

genéticos e determinar novas funções celulares (GUAN; ROSENECKER, 2017). Em 

um organismo procariótico pode aumentar ou diminuir a expressão de uma 

determinada proteína (POTTER; HELLER, 2018). 

Outros vetores incluem cepas bacterianas específicas, como Agrobacterium 

tumefaciens, que são usados para entregar DNA em células vegetais, por exemplo 

(PAZOUR; DAS, 1990). 

Esses e outros vetores existentes se distribuem em dois tipos: virais e não-

virais. Exemplos de vetores virais são: adenovírus, poxvírus e herpesvírus (LU; 
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JOSHI; FLOMENBERG, 2014). Exemplos de não-virais incluem os polímeros e 

lipossomos, que são menos imunogênicos e não-patogênicos (JIN et al., 2014). 

Entretanto, os polímeros possuem características particulares que trazem 

vantagens ausentes em outros vetores como o fato de poderem ter sua morfologia e 

estrutura planejadas. Isso pode, por exemplo, maximizar suas propriedades, que 

comumente são fundamentais para um vetor de genes eficiente (ONACA et al., 

2009). 

Polímeros catiônicos comercialmente disponíveis, como ViaFect (Sigma), ou 

lipídios especiais, são ferramentas eficientes para fornecer DNA exógeno a células 

eucarióticas e são usados para transfecção de células em bioquímica, em 

laboratórios em todo o mundo (DEVÍNSKY; PISARCIK; LUKAC, 2017). 

O planejamento estrutural (ou morfológico) dos polímeros envolve a 

geometria, o balanço hidrofílico/hidrofóbico, a massa molar média, topologia das 

cadeias e a sua composição relativa, no caso de copolímeros. A otimização dessas 

características pode culminar na obtenção de agentes tão eficientes quanto os vírus, 

propiciando uma janela segura para a terapia genética e solucionando os problemas 

que, atualmente, limitam seu uso em diversas aplicações biotecnológicas (FISCHER 

et al., 2003). Algumas dessas limitações serão discutidas a seguir.  

 

 

1.3.1 Limitações relacionadas à transfecção de genes em células  

 

Alternativas não-virais eficientes para vetorizar genes incluem os agentes 

físicos: injeção de genes, eletroporação ou choque térmico (NAYEROSSADAT; ALI; 

MAEDEH, 2012). Embora sejam métodos eficientes, são restritos ao uso “ex vivo”, 
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não sendo possível seu uso em um organismo tão complexo quanto um ser humano. 

Portanto, são restritos apenas ao campo da biologia molecular, para transformação 

bacteriana, por exemplo.  

Os vetores virais são mais eficientes. Entretanto, são propensos a induzir 

reações imunes e podem, inclusive, apresentar patogenicidade (LI; HUANG, 2006). 

Portanto, é importante desenvolver uma alternativa não-viral, segura e eficiente para 

a entrega de genes em células. Quando se trata de procariotos, as limitações são 

ainda maiores e por isso merecem discussão em detalhes.  

 

1.3.2 Limitações atuais relacionadas à transfecção de genes em células 

procarióticas 

 

Em contraste com as células eucarióticas, a transferência de DNA estranho 

para células bacterianas geralmente envolve a geração de competência por um 

tratamento químico com cloreto de cálcio, seguido por uma perturbação por choque 

térmico (RAHIMZADEH et al., 2016). Alternativamente, pode-se usar eletroporação, 

na qual um pulso elétrico forte e curto é aplicado para perturbar a bicamada lipídica, 

permitindo a penetração de moléculas carregadas, como o DNA (POTTER; 

HELLER, 2018). Embora essas técnicas sejam estratégias bem estabelecidas para 

entregar DNA em organismos procarióticos, como Escherichia coli, a transformação 

de outras células procarióticas, como Leptospira interrogans, uma bactéria 

patogênica de grande importância para a saúde pública, ou Xanthomonas 

campestris, uma bactéria fitopatogênica que dissemina doenças entre culturas 

economicamente relevantes, não é simples. (BIRTLES, 2012; HAYWARD, 1993) 

Assim, métodos de entrega de DNA mais simples e eficientes para organismos 
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procarióticos também são desejáveis e encontrarão aplicações em situações 

específicas, seja como alternativa aos processos já existentes ou por permitir a 

transformação de organismos, até então, não transformáveis.  

Todos os argumentos apresentados colocam os polímeros como 

ferramentas para resolução de diversos problemas. A seguir serão discutidos os 

aspectos relacionados à obtenção de materiais poliméricos de forma planejada para 

aplicações como aquelas citadas anteriormente. 

 

1.5 Síntese de polímeros funcionais via Polimerização por Desativação 

Reversível de Radicais (RDRP) 

 

A Polimerização via Radical Livre (PRL) ainda é uma técnica amplamente 

utilizada, especialmente para a produção de polímeros em escala industrial. A PRL 

permite obter materiais de forma relativamente simples e com baixo custo. No 

entanto, a PRL possui limitações, como a impossibilidade de gerar polímeros com 

distribuição estreita de massas molares (baixa dispersidade molecular) (HEUTS, 

2002). Além disso, a síntese de polímeros com morfologias em bloco ou com 

homogeneidade composicional entre as cadeias, no caso de copolímeros, é 

bastante difícil (BRAUNECKER; MATYJASZEWSKI, 2007). 

Mas, há cerca de duas décadas, a ciência de polímeros apresentou as 

revolucionárias técnicas alternativas de Polimerização Radicalar Controlada (CRP), 

conhecidas, atualmente, como Polimerização por Desativação Reversível de 

Radicais (PDRR) (BRAUNECKER; MATYJASZEWSKI, 2007; DESTARAC, 2010). 

Esse tipo de polimerização apresenta características extraordinárias, como a 

possibilidade de gerar polímeros com baixa polidispersidade, controle e 
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planejamento da arquitetura (obtenção de copolímeros com diferentes morfologias), 

planejamento de massa molar de antemão e homogeneidade de composição entre 

as cadeias dos copolímeros, sobrepujando as limitações referentes à PRL 

(BARNER-KOWOLLIK, 2008; MOAD; THANG, 2009). Em resumo, o controle dessas 

características possibilita, especialmente, adaptar materiais poliméricos para que 

eles "se encaixem" em diferentes aplicações (FAIRBANKS; GUNATILLAKE; 

MEAGHER, 2015). 

Além disso, os materiais obtidos via PDRR possuem funcionalidade terminal, 

que os torna capazes de se ligarem a novos monômeros (inclusive, diferentes) em 

uma polimerização subsequente (BRAUNECKER; MATYJASZEWSKI, 2007). A 

PDRR se baseia, de maneira geral, na minimização do processo de terminação 

durante a polimerização radicalar, um fato que acaba por interromper o crescimento 

das cadeias, finalizando o processo de forma definitiva (BARNER-KOWOLLIK, 2008; 

MOAD; THANG, 2009). 

A técnica RAFT (Sigla inglesa para Reversible Addition-Fragmentation Chain 

Transfer) é uma das variantes de PDRR mais interessante. Nela, um radical formado 

pode dar origem a várias cadeias (devido ao processo de transferência de cadeia) 

reiniciáveis, ainda que o processo de terminação não seja completamente evitado 

(MOAD; THANG, 2009). Portanto, o produto final (por exemplo, um homopolímero) 

apresenta uma funcionalidade terminal que permite a reinicialização da 

polimerização (por exemplo, sintetizar outro bloco em continuidade ao 

homopolímero), seja com o mesmo ou com outro tipo de monômero, o que facilita 

sobremaneira a obtenção de copolímeros em bloco e com diferentes morfologias 

(MOAD et al., 2003; MOAD; THANG, 2009). 
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A combinação de todas essas variáveis pode propiciar o desenvolvimento de 

polímeros para várias aplicações biológicas (BOYER et al., 2009). A seguir, a 

técnica RAFT em pormenores. 

 

1.5.1 A técnica RAFT (Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer) 

 

Esta variante de PDRR, apresentada pela primeira vez pelo grupo dos 

professores Rizzardo, Thang e Moad, tem várias peculiaridades (CHONG et al., 

2007). Por exemplo, são usados exatamente os mesmos iniciadores da 

Polimerização via Radical Livre (peróxidos ou azonitrilas, em geral). Apesar da 

concentração de radicais ser baixa, eles são formados na etapa de iniciação das 

reações, gerando muitas cadeias poliméricas por conta de uma transferência da 

funcionalidade radicalar entre elas (BARNER-KOWOLLIK, 2008; MOAD; THANG, 

2009). 

Na RAFT, é imprescindível a presença dos agentes de transferência de 

cadeia (CTA: sigla inglesa para chain transfer agent), que se tornam bifuncionais 

quando reagem com cadeias radicalares, podendo gerar um radical diferente e 

mantendo-se ligados à cadeia original (que passa a ser iniciável novamente em 

outro ciclo de transferência). O novo radical formado continua se propagando. Em 

outro momento, essa nova cadeia radicalar reage com o CTA, mas esse se encontra 

ligado à cadeia polimérica anterior, que é liberada como um macro-radical, 

propagando-se por alguns instantes. O resultado também é a diminuição do número 

de cadeias que sofrem terminação irreversível (PERRIER, 2017).  

Compostos de transferência de cadeia como os ditiobenzoatos, 

tritiocarbonatos e os ditiocarbamatos são essenciais para a RAFT. Todos eles 
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apresentam o grupo S-C(S)- que reage, por meio do enxofre da tiocarbonila, com 

radicais. O radical intermediário formado pode então clivar-se em uma das ligações 

C-S simples, liberando um radical que pode ser diferente daquele que reagiu 

inicialmente (KEDDIE et al., 2012; MOAD; RIZZARDO; THANG, 2009). Os agentes 

de transferência de cadeia usados para a síntese dos polímeros apresentados no 

presente trabalho estão ilustrados na Tabela 1 (BENAGLIA et al., 2009). Detalhes 

sobre cada um dos materiais obtidos serão apresentados em sessão própria, no 

decorrer desta tese.  

 

Tabela 1: Alguns agentes de transferência de cadeia (CTA), usados para a síntese via 
RAFT dos polímeros apresentados. 
 

Estrutura molecular do CTA Nomenclatura 

S

SZ

R

 

 
fórmula geral 

 

S

S

N

 

 
ditiobenzoato de 2-ciano-2-propila 

  

S

S

N

S

H25C12

 

tritiocarbonato de 2-ciano-2-propila e dodecila 
 

 
 
A Figura 3, abaixo, apresenta os principais equilíbrios e mecanismos 

reacionais envolvidos. 
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Figura 3: Conjunto de equilíbrios da RAFT, onde: I é o iniciador; M é o monômero; R 

e Z, grupos fundamentais para o controle reacional; kp se refere à constante cinética 

de propagação. Adaptado de Florenzano, F.H. (FLORENZANO, 2008) 

 

Outra vantagem de se utilizar a técnica RAFT para a síntese de polímeros é 

a possibilidade de se usar uma gama de monômeros, de diversas características. Há 

monômeros polares, apolares, neutros, carregados positivamente ou negativamente, 

com resposta ao pH ou temperatura, etc. Isso amplia o leque de possibilidades de 

construção de polímeros, quase que em número ilimitado, em termos de estrutura, 

morfologia e resposta (MOAD et al., 2003; SMITH; XU; MCCORMICK, 2010). 

A seguir, alguns monômeros escolhidos como matéria prima para a 

construção dos polímeros apresentados nesse trabalho.  
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1.5.2 PDMAEMA: um polímero que responde ao pH e à temperatura. 

 

Atualmente, está disponível variada gama de monômeros. Dentre eles, são 

interessantes os representantes biocompatíveis, com elevado grau de 

hidrofobicidade (Figura 4): metacrilato de metila (MMA) (QING, 2006; SLONE, 2001) 

e estireno (S) (KAEDING, 1974) e o DMAEMA, monômero hidrofílico, capaz de 

responder a pH e temperatura (COTANDA et al., 2013; NOURI et al., 2012; XIONG 

et al., 2011; YILDIZ et al., 2003; ZUIDAM et al., 2000). Esse último, por suas 

peculiares características, merece uma discussão mais detalhada.  

O PDMAEMA (Figura 4) foi apresentado pela primeira vez como um 

candidato a vetorização de genes (tanto in vivo como ex vivo) por (VAN DE 

WETERING et al., 1998).   

 

O

O

N

   

Figura 4: Estrutura dos monômeros: (i) À esquerda, DMAEMA; (II) no centro, MMA 

e; (iii) à direita, o estireno. 

 

O DMAEMA apresenta uma amina terciária, com pKa = 8.44 carregada 

positivamente em pHs que vão do ácido até bem acima da neutralidade. Essa 

característica estrutural torna os polímeros de DMAEMA (PDMAEMA) capazes de 

responder a variações de pH (VAN DE WETERING et al., 1998;) e temperatura 

(LAUBER et al., 2017), mudando sua conformação e solubilidade em solução ou 

saindo de fase (COTANDA et al., 2013; VAN DE WETERING et al., 1998). 
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1.5.3 Protonação do PDMAEMA e resposta ao pH 

 

A amina protonável presente na estrutura do PDMAEMA parece também 

facilitar a interação com ácidos nucleicos. Isso ocorre porque o DNA encontra-se 

carregado negativamente (em condições fisiológicas, devido aos grupos fosfato 

presentes em sua estrutura). De modo semelhante, ocorre também a interações de 

polímeros contendo PDMAEMA com a membrana celular (MANGANIELLO et al., 

2012).  

O grau de protonação de polímeros de DMAEMA (PDMAEMA) depende do 

pH do meio e define o comportamento do polímero. Em pHs ácidos, as moléculas de 

PDMAEMA estarão mais carregadas aumentando a solubilidade em água. Nessas 

condições, há também maior interação do polímero com o DNA (WETERING et al., 

1998). 

 

1.5.4 Resposta de DMAEMA à temperatura 

 

Os polímeros sensíveis à temperatura podem apresentar uma Temperatura 

Crítica Inferior de Solubilização (LCST, sigla em inglês) e também uma Temperatura 

Crítica Superior de Solubilização (UCST). A LCST e a UCST são, respectivamente, 

os valores de temperatura abaixo e acima da qual o solvente e polímero formam 

soluções (LÓPEZ-PÉREZ et al., 2010; XIA et al., 2013; XIONG et al., 2011). 

Polímeros contendo PDMAEMA apresentam LCST. Ou seja, o aumento da 

temperatura provoca, a partir de certo valor, (LCST) uma alteração súbita no estado 

de solvatação do polímero em água. Aparentemente, há mudanças no seu 

comportamento com relativa diminuição da hidrofilicidade do PDMAEMA com o 
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aquecimento, levando à diminuição da solubilidade em água (observa-se aumento 

da turbidez de soluções contendo polímeros de DMAEMA) (ARSLAN; ZIRTIL; 

BUTUN, 2013). O comportamento desses polímeros em função da temperatura pode 

depender, também, de sua arquitetura (estatístico ou dibloco) e do balanço 

hidrofílico/hidrofóbico (YAMAMOTO; PIETRASIK; MATYJASZEWSKI, 2008). 

 

1.6 A hipótese do uso de polímeros contendo PDMAEMA para a formação de 

polimerossomos 

 

Há poucos estudos relatando o uso de polímeros (ou copolímeros) de 

PDMAEMA para a construção de polimerossomos. É um campo de pesquisa ainda 

emergente, mas bastante promissor, por vários motivos, os principais incluem 

possibilidade de resposta de materiais a temperatura e pH, anteriormente discutida 

(YILDIRIM et al., 2017). 

Copolímeros dibloco, anfipáticos, podem formar polimerossomos (DISCHER 

et al., 1999). Por exemplo, um estudo realizado por (PIETSCH et al., 2012) 

demonstrou a ocorrência de formação espontânea de vesículas por copolímeros 

dibloco contendo PDMAEMA. Nesse estudo, o copolímero parece sofrer 

automontagem termo-induzida em duas etapas, resultando, após a primeira 

temperatura LCST, na formação de vesículas multilamelares e acima da segunda 

transição LCST, vesículas unilamelares.  

O planejamento adequado do tamanho das cadeias, grau de hidrofobicidade 

e morfologia do copolímero idealizado, constituem o segredo para que vesículas 

responsivas a pH e temperatura se formem espontaneamente em meio aquoso. Um 

artefato deste porte poderia ser utilizado, inclusive, para a construção de 
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nanoreatores, entidades que prometem revolucionar a nanotecnologia, pois 

permitem desde o desenvolvimento de sistemas que são aplicáveis para o 

confinamento de enzimas (KIM et al., 2010), até a obtenção de biosensores 

(LANGE; ROZNYATOVSKAYA; MIRSKY, 2008; SCHMITT et al., 2016). 

 

1.7 Uso de polímeros contendo PDMAEMA para a entrega de genes 

 

Os vetores para a entrega de genes em células eucarióticas, baseados em 

polímeros, não são mais eficientes que os vetores virais, embora possam ser mais 

seguros (ROBBINS; GHIVIZZANI, 1998; SEOW; WOOD, 2009). No entanto, os 

esforços no planejamento estrutural e o uso de técnicas avançadas (como a RAFT) 

para a síntese de polímeros abrem um caminho amplo para novos vetores não-virais 

seguros e eficientes (AHMED; NARAIN, 2013). 

A aplicação envolvendo a entrega de genes em células eucarióticas tem sido 

bastante explorada. Entretanto, polímeros contendo DMAEMA apresentam 

toxicidade celular, que, embora seja moderada, precisa ser contornada (BAI et al., 

2012; SAMSONOVA et al., 2011).  

Há indícios, por exemplo, de que ácidos nucleicos complexados com 

polímeros, possam ser protegidos de degradação biológica. Isso se dá, 

provavelmente, pelas interações eletrostáticas existentes entre o polímero e o DNA 

(ZHU et al., 2010). Essas características ainda podem ser moduladas em função da 

grande gama de morfologias possíveis para materiais construídos via RAFT 

(ZUIDAM et al., 2000). 

Parece haver, também, correlação entre a eficiência de transfecção em 

células de mamíferos com a morfologia de polímeros contendo PDMAEMA. Podem 
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haver diferenças na eficiência de transfecção e no nível de toxicidade, quando se 

compara: (i) homopolímeros com copolímeros; (ii) morfologia dos copolímeros: 

estatístico, dibloco ou tribloco e (iii) balanço hidrofílico/hidrofóbico (HINTON et al., 

2012; VAN DE WETERING et al., 1999). 

Polímeros contendo PDMAEMA, apesar de terem limitações, apresentam 

imenso potencial para serem usados futuramente na área medica e farmacêutica. 

Por exemplo, (VAN DER AA et al., 2007) desenvolveram poliplexos, vetores não 

virais catiônicos de PDMAEMA e compararam com aqueles de Polietilenimina (PEI). 

Todos os dois tipos de poliplexos foram capazes de complexar DNA e internalizá-los 

em células COS-7. Os detalhes moleculares do mecanismo pelo qual os poliplexos 

catiônicos mediam a entrega do DNA ainda são pouco compreendidos, entretanto há 

evidências que sugerem que os poliplexos carregados positivamente são absorvidos 

por meio da endocitose.  

Outros estudos sugeriram que a concentração do material e a razão 

polímero/plasmídeo também podem influenciar na eficiência de transfecção. 

Concentrações de PDMAEMA na ordem de 15 a 20 µg/mL e razões de 

polímero/plasmídeo de 3 a 4 (massa/massa) têm apresentado maiores eficiências de 

transfecção em determinados tipos de células eucarióticas (CHERNG et al., 1996; 

HINRICHS et al., 1999; SANTANDER-ORTEGA et al., 2014). 

(ZHU et al., 2010) demonstraram que micelas catiônicas, constituídas por 

um copolímero tribloco obtido via RAFT de PDMAEMA-b-Policaprolactona-b-

PDMAEMA, foram promissoras para vetorização de siRNA e para o transporte de 

fármacos lipofílicos anticâncer. Os resultados se mostraram encorajadores para 

tratar doenças por terapia gênica (usando RNAs de interferência, que podem 

modular a expressão gênica) e quimioterapia antineoplásica. 
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Parece haver, também, correlação entre a massa molar média das cadeias 

poliméricas com a toxicidade e eficiência de transfecção em células eucarióticas. 

Nesse sentido, (SAMSONOVA et al., 2011) estudaram essa relação em copolímeros 

dibloco de PDMAEMA-b-poli(metacrilato de 2-hidroxietila). Os resultados sugeriram 

que quanto maior a proporção de PDMAEMA presente nas cadeias, maior a 

eficiência de transfecção, mas também a toxicidade. 

(VENKATARAMAN et al., 2011) estudaram os efeitos da arquitetura de 

polietilenoglicol (PEG) em relação à eficiência de transfecção de genes e toxicidade 

envolvendo polímeros catiônicos de DMAEMA. Os estudos demonstraram que a 

presença de PEG, independentemente de sua topologia, não afeta a habilidade 

desses polímeros em complexar e liberar DNA. Eles também demonstraram que os 

copolímeros estatísticos (ou em distribuição aleatória) são menos tóxicos dos que os 

copolímeros dibloco e que o aumento da massa molar de copolímeros estatísticos 

(até determinado limite), pode aumentar a eficiência da expressão gênica 

desencadeada pela vetorização dos genes por esses materiais poliméricos. Os 

estudos foram realizados em linhagens de células de rim embrionário humano (HEK 

293) e linhagens celulares de carcinoma hepatocelular humano (HepG2). 

(NOURI et al., 2012) estudaram o efeito da conjugação de PDMAEMA com 

polietilenimina (PEI). Os conjugados DMAEMA-b-PEI foram sintetizados com 

sucesso. Eles mostraram que os polímeros ligados com PDMAEMA apresentavam 

menor citotoxicidade do que PEI sozinho, mantendo a eficiência para condensar o 

DNA em nanopartículas.  

Apesar dos avanços nos estudos com células eucarióticas, conforme 

comentado anteriormente, ainda não há nenhum polímero capaz de transfectar 

procariotos. A dificuldade provavelmente reside no fato de organismos (ex. E. coli) 
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possuírem dupla membrana e parede celular, o que provavelmente dificultaria o 

processo (SCHREIBER, 2002). O uso de um polímero capaz de transfectar bactérias 

poderia facilitar e flexibilizar os trabalhos em biologia molecular, vindo a ser um 

substituto eficiente (no quesito tempo, sobretudo) e menos oneroso financeiramente 

que os vírus ou outros vetores, pois uma pequena quantidade do polímero poderia 

ser suficiente para transformar bactérias, dispensando o uso de instrumentos 

específicos, como eletroporação (TSONG, 1991) ou choque térmico (RAHIMZADEH 

et al., 2016), por exemplo).  

O segredo para transfectar procariotos usando polímeros pode estar 

relacionado à composição relativa, estrutura e morfologia do material. Um 

copolímero que funcione como vetor de DNA em bactérias (ex. E.coli), pode abrir 

caminhos para a transformação de outros tipos de células bacterianas, até então, 

incapazes de serem transformadas pelos métodos tradicionalmente usados em 

biologia molecular. Por exemplo, Xanthomonas sp (SWINGS; VAUTERIN; 

KERSTERS, 1993) e Leptospira sp (STALHEIM, 1985) não podem, até o momento, 

ser transformadas mesmo por meio de métodos clássicos. Esses gêneros englobam 

importantes agentes patogênicos, razão pela qual o estudo de vetores para esses 

organismos torna-se interessante do ponto de vista da Saúde Pública e, porque não 

dizer, da eficiência no uso de recursos em Saúde. 

Importante ressaltar que os materiais poliméricos que foram obtidos aqui 

podem ser reproduzidos fielmente ou até terem suas características otimizadas. Isso 

porque foram sintetizados por RAFT, uma ferramenta que permite arquitetar 

polímeros de forma planejada e estritamente controlada.  
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A RAFT é uma técnica adequada para a criação de materiais poliméricos 

com a estrutura desejada e, a partir disso, que apresentem propriedades úteis de 

interesse em diversas áreas. Na RAFT usam-se os mesmos iniciadores das 

polimerizações via radical livre comuns e o número de cadeias formadas será igual 

ao número de moléculas do CTA adicionados à mistura reacional, conforme será 

demonstrado a seguir. O controle da polimerização é conseguido na RAFT por meio 

de um intrincado conjunto de equilíbrios de transferência de cadeia (PERRIER, 

2017). No centro desse processo estão os chamados agentes de transferência de 

cadeia (CTA), já apresentados anteriormente, na Tabela 1.  

Além das vantagens que fazem da RAFT uma técnica bastante vantajosa 

comparada com PRL, também se ressalta a homogeneidade composicional dos 

copolímeros obtidos por essa primeira, característica importante quando se busca 

aplicações biológicas para os materiais poliméricos (KEDDIE, 2013). 

O autor desta tese tem construído polímeros usando RAFT desde o início de 

2005, sendo de principal interesse materiais que formam agregados em solução 

aquosa. Esses sistemas podem mimetizar condições biológicas, apresentar 

diferentes compartimentos para a incorporação de substâncias, entre outras 

características interessantes. Incorporando determinados meros a esses sistemas, 

eles podem responder a estímulos externos, aumentando assim as possibilidades e 

a especificidade de sua aplicação (DU, 2014; ZHANG et al., 2012). Esses sistemas, 

muitas vezes chamados de inteligentes, podem responder ao pH e à temperatura, 

simultaneamente ou não (XIONG et al., 2011).  

Ao decorrer desta tese, as três vertentes: síntese, caracterização e estudos 

de aplicação de polímeros planejados serão exploradas. As duas primeiras vertentes 

foram amplamente exploradas em contribuições originais do autor desta tese. A 
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primeira, publicada em 2008, sendo uma das primeiras publicações abordando a 

síntese de copolímeros via RAFT, no país, tratou da síntese e caracterização de um 

copolímero dibloco anfifílico de PMMA-b-DMAEMA, capaz de formar agregados em 

solução aquosa (DE SOUZA et al., 2011). 

A mais recente publicação do autor desta tese envolveu a síntese, 

caracterização e estudos visando correlacionar a estrutura química dos meros que 

compõe as cadeias poliméricas, comportamento de agregação desses polímeros em 

solução aquosa, grau de protonação e conformação das cadeias poliméricas no core 

interno.  

Atualmente, o autor da presente tese tem se dedicado ao desenvolvimento 

de polímeros para aplicações biológicas, principalmente para a entrega de genes e 

formação de vesículas poliméricas. Os resultados alcançados e os caminhos que 

levaram a eles serão, doravante, esmiuçados.  
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2. OBJETIVOS 

 

Geral 

- Sintetizar e caracterizar polímeros e testá-los para aplicações biológicas e 

biomiméticas selecionadas;  

 

Específicos 

- Sintetizar via RAFT e caracterizar uma gama de polímeros planejados para as 

seguintes aplicações: (i) montagem de polimerossomos e; (ii) entrega de genes; 

- Testar os polímeros obtidos em cada uma das aplicações; 

- Buscar correlações entre as características de estrutura, composição e morfologia 

e a eficiência dos polímeros em cada uma das aplicações; 
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3. MATERIAIS, INSTRUMENTOS E MÉTODOS 

3.1 MATERIAIS 

DMAEMA, estireno e MMA foram obtidos de Sigma Aldrich; 1,1-azobis(ciclohexano-

carbonitrila) (ACHN, 98%) e azobisisobutironitrila (AIBN, 98%), 2-Ciano-2-propil 

dodeciltritiocarbonato e ácido de 4-Ciano-4-[(dodecilsulfaniltiocarbonil)sulfanil] 

pentanóico, de Sigma Aldrich; De-HiBit-200 resina, para remoção dos inibidores de 

polimerização presentes nos monômeros, da Polysciences, Inc. A sonda CAT 1 (4-

trimetilamonio-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil Iodeto) da Fisher Scientific; Os 

solventes metanol, hexano, etanol, tetrahidrofurano (THF), acetona, clorofórmio, 

dimetilsulfóxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), trietilamina (TEA), água 

deuterada (D2O) e clorofórmio deuterado (DCl3), todos de grau analítico, foram 

obtidos da Sigma Aldrich;  O Peróxido de benzoíla (BPO) era da Vetec do Brasil; Os 

meios de cultura LB: Luria Bertani foram obtidos de Sigma Aldrich e Kasvi; tampão 

ácido 4-Morfolino Propano Sulfônico (MOPS), de Sigma-Aldrich; acido bórico, HCl 

and NaOH da Merck.  Plasmid Plus Maxi Kit, de Qiagen. Tampões: acetato, Tris-HCl 

e fosfato, da Sigma-Aldrich. Isopropil β-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) e 5-bromo-4-

cloro-3-indoxil-β-D-galactopiranosídeo (X-Gal) foram obtidos de Thermo Scientific. 

Todos os outros materiais utilizados foram de Sigma-Aldrich.  

 

3.2 INSTRUMENTOS E MÉTODOS 

 

3.2.1 Cromatografia de exclusão por tamanho ou permeação em gel (SEC/GPC) 

A SEC/GPC foi usada para analisar as características moleculares dos 

polímeros e foi realizada em GPC Shimadzu Prominence Series equipado com auto 

injetor (Sil-20A) e pré-coluna Phenogel 5 μ linear/Mixed, duas colunas em série: 
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Phenogel 5 μ 10x106 Å e 10x104 Å (Phenomenex). O volume injetado das amostras 

foi de 10 µL (10 mg/mL) e as análises foram realizadas a 35 °C. A detecção foi 

realizada usando detector de índice de refração diferencial (Shimadzu RID-10A). A 

fase móvel foi THF com trietilamina a 0,3% como eluente, com taxa de fluxo de 0,8 

mL min −1. O sistema foi calibrado com padrões de polimetilmetacrilato (PMMA) 

(EasyCal, Sigma-Aldrich) (MW ~ 800−2,000,000 g/mol).  

 

3.2.2 Espectroscopia de RMN de prótons  

A confirmação estrutural, pureza e razões entre monômeros (n/m) dos 

copolímeros foram determinados por espectros de RMN de 1H usando 

espectrômetros Bruker e Varian operando a 300 MHz (freqüência 1H). Os espectros 

foram registrados à temperatura ambiente em cloroformio deuterado (CDCl3). Os 

sinais a 4,05 ppm (PDMAEMA, O-CH2-), 3.6 ppm (3 H, O-CH3, PMMA) e 6,29-7,29 

ppm (sinais do aromático do bloco PS) foram utilizados para determinar a 

composição dos copolímeros. 

 

3.2.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier  

As análises de FTIR (em inglês: fourier transform infrared spectroscopy) 

foram feitas usando-se um espectrometro IR Prestige 21 (Shimadzu), disponível no 

Departamento de Engenharia de Materiais (DEMAR), na Escola de Engenharia de 

Lorena-SP (EEL-USP). 
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3.2.4 Determinação do Diâmetro Hidrodinâmico (Dh) por Espalhamento 

Dinâmico de Luz  

As análises de Dh por DLS (sigla inglesa para dynamic light scattering) 

foram realizadas em um Zetasizer Nano 317 a 25 0C. Os tampões foram 

previamente filtrados através de Millipore Millex LCR (0,22 µm). Os dados do 

tamanho hidrodinâmico foram obtidos a partir de uma análise de distribuição de 

tamanho ponderada de massa e relatados como a média das medições em triplicata 

± o desvio padrão (DP). 

 

3.2.5 Análises de Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPE)  

A técnica de RPE  é usada para estudar espécies químicas com elétrons 

não pareados. A espectroscopia RPE desempenha um papel importante na 

compreensão de radicais orgânicos e inorgânicos, complexos de metais de transição 

e algumas biomoléculas. Aqui, foi utilizada para avaliar a existência de 

compartimentos internos hidrofílicos dos polimerossomos. As análises foram 

realizadas em espectrômetro Bruker EMX-200 (Bruker, Alemanha) usando iodeto de 

trimetilamônio-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo (CAT1) como sonda (RAUCKMAN; 

ROSEN; ABOU-DONIA, 1976). 

 

3.2.6 Análises de Microscopia Eletrônica de Transmissão por Coloração 

Negativa  

É uma técnica versátil em microscopia eletrônica de transmissão que pode 

ser empregada para a visualização da morfologia celular, tamanho e arquitetura de 

superfície em alta resolução. Foi realizada usando Microscópio Eletrônico de 

Transmissão FEI Tecnai G20 200 Kv, disponível no Instituto de Ciências Biomédicas 
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(ICB) da Universidade de São Paulo (USP). 

 

4. SÍNTESES DOS POLÍMEROS  

 

Foram sintetizados homopolímeros e copolímeros por PRL e PRC na 

modalidade RAFT. Todas as sínteses foram realizadas em balão de três bocas, de 

fundo redondo, imerso em glicerina, sob aquecimento. O aquecimento se deu por 

chapa aquecedora com controle automatizado de temperatura. Todas as sínteses 

foram realizadas em atmosfera inerte (argônio) e agitação a 600 RPM. Os agentes 

iniciadores utilizados (ACHN ou AIBN) em todas as sínteses foram duplamente 

recristalizados em metanol antes de cada reação de polimerização. Em todas as 

sínteses, os agentes estabilizadores de reação, presentes nos monômeros, foram 

removidos usando resina D-HIBIT ou alumina (1 g para cada 7 mL de monômero), 

respectivamente. Foram retiradas alíquotas da mistura reacional de cada uma das 

reações, em diferentes tempos. As alíquotas foram analisadas por GPC 

imediatamente após as coletas, permitindo monitorar o crescimento e 

polidispersidade das cadeias, ao decorrer do tempo. Isso propiciou a obtenção de 

produtos poliméricos de acordo com o planejado, inclusive por permitir que a reação 

fosse encerrada quando a massa molar das cadeias se aproximasse do desejado. 

 

4.1 SÍNTESES VIA POLIMERIZAÇÃO RADICALAR LIVRE (PRL) 

 

Inicialmente, copolímeros com morfologia em distribuição aleatória foram 

sintetizados por PRL. Esses materiais foram testados (estudos piloto) como 

candidatos a transfecção de genes. Sendo as sínteses via PRL mais simples e 
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menos onerosas, foram escolhidas para a construção dos dois materiais a serem 

usados nos testes iniciais, cujos resultados poderiam subsidiar a construção, via 

RAFT, de copolímeros sob medida mais eficientes. A seguir, a metodologia para 

obtenção dos copolímeros via PRL. 

 

4.1.1 Copolímeros com distribuição aleatória  

 

Foram sintetizados dois copolímeros de poli(metacrilato de metila)-co-

poli[metacrilato de 2-(dimetilamino) etila ] via PRL. Na Tabela 1, a seguir, são 

apresentados os parâmetros de síntese. 

 

Tabela 1 - Parâmetros de síntese dos copolímeros de PMMA-co-DMAEMA via PRL 

Material MMA 

(mmol.L-1) 

DMAEMA 

(mmol.L-1) 

ACHN 

(mmol.L-1) 

T (ºC) 
a
 Tempo de reação 

(min.)
 
 

 
PMMA3-co-DMAEMA26  

 
PMMA36-co-DMAEMA84 

 

 
46,7 

 
74,8 

 
118,69 

 
0,1424 

 
1,18 

 
1,23 

 
90 ºC 

 
90 ºC 

 
35 
 

46 

a Temperatura média de síntese.  

 

Para a síntese do primeiro material, foram adicionados em balão reacional: 5 

mL de MMA e 20 mL de DMAEMA, dissolvidos em 15 mL de 1,4 dioxano, seguido 

da adição de 0,289 g de ACHN. A reação prosseguiu por 35 minutos a 80 ºC. 

Para a síntese do segundo copolímero, em um balão reacional, foram 

adicionados, 8 mL de MMA e 24 mL de DMAEMA, dissolvidos em 15 mL de 1,4 

dioxano. Após, foram adicionados 0,3 g de ACHN. A reação prosseguiu por 46 

minutos a 80 ºC. 

Os polímeros obtidos foram purificados por precipitações repetidas em 

hexano e secos por 2 dias a 40 ºC. 
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4.2 SÍNTESES POR PDRR NA MODALIDADE RAFT 

 

Para a construção de copolímeros em bloco via RAFT, inicialmente se faz 

necessária a síntese do homopolímero (macroCTA), cujas cadeias possuem um 

Agente de Transferência de Cadeia (CTA). Esse agente é, de fato, o principal 

responsável pela manutenção das cadeias como “vivas”, ou seja, capazes de 

propiciar o crescimento de outro bloco. Portanto, foram sintetizados diferentes 

homopolímeros (macrosCTA), que posteriormente foram usados como bloco de 

partida para a construção dos copolímeros. Descrição em pormenores da síntese 

dos macroCTAs, a seguir. 

 

4.2.1 HOMOPOLÍMEROS 

 

Poliestireno  

 

Conforme descrito na Tabela 2, para a síntese do macroCTA de 

poliestireno foram adicionados a um balão de fundo redondo estireno (56 mL), ácido 

4-ciano-4-dodecil-sulfanil-tiocarbonil-sulfonil-pentanóico, (0,302 g) usado como CTA, 

e AIBN (0,0246 g), dissolvidos em 25 mL de tolueno. A purificação foi realizada por 

precipitação repetida em metanol e o produto foi seco por 2 dias a 40 ºC.  

 

Tabela 2 - Parâmetros de síntese do homopolímero de PS via RAFT 
 

Material Estireno 
(mol.L

-1
) 

CTA 
(mmol.L

-1
) 

AIBN 
(mmol.L

-1
) 

CTA/AIBN 
a
 T (°C)

 b
 Tempo de 

reação (horas) 
PSmacroCTA160 0,48 0,748 0,15 5 70 48 

a Razão molar; b Temperatura média de reação; 
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Poli[2-(dimetilamino)etil metacrilato]  

 

Foram sintetizados dois homopolímeros de DMAEMA, conforme Tabela 3 e 

descrição a seguir.  

 

PDMAEMAmacroCTA411: 200 mL de DMAEMA foram adicionados a um balão 

reacional, seguidos da adição de 0,44 g de 2-ciano-2-propil-dodecil-tritiocarbonato e 

0,076 g de ACHN. A purificação do polímero se deu por precipitações repetidas em 

hexano e o produto foi seco por 2 dias a 40 ºC. 

 

PDMAEMAmacroCTA315: 100 mL de monômero DMAEMA foram adicionados a um 

balão de fundo redondo, seguidos da adição de 0,2154 g de 2-ciano-2-propil-dodecil-

tritiocarbonato e 0,038 g de ACHN. O polímero foi purificado por precipitações 

repetidas em hexano e seco por 2 dias a 40 ºC 

 
Tabela 3 - Parâmetros de síntese dos homopolímeros de PDMAEMA via RAFT 
 

Material DMAEMA 

(mol.L
-1

) 

CTA 

(mmol.L
-1

) 

ACHN 

(mmol.L
-1

) 

[CTA/I]a T (°C) b Tempo 

(horas) 

PDMAEMAmacroCTA411 1,18 1,24 0,311 4 85 20 

PDMAEMAmacroCTA315 0,59 0,623 0,155 4 85 5 

a Razão molar; b Temperatura média de reação; 

 

Poli(metacrilato de Metila) 

 

Foram sintetizados 4 (quatro) homopolímeros (macroCTAs) de PMMA. 

Todos os polímeros foram purificados por repetidas precipitações em metanol e 

secos por 2 dias a 40 ºC. As reações foram monitoradas por GPC. Detalhes sobre 

as sínteses se encontram descritos a seguir e na Tabela 4. 
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PMMAmacroCTA60: Em um balão reacional contendo 10 mL de 1,4 dioxano, foram 

adicionados 20 mL de MMA, 0,45 g de 2-ciano-2-propil-dodecil-tritiocarbonato e 

0,0355 g de AIBN.  

 

PMMAmacroCTA58: Em um balão reacional contendo 20 mL de 1,4 dioxano, foram 

adicionados: 30mL de MMA, 0,26g de ácido 2-ciano-2-propil-dodecil-tritiocarbonato e 

0,0187 g de AIBN.  

 

PMMAmacroCTA141: O polímero foi sintetizado utilizando 30 mL de MMA, 0,26g de 

ácido 2-ciano-2-propil-dodecil-tritiocarbonato e 0,01 9 g de AIBN, dissolvidos em 10 

mL de 1,4 dioxano.  

 

PMMAmacroCTA215: A síntese foi realizada usando se 50 mL de MMA, 0,216g de 

ácido 2-ciano-2-propil-dodecil-tritiocarbonato e 0,021g de AIBN, dissolvidos em 40 

mL de 1,4 dioxano.  

 
 
Tabela 4 - Parâmetros de síntese de homopolímeros de PMMA via RAFT 
 

Material MMA  

(mol.L
-1

) 

CTA  

(mmol.L
-1

) 

I  

(mmol.L
-1

) 

CTA/I 
a
 T (°C) 

b
 Tempo  

(horas) 

PMMA60 

PMMA58 

PMMA141 

PMMA215 

0,19 

0,28 

0,28 

0,47 

1,30 

0,58 

0,58 

0,62 

0,21 

0,11 

0,11 

0,13 

6 

6 

6 

5 

70 

70 

70 

60 

5 

2,5 

2,5 

4,5 
 a Razão molar; b Temperatura média de reação; 

 

4.2.2 COPOLÍMEROS  

 

Utilizando os homopolímeros sintetizados via RAFT foram construídos 



43 

 

copolímeros anfifílicos, dibloco, de variados tamanhos e com diferentes proporções 

monoméricas (MMA ou estireno, como representante hidrofóbico e DMAEMA, como 

hidrofílico). A seguir, descrição de cada uma das sínteses. 

 

Poliestireno-b-[metacrilato de 2-(dimetilamino)etila] 

 

O poliestireno (PSmacroCTA160) foi utilizado como bloco de partida para a 

síntese de 2 (dois) copolímeros dibloco, anfifílicos de PS-b-DMAEMA.  

 

PS160-b-DMAEMA60: 8 g de PSmacroCTA160 foram solubilizadas em 15 mL de 

tolueno. Posteriormente, foram adicionados 8,8 mL de DMAEMA e 13,6 mg de AIBN. 

O copolímero foi purificado por precipitação em metanol e seco por 24 horas a 40 

ºC. 

PS160-b-DMAEMA32: 8 g de PSmacroCTA160 foram solubilizadas em 30 mL de 

tolueno, seguido da adição de 8,9 mL de DMAEMA e 9,6 mg de AIBN. A purificação 

se deu conforme descrito anteriormente. Outros parâmetros das sínteses se 

encontram na Tabela 5. 

 
 
Tabela 5 - Parâmetros de síntese de copolímeros de PS-b-DMAEMA via RAFT 
 

 PSmacroCTA 

(mol.L
-1

) 

DMAEMA 

(mol.L
-1

) 

CTA/I 
a
 AIBN 

(mmol.L
-1

) 

T (°C)
b
 Tempo 

(horas) 

PS160-b-DMAEMA60 0,077 0,052 5 0,082 70 12 

PS160-b-DMAEMA32 0,077 0,057 7 0,059 60 48 

a Razão molar; b Temperatura média de reação; 
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 Poli [2-(dimetilamino)etil metacrilato]-b-poliestireno 

 

Dois copolímeros dibloco, anfipáticos, foram sintetizados via RAFT, em uma 

única reação. Para isso, o homopolímero de PDMAEMAmacroCTA315 foi usado 

como bloco de partida.  

O alongamento dos blocos PS foi realizado usando o iniciador AIBN. A 

amostragem que originou o primeiro material foi retirada do balão reacional após 45 

horas de reação. A segunda amostragem (restante da mistura reacional que ficou no 

balão) originou o segundo material, depois de decorrido o tempo de 69 horas. As 

duas misturas reacionais foram submetidas, separadamente, ao processo de 

purificação por precipitação repetida em hexano, originando 2 (dois) copolímeros 

que foram secos por 2 dias a 40°C. A Tabela 6, a seguir, apresenta os parâmetros 

de síntese. 

 

Tabela 6 - Parâmetros de síntese dos copolímeros de PDMAEMA-b-PS via RAFT 
 

 PDMAEMAmacroCTA 
 

(mol.L
-1

) 
b
 

Estireno 

(mol.L
-1

) 

T (°C) CTA/I
a 
 AIBN 

(mmol.L
-1

) 

Tempo 

(horas) 

PDMAEMA315-b-PS244 0,127 1,40 55 0,364 0,19 45 

PDMAEMA315-b-PS781 0,100  1,23 65 0,242 1,21 69 
a Razão molar; b Aproximado, considerando a massa de PDMAEMAmacroCTA  existente em cada mistura reacional;  

 
 
 

Poli (metacrilato de metila)-b-[metacrilato de 2-(dimetilamino)etila] 

 

Usando-se os homopolímeros macroCTAs de PMMA, foram sintetizados 

quatro copolímeros dibloco anfifílicos de PMMA-b-PDMAEMA.. 
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Para as sínteses dos materiais foram adicionados, em balão de fundo 

redondo, quantidades distintas (vide Tabela 7) de cada um dos homopolímeros de 

PMMAmacroCTA, anteriormente preparados, DMAEMA monômero livre de 

estabilizador e o iniciador radicalar AIBN. Os reagentes foram dissolvidos em 30 mL 

de 1,4 dioxano. As reações prosseguiram por tempos pré-determinados, em 

temperatura de 70ºC. 

Foram retiradas alíquotas de cada uma das misturas reacionais, durante as 

sínteses, para monitoração das reações, por GPC. Ao final da reação, os produtos 

purificados foram obtidos mediante precipitações repetidas em hexano e, após, 

foram secos em estufa a 40 ºC por 72 horas. Os parâmetros de síntese dos blocos 

de PDMAEMA encontram-se sumarizados na Tabela 7.  

 
 

Tabela 7 - Parâmetros de síntese dos copolímeros de PMMA-b-DMAEMA via RAFT 
 

Material PMMAmacroCTA 

 (mol.L
-1

) 

DMAEMA 

(mol.L
-1

) 

 CTA/I 
a
 AIBN 

(mmol.L
-1

) 

Tempo 

(horas) 

(1) PMMA60-b-DMAEMA124  0,03 0,116 7 0,045 4 

(2) PMMA141-b-DMAEMA119 

(3) PMMA52-b-DMAEMA294 

(4) PMMA215-b-DMAEMA135 

0,01 

0,003 

0,199 

0,03 

0,038 

0,157 

7 

6 

7 

0,012 

0,010 

0,130 

2 

3 

4 

a Razão molar; Os números 1 a 4 se referem a diferentes homopolímeros de PMMA usados.  

 

 

Copolímeros aleatórios de PMMA-co-PDMAEMA  

 

A obtenção dos dois copolímeros de PMMA-co-DMAEMA, foi realizada em 

única síntese, em duas etapas (Tabela 8). Para isso, foram adicionadas, em balão 

reacional, 20 mL de MMA, 75 mL DMAEMA, 1,314 g de 2-ciano-2-propil-dodecil-

tritiocarbonato, 0,104 g de AIBN, dissolvido em 15 mL de 1,4 dioxano. A reação 



46 

 

prosseguiu a 70 ºC. Decorridos 120 minutos de reação, foram retirados 40 mL (1º 

produto reacional) e, após 180 minutos de reação, o 2º produto reacional. Ambos os 

produtos foram purificados por precipitações repetidas em hexano e secos em estufa 

a 40ºC por 4 dias. 

 
 

Tabela 8 - Parâmetros de síntese dos copolímeros de PMMA-co-DMAEMA via RAFT 
 

Material MMA   

(mol.L
-1

) 

DMAEMA  

(mol.L
-1

) 

CTA  

(mmol.L
-1

) 

AIBN  

(mol.L
-1

) 

Tempo de 

reação (horas) 

PMMA30-co-DMAEMA63 0,186 0,444 3,8 0,633 2 

PMMA31-co-DMAEMA70 0,186 0,444 3,8 0,633 3 

 

 

5. CARACTERIZAÇÕES DOS POLIMEROS OBTIDOS 

 

Todos os polímeros obtidos foram analisados por GPC e espectroscopia de 

FTIR e RMN de 1H. Os dados de GPC foram utilizados para a obtenção de 

informações sobre massa molecular numérica (Mn), massa molecular ponderada 

(Mw) e polidispersidade (PDI= Mn/Mw). As análises FTIR visaram à confirmação 

estrutural e pureza dos materiais obtidos. Analises de RMN de 1H foram úteis para 

calcular a composição relativa dos meros nas cadeias, além da confirmação 

estrutural e avaliação de pureza dos polímeros. 

 

6. ESTUDO DAS APLICAÇÕES BIOMOLECULARES E BIOMIMÉTICAS: 

TÉCNICAS E PROCEDIMENTOS 

 

Os materiais foram analisados quanto à potencialidade de formar 

polimerossomos e entregar genes. Alguns desses polímeros foram cedidos, em 
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regime de colaboração, ao aluno de doutorado Klaus Engelmann, do departamento 

de Biofísica da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), orientado pela profa. 

Dra. Katia R. Perez. Esses polímeros foram testados quanto à capacidade de 

incorporar fármacos e, obviamente, não estão descritos no presente trabalho. A 

Tabela 9 (sessão resultados) detalha cada um dos polímeros sintetizados e suas 

respectivas aplicações.  

 

6.1 APLICAÇÕES DE COPOLÍMEROS PARA A FORMAÇÃO DE 

POLIMEROSSOMOS 

 

Dois copolímeros de PDMAEMA-b-PS, construídos via técnica RAFT foram 

submetidos aos ensaios para a formação de polimerossomos, conforme a seguir:  

 

Montagem dos polimerossomos em solução aquosa e caracterização 

 

Os dois copolímeros de PDMAEMA315-b-Psty244 e PDMAEMA315-b-Psty781 

foram dissolvidos em tetrahidrofurano (THF) para uma concentração final de 40 mg 

mL−1. Posteriormente, em frasco contendo 2 mL de tampão TRIS-HCl 10 mM (pH 

7,4) sob agitação a 1000 rpm, em temperatura ambiente, foram adicionados 50 µL 

de cada solução orgânica para a montagem dos polimerossomos na concentração 

final de 1 mg.mL−1.  

O diâmetro hidrodinâmico (Dh) e potencial zeta dos polimerossomos foram 

obtidos por meio de analises de DLS. A análises foram realizadas em diferentes pHs 

e tampões, em função da temperatura, que variou de 25 a 80 ºC.  



48 

 

A fim de verificar se os polimerossomos formados possuíam compartimento 

interno hidrofílico, foram realizados estudos de incorporação de sonda hidrossolúvel, 

por estudos de Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPE). A sonda selecionada 

para esses estudos foi a CAT1 (iodeto de 4-trimetilamônio-2,2,6,6-

tetrametilpiperidina-1-oxila) (RAUCKMAN; ROSEN; ABOU-DONIA, 1976). Os 

polimerossomos foram preparados da mesma forma como descrito em métodos, 

para uma concentração final de 13,4 mmol.L-1 de PDMAEMA315-b-PS244 e 6,9 

mmol.L-1 de PDMAEMA315-b-PS781 (ambos 1 mg/mL numa solução aquosa contendo 

3,75 mM sonda de spin CTA1 in tampão TRIS-HCl 10 mmol.L-1, pH 7,4. 

O sinal RPE de 170 µL da amostra colocada em células de quartzo (Wilmad, 

USA) foi medido antes e após a adição de 10 µL de uma solução de ácido ascórbico 

0,04 M, que suprime o sinal da sonda CAT1, por uma reação de oxido-redução. A 

relação entre o sinal antes (sinal total) e após a supressão (sinal residual) foi 

ajustada pela diluição e usada para calcular a porcentagem de sonda encapsulada e 

o volume interno total do compartimento aquoso dentro dos polimerossomos pela 

equação 1. 

% Encapsulado = 100 * Sinal residual/ Total de Sinal = 100 * volume interno / 

170 µL 

Equação 1: Cálculo da porcentagem de sonda encapsulada (%Encapsulado) 

O percentual final de encapsulação e volume interno aquoso dos polímeros 

foi analisado em função da concentração final de polímero na amostra. Controles 

para testar a reação de supressão do sinal consistiram de solução de CAT1 em 

tampão sem polímeros em que ácido ascórbico foi adicionado na mesma proporção 

da amostra contendo os polimerossomos. 
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Microscopia Eletrônica de Transmissão por coloração negativa 

 

Amostras contendo os polimerossomos foram submetidas também a 

análises por Microscopia Eletrônica de Transmissão por coloração negativa (do 

inglês: MET - Negative staining transmission electron microscopy), visando obter 

informações sobre sua forma e tamanho em meio aquoso. Para isso, os 

polimerossomos foram preparados conforme procedimento descrito anteriormente 

(vide montagem dos polimerossomos na sessão métodos), em tampão TRIS-HCl 10 

mM (pH 7,4). Inicialmente, grids (400 mesh) de uma película de camada fina de 

carbono (Electron Microscopy Sciences) foram descarregados de forma negativa por 

15 segundos a uma corrente de plasma de 14 mA. Em seguida, os grids foram 

adicionados ao topo de uma gota de 20 μL de solução tampão contendo os 

polimerossomos na concentração de 2,5 mg mL-1 por 2 minutos, seguido de duas 

lavagens com água. Os grids contendo as amostras foram colocadas no topo de 

uma gota de acetato de uranila a 2% durante 2 minutos, seguida de secagem 

utilizando papel de filtro e após, secagem a temperatura ambiente. A visualização 

das imagens foram realizadas por meio do programa ImageJ. 

 

6.2 APLICAÇÕES DE COPOLIMEROS PARA A TRANSFECÇÃO DE GENES EM 

BACTÉRIAS 

 

Não há descrição na literatura de um vetor sintético capaz de entregar genes 

para transformação de bactérias não-competentes. Esse foi um dos propósitos 

desse trabalho, principalmente pelos motivos discutidos na sessão anterior (página 

31 a 33). Por comodidade, o modelo de organismo escolhido foi Escherichia coli 
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(E.coli), da linhagem DH5 (DAY; MAURELLI, 2002).  

O meio de crescimento das bactérias usadas nos experimentos foi o caldo 

LB contendo, por litro: 10 g de Difco triptona, 5 g de extrato de levedura, 5 g NaCl, 

pH 7,0. As culturas foram realizadas a 37 ºC com agitação (400 r.p.m.). O 

crescimento foi monitorizado por meio da medição de densidade óptica (D.O) em 

630 nm com um espectrofotômetro (Labsystems). O modelo de plasmídeo utilizado 

foi o pUC19 (vide Figura 5), pelo reduzido tamanho e simplicidade de trabalho 

(SCHWEIZER, 1991). Além disso, esse vetor possui gene de LacZ e Amp’, que 

facilitam sobremaneira os trabalhos em biologia molecular. Mais detalhes sobre isso 

serão apresentados a diante. 

 

Figura 5. Mapa do vetor pUC 19. Adaptado de (NORRANDER; KEMPE; 

MESSING, 1983)  

Para a realização dos experimentos, foram realizados os seguintes 

procedimentos: 

 



51 

 

Produção e purificação dos plasmídeos (pUC19). 

 

Clonagem e obtenção  

 

Esse modelo de plasmídeo possui tamanho relativamente pequeno (2686 

pb), induz expressão de elevado número de cópias, comparado aos demais 

disponíveis. O pUC19 codifica para a expressão de beta-lactamases, que conferem 

resistência a ampicilina, sendo isso interessante para a seleção dos microrganismos 

(SCHWEIZER, 1991; SZOSTKOVÁ; HORÁKOVÁ, 1998). 

Além disso, o pUC19 é um dos vetores mais amplamente utilizados, uma 

vez que os recombinantes, ou as células nas quais o DNA estranho foi introduzido, 

podem ser facilmente distinguidos dos não recombinantes com base nas diferenças 

de cor das colônias no meio de crescimento. O mecanismo para essa ocorrência 

reside no fato do fragmento lacZ, cuja síntese pode ser induzida por IPTG, ser capaz 

de complementação intra-alélica com uma forma defeituosa da enzima β-

galactosidase codificada pelo cromossomo hospedeiro (mutação lacZDM15 nas 

cepas E. coli JM109, DH5α e XL1-Blue). Na presença de IPTG em meio de 

crescimento, as bactérias sintetizam ambos os fragmentos da enzima. Os 

fragmentos podem juntos catalisar a hidrólise do X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-

beta-D-galactopiranósido) produzindo produtos que dão as colônias cor azul quando 

cultivados em meios onde são suplementados. Isso facilita a identificação das 

bactérias transformadas, minimizando a consideração de possíveis contaminantes. 

Portanto, as bactérias devem crescer em meio contendo ampicilina, IPTG e X-gal 

(ZHANG, 2016). Os plasmídeos foram amplificados por meio da técnica de 

Transformação Bacteriana, descrita a seguir: 
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Transformação bacteriana para produção de DNA (pUC19) 

 

Inicialmente, seguindo protocolo padronizado, o vetor plasmideal pUC19 foi 

inserido em células eletrocompetentes (linhagem DH5 de Escherichia coli) (CHAN; 

DAVIS; JOKIC, 2006). Para isso, 1 µL (50 ng) do vetor pUC19 foi misturado com 50 

µL de DH5competentes e mantidas em gelo por 30 minutos. Decorrido esse tempo, a 

mistura foi submetida a choque térmico (42º C por 45 segundos) e novamente 

colocada em gelo por 1 minuto (BERGMANS; VAN DIE; HOEKSTRA, 1981). Em 

seguida, foram adicionados 750 µL de meio LB líquido estéril e as bactérias foram 

crescidas em estufa a 37 ºC por 1 hora. Depois disso as células foram centrifugadas 

a 120.000 gs por 5 minutos. O sobrenadante (750 µL de meio LB) foi descartado e o 

volume restante foi suspendido e plaqueado em placas de Petri com LB ágar, 

contendo 100 µg/mL de ampicilina, 1mM de IPTG e 1 µM de X-GAL. As bactérias 

foram crescidas (overnight) por 12 horas em estufa a 37ºC.  

 

Seleção das células bacterianas e pré-inóculo 

 

Decorridas 12 horas, as colônias de coloração azulada foram selecionadas 

com auxilio de ponteira estéril (técnica conhecida em inglês por: blue-white screening 

test) e incubadas com 5 mL de meio LB líquido sob agitação de 230 RPM e 37º C por 

1 hora, para crescimento. 

 

Crescimento das bactérias e produção de pUC19 

 

As células foram vertidas em 1 L de meio LB líquido, que foi mantido sob 
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agitação a 230 RPM, sob 37 ºC por 12 horas (overnight). Posteriormente, todo o 

conteúdo foi centrifugado e o pellet obtido foi submetido ao processo de purificação, 

para extração do DNA plasmideal, conforme protocolo padronizado usando-se 

QIAGEN Plasmid Plus Maxi Kit (QIAGEN, 2012; QIAGEN; QIAGEN, 2005; ZHANG; 

CAHALAN, 2007). 

 

Preparação de complexos de polímero/plasmídeo (PDMAEMA/DNA) e avaliação 

da interação. 

 

Polímeros selecionados (Experimento 1: PMMAmacroCTA60, 

PDMAEMAmacroCTA315, PMMA3-co-PDMAEMA26 e PMMA31-co-PDMAEMA70 e 

experimento 2: PSmacroCTA60, PDMAEMAmacroCTA315, PDMAEMA315-b-PS244 e 

PDMAEMA315-b-PS781) foram submetidos a estudos visando avaliar o nível de 

interação com DNA, por meio da avaliação de migração diferencial em gel de 

agarose. Detalhes dos experimentos a seguir: 

 

Preparo das soluções estoque de polímeros: Os polímeros foram solubilizados 

em THF (concentração final de 1 mg/mL) e mantidos sob agitação, por 12 horas, 

para completa solubilização.  

 

Preparo dos complexos polímero/DNA: Alíquotas de 30, 50 e 100 µL das 

soluções estoque dos polímeros (concentração de 1 mg/mL em THF, preparadas 

conforme descrito anteriormente) foram adicionadas em tubos plásticos (Eppendorf). 

Posteriormente, o solvente (THF) foi evaporado sob fluxo de argônio para a 

formação de filmes, sendo posteriormente hidratados com adição de 18 µL de 
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solução aquosa de DNA (pUC19, em concentração de 78 ng/µL), sendo submetidos 

a agitação por 10 segundos e sem seguida, mantidos em gelo, por 5 minutos. Uma 

alíquota de 6 L de DNA loading buffer (Purple 6x) (Biolabs, Inc.) foi adicionada em 

cada tubo e este foi submetido agitação em sistema vortex. Todas as amostras 

foram preparadas em gelo para preservar o DNA de degradação. As eletroforeses 

foram realizadas em corridas com tampão TAE usando 50 volts. Os polímeros 

também foram avaliados quanto à capacidade de entregar DNA, cujos experimentos 

serão descritos a seguir. 

 

Transformação de E. coli com poliplexos de polímero/pDNA 

 

A transfecção permite introduzir um plasmídeo na célula bacteriana. Este 

DNA exógeno passa a fazer parte do material genético bacteriano, que será herdado 

pelas novas células à medida que a bactéria se multiplica. Esse processo tem sido 

realizado usando-se as tradicionais técnicas de transformação bacteriana 

(MIKLAVCIC, 2017; RAHIMZADEH et al., 2016).  

Preparo dos poliplexos de polímero/pDNA: A fim de verificar a influencia da 

quantidade de polímero na eficiência de transformação das bactérias, diferentes 

alíquotas (0.25, 0.5, 1.0 e 5.0 µL) de cada polímero de uma solução estoque a 1 

mg/mL em THF, foram adicionadas em microtubos plásticos (Eppendorf), seguido da 

evaporação do solvente sob fluxo de argônio para a formação de filmes. Uma 

alíquota de 10 µL de solução de DNA (PUC19) em água (78,7 µg/mL) foi adicionada 

em cada microtubo para hidratação dos filmes poliméricos, seguido por vigorosa 

agitação em vortex por 1 minuto, resultando em razão de polímero/plasmídeo de 25 

• 10-2
,  5 • 10-3

, 1 • 10-1
 e 5 • 10-1 (v/v). Posteriormente, essas amostras foram 
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mantidas em estufa a 37º C por 5 minutos. 

Preparo das bacterias não competentes: E. coli DH5α foram cultivadas em 100 

mL of LB (Sigma) sem antibiotíco até a densidade óptica de 0.7 (λ = 600 nm). Após, 

as células foram recuperadas via centrifugação (3,300 rpm), suspensas em 500 µL 

of 10 mM de tampão 3-[N-morfolino]propano-ácido sulfônico (MOPS), pH 6.8, e 

reservadas em gelo. 

 

Transformação das bactérias: Após a etapa de complexação, acima descrita, um 

volume de 700 µL de meio LB líquido foi adicionado aos tubos contendo polímero e 

DNA, seguido da adição de 100 µL de células de E.coli, preparadas conforme 

mencionado anteriormente. Os microtubos foram, posteriormente, submetidos à 

agitação por 1 minuto em vortex e incubado a 37 ˚C por 1 hora. Decorrido esse 

tempo, as células bacterianas incubadas com cada polímero e pUC19 foram vertidas 

em placas apropriadas contendo meio LB-ágar preparado com 100 µg/mL de 

ampicilina, 1 µM de X-Gal, 1 mM de IPTG e incubadas a 37 ºC por até 36 horas. A 

eficiência dos polímeros como agentes de transfecção do DNA foi avaliada por meio 

de contagem das colônias formadas. Foram consideradas colônias bacterianas 

transfectadas apenas as colônias de coloração azul, pelo método conhecido, na 

língua inglesa por: blue-white colony screening  (SHERWOOD, 2003). Após, a fim de 

excluir resultados falso positivo, as colônias transformadas foram novamente 

crescidas, após processo de repique, em outras placas contendo meio LB-ágar 

preparado com 100 µg/mL de ampicilina, 1 µM de X-Gal, 1 mM de IPTG. 
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7. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Foram obtidos com sucesso 19 polímeros, de variada composição e 

morfologia. Destes, 17 foram sintetizados via PDRR (RAFT). O monitoramento das 

reações por GPC facilitou sobremaneira para que se conseguisse obter polímeros 

estritamente de acordo com o planejado.  

Espectros de RMN de 1H e de FTIR confirmaram a pureza, estrutura, 

composição e morfologia dos polímeros construídos. Para facilitar a leitura e 

compreensão dos resultados, eles foram organizados na sessão material 

complementar. As integrais de sinais de 1H-RMN em 4,05 (O-CH2-) de DMAEMA, 

3,60 ppm (O-CH3) de MMA e os prótons referentes ao anel aromático de PS (6 a 8 

ppm), foram utilizadas para determinar a composição de copolímeros. Atribuições 

dos deslocamentos químicos (RMN de 1H) e frequências de absorção característicos 

(FTIR) foram consultadas na literatura (DE SOUZA et al., 2011; KAEDING, 1974; 

LIAN et al., 2012; MA; XIAO; WANG, 2013; SARAIVA et al., 2019; SHEN, 2012; 

XIONG et al., 2004; ZHU; TAN; DU, 2008). 

A combinação da massa molar total de GPC e as composições definidas por 

RMN de 1H permitiram estabelecer a fórmula média dos copolímeros como P(mero 

A)m -co- P(mero B)n. As razões monoméricas nos diferentes copolímeros (razões m e 

n) foram calculadas a partir das razões das áreas relativas dos sinais de 1H RMN 

correspondente aos prótons do grupo metileno da cadeia lateral do éster de 

DMAEMA e do grupo metil ligado ao éster de MMA ou aos prótons do anel aromático 

de estireno, usando a Equação 2, para copolímeros de DMAEMA e MMA:  

n(PDMAEMA) / m(PMMA) = (Ad * 3) / (Ac * 2)   Equação 2 
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onde Ad se refere à área sob o sinal dos hidrogênios referentes ao grupo metileno do 

PDMAEMA.  Ac é a área sob o sinal devido aos hidrogênios do grupo metila do 

PMMA. Os coeficientes 2 e 3 normalizaram as áreas em relação ao número de 

hidrogênios dos grupos metileno e metila, respectivamente, e n é o número de 

unidades de DMAEMA e m de MMA, cuja estrutura química geral é apresentada na 

figura 6: 

m n

CH3

CH3

N

CH2 C CH2 C

CH3

C O

O

CH2 CH2

N
+

CH3 CH3

CH3

C O

O

CH3

H

S

S C12H25S

 

Figura 6. Estrutura química geral dos copolímeros contendo MMA e DMAEMA. Os 
índices m e n variam para cada copolímero. Nas terminações das cadeias se 
encontram presentes os Agentes de Transferência de Cadeia (ver Métodos). 

 

A massa total do polímero (Mn), é dada pela composição relativa dos dois 

monômeros, como descrito na equação 3. 

Mn = n * (PDMAEMA) + m * (PMMA)   Equação 3 

Enquanto (PDMAEMA) e (PMMA) são as massas dos monômeros (ex. 

157,21 g.mol-1 e 100,1 g.mol-1, respectivamente), Mn foi obtida por análises de GPC.  

Para os copolímeros contendo PDMAEMA e poliestireno, foi usada a 

equação 4. 
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n(PDMAEMA) / m(PS) = (Ad * 5) / (Ac * 2)   Equação 4 

onde Ad se refere à área sob o sinal do grupo metileno DMAEMA.  Ac é a área sob o 

sinal devido aos prótons dos anéis aromáticos de PS. Os coeficientes 5 e 2 

normalizaram as áreas em relação ao número de hidrogênios dos grupos metileno e 

aromáticos, respectivamente, e n é o número de unidades de DMAEMA e m de 

estireno, cuja estrutura química geral é apresentada na figura 7, a seguir: 

m n
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Figura 7. Estrutura química geral dos copolímeros contendo estireno e DMAEMA. 
Os índices m e n variam para cada copolímero. Nas terminações das cadeias se 
encontram presentes os Agentes de Transferência de Cadeia (ver Métodos). 

A massa total do polímero, Mn, é dada pela composição relativa dos dois 

monômeros, conforme descrito na Equação 5: 

Mn = n * (PDMAEMA) + m * (PS)   Equação 5 

em que (PDMAEMA) e (PS) são as massas molares dos monômeros, isto é, 157,2 e 

104,15 respectivamente. Mn foi obtido por análise de GPC. 

Por conveniência, os dados de GPC, RMN de 1H e FTIR foram organizados 

em tabelas ao longo do texto. Os cromatogramas estão apresentados nas 

respectivas sessões que tratam de cada polímero. 

A Tabela 9, a seguir, apresenta um compendio dos parâmetros moleculares 
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de todos os polímeros sintetizados. 

 

Tabela 9. Parâmetros moleculares dos polímeros sintetizados 
 

Material Tipo de 

resposta  

Aplicabilidade Mn [g.mol
1
]
 a

 Mw/Mn
 a
 Razão de co-

monômeros 
a
 

  

Copolímeros em distribuição aleatória via PRL  

  

PMMA3-co-DMAEMA26 pH e temperatura Entrega de genes e purificação de 

proteínas 

4.450 1,96  8:1 

PMMA36-co-DMAEMA84 pH e temperatura Entrega de genes e purificação de 

proteínas 

16.800 1,51  2:1 

       

Homopolímeros (macroCTAs) via RAFT  

  

PDMAEMA315 pH e temperatura Entrega de genes 54.680 1,65 - 

PDMAEMA411 pH e temperatura Entrega de genes 71.500 1,55 - 

PMMA52 Não - 5.820 1,25 - 

PMMA60 Não - 12.400 1,32 - 

PMMA141 Não - 14.100 1,14 - 

PMMA215 Não - 21.480 1,46 - 

PS160 Não - 22.130 1,27 - 

  

Copolímeros em distribuição aleatória via RAFT  

  

PMMA30-co-DMAEMA63 pH e temperatura Entrega de genes e purificação de 
proteínas 

12.800 1,33 1:2 

PMMA31-co-DMAEMA70 pH e temperatura Entrega de genes e purificação de 
proteínas 

14.000 1,44 1:2 

  

Copolímero dibloco via RAFT  

  

PMMA52-b-DMAEMA294 pH e temperatura Entrega de genes e purificação 

de proteínas 

46.600 1,24 1:5 

PMMA60-b-DMAEMA124 pH e temperatura Entrega de genes e purificação 

de proteínas 

36.350 1,36 1:2 

PMMA141-b-DMAEMA119 pH e temperatura Entrega de genes e purificação 

de proteínas 

21.400 1,21 1:1 

PMMA215-b-DMAEMA135 pH e temperatura Entrega de genes e purificação 

de proteínas 

28.700 1,48 2:1 

PDMAEMA315-b-PS244 pH e temperatura Entrega de genes e 

polimerossomos 

74.840 1,56 1:1 

PDMAEMA315-b-PS781 pH e temperatura Entrega de genes e 

polimerossomos 

144.820 1,49 3:1 

PS160-b-DMAEMA60 pH e temperatura polimerossomos 26.070 1,13 3:1 

PS160-b-DMAEMA32 pH e temperatura polimerossomos 22.170 1,25 5:1 

       

a 
Valores de Mn aproximados, obtidos por GPC;  
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A seguir serão apresentados os resultados relacionados à síntese e 

caracterização dos polímeros obtidos.  

 

  

7.1 SÍNTESES POR POLIMERIZAÇÃO RADICALAR LIVRE 

 

Copolímeros em distribuição aleatória de PMMA-co-DMAEMA 

Foram obtidos com sucesso dois copolímeros: PMMA3-co-DMAEMA26 e 

PMMA36-co-DMAEMA84. Os valores de polidispersidade (Mw/Mn) se encontraram 

ligeiramente mais baixos do que comumente observado para sínteses via PRL. A 

Tabela 11 apresenta os parâmetros moleculares obtidos via GPC. 

Tabela 11. Parâmetros moleculares dos copolímeros em distribuição aleatória sintetizados via 
PRL 

 

Material Tempo de eluição (min.)  Mw
 a Mn [g.mol

-1
] a 

 Mw/Mn
 a 

 

PMMA3-co-DMAEMA26  26,44 8.770 4.450 1,96 

PMMA36-co-DMAEMA84 24,54 25.500 16.800 1,51 

a Valores de Mn aproximados, obtidos por GPC;  

 
 

As Tabelas 12 e 13 apresentam, respectivamente, as bandas de FTIR e os 

deslocamentos químicos dos prótons presentes nas estruturas dos meros que 

compõem cada material, que são condizentes com copolímeros de elevada pureza 

constituídos de MMA e DMAEMA. (DE SOUZA; NAVES; FLORENZANO, 2012; DE 

SOUZA et al., 2011). Por comodidade, a caracterização detalhada será descrita em 

detalhes para cada polímero, ao decorrer desta tese. 
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Tabela 12. Bandas de FTIR dos copolímeros sintetizados 

 
Estrutura Números de onda (cm

-1
) dos grupos funcionais 

característicos 

 (C-H) (C-H2/C-H3) (C=O / C-O) (C-C) 

PMMA3-co-DMAEMA26 

 
2826 e 2773 2951 1728 1030 

PMMA36-co-DMAEMA84 

 
2822 e 2770 2948 1722 

 
1015 

* Os símbolos (-) e (=) representam, respectivamente, ligações simples e duplas. 

 

 

Tabela 13. Deslocamentos químicos por RMN de 
1
H de copolímeros sintetizados 

 
Estrutura Deslocamentos químicos (δ) característicos (ppm) 

 CCH3 OCH3 OCH2 NCH2 

 
NCH3 (dimetil) 

PMMA3-co-DMAEMA26 

 
0,85 3,58 4,14 2,54 2,26 

PMMA36-co-DMAEMA84 

 
0,85 3,58 4,10 2,56 2,26 

 

A seguir, detalhes sobre as sínteses desses polímeros. 

 

 

PMMA3-co-DMAEMA26 

 

O polímero se mostrou com aspecto líquido e viscoso. O rendimento 

reacional global (ou seja, comparado à massa total de monômeros adicionada na 

reação) foi de 25.8% (4,71g). A Figura 8 apresenta o cromatograma por GPC.   
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Figura 8: Tempo de eluição por GPC do PMMA3-co-DMAEMA26 

 

Os espectros de RMN de 1H e FTIR (material complementar, MC1 e MC2), 

em concordância com o cromatograma obtido por GPC, sugerem elevada pureza do 

copolímero obtido. A presença de sinais de deslocamento em: (i) 4,15 ppm referente 

ao grupo metileno ligado ao oxigênio, do DMAEMA e; (ii) 3,60 ppm referente a metila 

terminal do MMA e as bandas de FTIR (cm-1) características: (2826, 2773, 

2951,1728 e 1030) confirmam o sucesso da síntese.  

O copolímero se mostrou facilmente solúvel em água. Isso se deve à 

reduzida massa molar (Mn) das cadeias e pelo elevado número de meros de 

PDMAEMA (em comparação com os meros de MMA) na estrutura do material. 
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PMMA36-co-DMAEMA84 

 

O produto se mostrou com aspecto vítreo. O rendimento reacional foi de 

5,36% (1,2 g). O cromatograma por GPC se encontra na Figura 9 e demonstra, 

juntamente com os resultados de RMN de 1H e FTIR (material complementar, MC3 

e MC4), a obtenção de um material de elevada pureza, com baixa polidispersidade. 
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Figura 9: Tempo de eluição de GPC do PMMA36-co-DMAEMA84 

O copolímero se mostrou facilmente solúvel em água, por causa da maior 

quantidade de meros de DMAEMA, nas cadeias. No espectro de RMN de 1H 

(material complementar, MC3) é notável a presença de sinais de deslocamento em 

4,15 ppm (referente ao grupo metila do DMAEMA) e 3,60 ppm (referente a metila 

terminal do MMA), sugerindo elevada pureza do produto e sucesso da 

copolimerização. O espectro de FTIR (material complementar, MC4) apresentou 
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bandas características em 2826, 2773, 2951, 1728 e 1030 cm-1 que apóiam essas 

observações.  

Os dois polímeros sintetizados (acima) foram submetidos a testes 

preliminares quanto a potencial aplicação como agentes de transfecção de genes e 

purificação de proteínas de membrana. Os dados obtidos serviram de subsídio para 

a arquitetura de polímeros mais eficientes, sob medida, via RAFT. A seguir, serão 

apresentados esses polímeros. 

 

7.2 SÍNTESES POR PDRR VIA RAFT 

 

7.2.1 Homopolímeros 

 

Foram obtidos via RAFT homopolímeros com reduzida dispersidade molar, 

aptos como agentes macroCTAs, que permitiram o crescimento controlado de um 

segundo bloco. 

Os sinais característicos de GPC, FTIR e RMN de 1H (espectros em 

material complementar) sugerem o sucesso em cada uma das sínteses. As 

massas molares (Mn) se apresentaram próximas do idealizado teoricamente. Os 

valores de PDI (polidispersidade molar) se mostraram reduzidos. Essas observações 

estão em sintonia com resultados de sínteses via RAFT. 

A Tabela 14 apresenta os parâmetros moleculares por GPC, de cada 

material.  
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Tabela 14. Parâmetros moleculares via GPC dos homopolímeros (macroCTAs) sintetizados 
 

Estrutura Mw Mn [g.mol
-
] Mw/Mn

 a 

PMMA60 15.580 12.400 1,32 

PS160 28.230 22.130 1,27 

PDMAEMA315 113.200 54.680 1,65 

PDMAEMA411 111.290 71.500 1,55 

PMMA52 7.430 5.820 1,25 

PMMA141 18.400 14.100 1,14 

PMMA215 31.460 21.480 1,46 

 
a Valores de Mn aproximados, obtidos por GPC;  

 

As tabelas 15 e 16 compilam, respectivamente, as bandas características 

por FTIR e os deslocamentos químicos, por RMN dos prótons de cada mero que 

compõem os materiais. 

 

 
Tabela 15. Bandas de FTIR dos homopolímeros sintetizados 

 
Estrutura                      Números de onda (cm

-1
) dos grupos característicos * 

 (C-H) (C-H2/C-H3) (C=O / C-O) (C=C e C-H de aromáticos) 

PMMA60  2993 
2946 
2847 

 

1728/1151 - 

PS160 - 
 

3058 
3025 
2846 

1450 (CH2)n 

 

- 1490 (C=C de aromáticos) 
695 - Deformação angular fora do plano 

(DAFP) de aromáticos 

PDMAEMA315 1277 
 

2948 
2860 

 

1725 
1149 

- 

PDMAEMA411 1270 
 

2949 
2862 

 

1725 
1150 

- 

PMMA52 - 2998 
2862 
2934 

 

1737 
1152 

- 

PMMA141 - 2997 
2951 
2928 
2854 

 

1732 
990 

 
 

- 

PMMA215 - 2950 
 

1731 - 

* Os símbolos (-) e (=) representam, respectivamente, ligações simples e duplas. 
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Tabela 16. Deslocamentos químicos por RMN de 
1
H de homopolímeros sintetizados 

 
Estrutura  Deslocamentos químicos (δ) característicos (ppm)  

 CCH3 CH2 OCH3 OCH2 NCH2 

 
NCH3 (dimetil) CH (aromáticos) 

PMMA60 0,85  1,05  1,25 1,65  1,82  1,90 3,60 - 
 

- - - 

PS160 - 1,43-1,54 - - - - 6,44 - 7,20 
 

PDMAEMA315 - 1,65  1,82  1,90 - 4,08 2,58 2,3 - 
 

PDMAEMA411 - 1,65  1,82  1,90 - 4,08 2,58 2,28 - 
 

PMMA52 0,85  1,05  1,25 1,65  1,82  1,90 3,60 - 
 

- - - 
 

PMMA141 0,85  1,05  1,25 1,65  1,82  1,90 3,60 - 
 

- - - 

PMMA215 0,85  1,02  1,26 1,64  1,82  1,89 3,60 - - - - 

 

 

PSmacroCTA160 

 

O homopolímero de poliestireno obtido se mostrou insolúvel em água e 

bastante solúvel em solventes orgânicos apolares. O cromatograma obtido por GPC 

se encontra na Figura 10 e sugere sucesso da síntese e pureza do polímero obtido.  
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Figura 10: Tempo de eluição por GPC do PSmacroCTA160 

 

No espectro de RMN de 1H (espectros em material complementar, MC5). 

são observados sinais entre 6,3 e 7,4 ppm, característicos de prótons de aromáticos 

(neste caso, anéis presentes nos meros de estireno). De igual significado, o espectro 

de FTIR apresenta um sinal de deslocamento na região de deformação angular fora 

do plano (DAFP) entre 700 e 760 cm-1, referente à presença do anel aromático 

existente na estrutura do estireno. (espectros em material complementar, MC6). 

Esses resultados estão de acordo com dados prévios descritos na literatura (MAUL 

et al., 2007) que sugerem a obtenção de um polímero de estireno de elevada 

pureza. O polímero obtido apresentou massa molecular de acordo com o esperado 

teoricamente e reduzida polidispersidade.  

 

 

PDMAEMAmacroCTA315 

 

O homopolímero de PDMAEMAmacro315 foi sintetizado para ser o bloco 

hidrofílico dos copolímeros planejados para a formação de polimerossomos. Além de 

permitir a síntese de um segundo bloco (de estireno ou MMA, hidrofóbicos) também 

possibilitou que o copolímero se mostrasse solúvel em água e comportamento 

estímulo-responsivo a pH e temperatura. Embora a literatura (CHIEFARI et al., 

1998c; MATYJASZEWSKI, 1998; RIZZARDO et al., 2010) sugira discreta diferença 

de reatividade do estireno e DMAEMA usando-se determinados CTAs, experimentos 

prévios realizados (resultados não apresentados nesta tese) demonstraram maiores 

eficiências de polimerização partindo-se de PDMAEMA como bloco inicial. A Figura 
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11 apresenta o cromatograma obtido por GPC. 
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Figura 11: Tempo de eluição por GPC do PDMAEMAmacroCTA315 

 

Os espectros (material complementar, MC7 e MC8) de RMN de 1H e de 

FTIR (vide dados nas Tabelas 15 e 16, anteriormente apresentadas) apresentam, 

respectivamente, deslocamentos químicos e bandas que comprovam a obtenção de 

um polímero de DMAEMA característico, de elevada pureza e baixa 

polidispersidade. 

 

PDMAEMAmacroCTA411 

 

O homopolímero de PDMAEMAmacro411 obtido foi sintetizado para a mesma 

finalidade do homopolímero de PDMAEMA315 descrito anteriormente. Os resultados 

de GPC (Figura 12, abaixo), e espectros de RMN de 1H e FTIR (material 
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complementar, MC9 e MC10) e (Tabelas 15 e 16), comprovam a obtenção de um 

polímero puro com características similares ao PDMAEMAmacroCTA315, entretanto, 

com maiores Mn e Mw. 
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Figura 12: Tempo de eluição por GPC do PDMAEMAmacroCTA411 

Copolímeros dibloco de PMMA-b-DMAEMA foram sintetizados. Para isso, 

inicialmente, foram sintetizados homopolímeros de PMMAmacroCTA e sobre esses 

foram construídos blocos de PDMAEMA. A monitorização do crescimento das 

cadeias poliméricas foi realizada por análises de alíquotas da mistura reacional, 

retiradas em tempos pré-estabelecidos. A reação foi finalizada quando o polímero 

alcançou a massa molar (Mn) planejada. Detalhes das sínteses desses macroCTAs 

são apresentados a seguir. 
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PMMAmacroCTA60 

 

O produto obtido apresentou aspecto vítreo. O rendimento reacional foi de 

24,9 % (4,98 g). O resultado de GPC (Figura 13) sugere a obtenção de um material 

puro.  
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Figura 13: Tempo de eluição por GPC do PMMAmacroCTA60 
 

Nos espectros de RMN de 1H e FTIR (material complementar, MC11 e 

MC12) estão presentes, respectivamente, os principais sinais em 1728/1151 cm-1 

(C=O / C-O) e 3,60 ppm (O-CH3), característicos de polímeros de PMMA. (CÉSAR-

OLIVEIRA et al., 1999; DE SOUZA et al., 2011) 

A Figura 14 apresenta os tempos de eluição por GPC em diferentes tempos 

de reação. O deslocamento do sinal para menores tempos de eluição (de 25,7 para 

25,3 min.), ao decorrer do tempo, demonstra o crescimento das cadeias (aumento 
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da massa molar), com o controle da polidispersidade, que se manteve reduzida 

durante toda a síntese. 
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Figura 14. Tempos de eluição por GPC de alíquotas da mistura reacional de 

PMMA60 obtidas de diferentes tempos de polimerização: a) 3 horas; b) 5 horas e; c) 

PMMAmacroCTA60 purificado. 

 

PMMAmacroCTA52 

O polímero, após purificação, se mostrou de coloração amarelada e aspecto 

vítreo. O rendimento reacional foi de 4 % (1,16 g). O cromatograma de GPC (Figura 

14) sugere a obtenção de um material puro e com baixa polidispersidade. Os dados 

de RMN de 1H e FTIR (material complementar, MC13 e MC14) demonstram estar 

presentes os principais sinais em 1728/1151 cm-1 (C=O / C-O) e 3,60 ppm (O-CH3), 

respectivamente. 



72 

 

21 22 23 24 25 26 27 28

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0  PMMAmacroCTA
52

IR
 n

o
rm

a
liz

a
d

o

Tempo de eluicao (min.)

 

Figura 15: Tempo de eluição por GPC do PMMAmacroCTA52 

 

A Figura 16, a seguir, apresenta os tempos de eluição por GPC em 

diferentes tempos de reação. O deslocamento do sinal para menores tempos de 

eluição (26,10 até 25,5 min) representa o aumento da massa molar em função do 

tempo. Também é observável a manutenção da baixa polidispersidade das cadeias, 

desde o início ao término da síntese. 
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Figura 16. Tempos de eluição por GPC de alíquotas da mistura reacional de 
PMMA52 obtidas de diferentes tempos de polimerização: a) 1 hora; b) 2 horas e; c) 
PMMAmacroCTA52 purificado. 

 

PMMAmacroCTA141 

 

O polímero sintetizado apresentou coloração amarelada, também de aspecto 

vítreo. O cromatograma de GPC (Figura 17) sugere a obtenção de um material puro 

e com baixa polidispersidade. O espectro de RMN de 1H (material complementar, 

MC15) apresentou um principal sinal de deslocamento em 3.60 ppm (O-CH3). Os 

dados de FTIR (material complementar, MC16) demonstram estar presentes os 

principais sinais em 1728/1151 cm-1 (C=O / C-O). Esses dados, bem como o 

observado por GPC, sugerem pureza do material obtido e é coerente com dados de 

polímeros de MMA.  
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Figura 17: Tempo de eluição por GPC do PMMAmacroCTA52 

 

Os tempos de eluição por GPC da mistura reacional (após 2,5 horas de 

reação) e do polímero purificado são apresentados na Figura 18. O deslocamento 

do sinal para menores tempos de eluição (26,09 até 25,10 min.) demonstra o 

sucesso da polimerização com a redução da polidispersidade das cadeias. 
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Figura 18. Tempos de eluição por GPC da alíquota da mistura reacional de 

PMMA141 obtida após a) 2,5 horas de reação e; b) PMMAmacroCTA141, polímero 

purificado. 

 

 

PMMAmacroCTA215 

 

O polímero puro se mostrou de coloração amarelada e aspecto vítreo. O 

rendimento reacional foi de 47,54 % (22,25 g). O cromatograma de GPC (Figura 

19,) sugere a obtenção de um polímero puro e com baixa polidispersidade. Os 

dados RMN de 1H e de FTIR (material complementar, MC17 e MC18) demonstram 

estar presentes os principais sinais em 1728/1151 cm-1 (C=O / C-O) e 3,60 ppm (O-

CH3). 
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Figura 19: Tempo de eluição por GPC do PMMAmacroCTA215 

 

Os tempos de eluição por GPC são apresentados na Figura 20 e se referem 

a alíquotas da mistura reacional, retiradas em diferentes tempos. Há o deslocamento 

do sinal para menores tempos de eluição, ao decorrer do tempo, na medida em que 

a massa molecular das cadeias aumenta. (Observe o tempo de eluição, de alíquota 

retirada após 2 horas de reação: 24,82; até o tempo de eluição do polímero após 

purificação: 24,12 min.). Também é observável a redução da polidispersidade das 

cadeias, ao decorrer do tempo. 
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Figura 20. Tempos de eluição por GPC de alíquotas da mistura reacional de 

PMMA52 obtidas de diferentes tempos de polimerização: a) 2 horas; b) 2,5 horas; c) 

3 horas; d) 3,5 horas e; e) PMMAmacroCTA215 purificado. 

 

Os homopolímeros descritos na sessão anterior foram utilizados como bloco 

de partida (macroCTA) para a construção de copolímeros dibloco. A seguir, detalhes 

sobre as copolimerizações.  

 

7.2.2 Copolímeros dibloco 

 

Os homopolímeros obtidos por técnica RAFT (macroCTAs) permitem a 

síntese de um segundo bloco, que pode ser constituído do mesmo tipo ou de 

diferentes monômeros. Os homopolímeros sintetizados (vide sessão anterior) foram, 

portanto, usados para a construção de copolímeros dibloco de variados tamanhos 
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de cadeia e diferentes razões de hidrofobicidade/hidrofilicidade.  

 

Na Tabela 17 são apresentados os parâmetros moleculares por GPC de 

todos os copolímeros sintetizados. 

 
Tabela 17. Parâmetros moleculares obtidos por GPC dos copolímeros sintetizados 

 
Estrutura Mw Mn [g.mol-] a Mw/Mn 

PMMA60-b-DMAEMA124 48.550 36.350 1,36 

PDMAEMA315-b-PS781 189.800 144.820 1,49 

PMMA52-b-DMAEMA294 60.800 46.600 1,24 

PDMAEMA315-b-PS244 152.930 74.840 1,56 

PMMA141-b-DMAEMA119 30.400 21.400 1,21 

PS160-b-DMAEMA60 29.000 26.070 1,13 

PS160-b-DMAEMA32 27.750 22.170 1,25 

PMMA215-b-DMAEMA135 40.550 28.700 1,48 

                    a Valores de Mn aproximados, obtidos por GPC;  

 
 
 

Os copolímeros obtidos também foram analisados por FTIR e RMN de 1H 

(resultados compilados nas Tabelas 18 e 19, apresentadas a seguir). Os resultados 

se complementam no que diz respeito à obtenção de produtos livres de 

contaminação.  
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Tabela 18. Principais sinais nos espectros de FTIR dos copolímeros dibloco sintetizados 

 
Estrutura Números de onda (cm

-1
) dos grupos funcionais característicos 

 (C-H) (C-H2/C-H3) (C=O / C-O) (C=C e C-H de 

aromáticos) 

PMMA77-b-DMAEMA160 

 
2820 e 2767  

 
2948 

1386 e 1398 (CH3 – 

dimetilgeminal) 
 

1725 - 

PDMAEMA315-b-PS781 

 
2820 e 2767 2948 

1385(CH3 – 

dimetilgeminal) 

1724 1491 (C=C de aromáticos) 
696 - Deformação angular de 

aromáticos) 
 

PMMA52-b-DMAEMA263 

 
2823 e 2765 

 
 

2948 
 

1724 - 

PDMAEMA315-b-PS244 2820 e 2766 2943 1723 1490 (C=C de aromáticos) 
696 - Deformação angular de 

aromáticos) 
 

PMMA79-b-DMAEMA94 

 
2823 e 2765 

 
2947 

 
1724  

 
 

PS160-b-DMAEMA60 

 
2820 e 2767 2946 1726 692 - Deformação angular de 

aromáticos) 
 

PS160-b-DMAEMA32 

 
2820 e 2768 2949 1726 698 - Deformação angular de 

aromáticos) 
 

PMMA215-b-DMAEMA135 2823 e 2765 2948 1725 
1154 

 
 
 

* Os símbolos (-) e (=) representam, respectivamente, ligações simples e duplas. 

 
 
Tabela 19. Deslocamentos químicos por RMN de 

1
H dos copolímeros dibloco sintetizados 

 
Estrutura Deslocamentos químicos (δ) característicos (ppm)  

 CCH2 *CCH3 OCH3 OCH2 NCH2 

 
NCH3 (dimetil) CH (aromáticos) 

PMMA60-b-DMAEMA124 0,86 1,83 3,69 4,04 2,54 2,26 - 
 

PDMAEMA315-b- PS 781 0,88 1,83 - 4,08 2,63 2,32 6,29-7,41 
        

PMMA52-b-DMAEMA294 0,89 1,82 3,60 4,07 2,58 2,30 - 
 

PDMAEMA315-b-PS244 0,89 
 

1,83 - 
 

4,06 2,58 2,29 6,40-4,42 

PMMA141-b-DMAEMA119 0,85 1,83 3,60 4,06 257 2,28 - 
 

PS160-b-DMAEMA60 0,88 1,83 - 4,06 2,58 2,29 6,29-7,40 
 

PS160-b-DMAEMA32 0,88 1,83 - 4,06 2,56 2,28 6,31-4,43 
 

PMMA215-b-DMAEMA135 0,85 1,82 3,59 4,05 2,56 2,29 - 
 

    
  *δ referentes aos prótons (CCH3) de DMAEMA, em região próxima também em MMA; Os sinais de deslocamento de MMA 
estão em vermelho, estireno em preto e de DMAEMA em azul. 

 
 

Os resultados de síntese e caracterização de cada copolímero serão 

descritos, a seguir:  
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PS160-b-DMAEMA60 

O polímero, depois de purificado, se mostrou de coloração amarelada e com 

aspecto granulado. O cromatograma de GPC (Figura 21) demonstra que houve 

reduzido deslocamento do sinal para menor tempo de eluição (em comparação ao 

tempo de eluição apresentado pelo PSmacroCTA160, usado como bloco de partida). 

Esse resultado parece sugerir que não houve crescimento das cadeias de 

PDMAEMA. A explicação para isso pode estar relacionada à baixa reatividade 

reacional quando se utiliza homopolímeros de PSmacroCTA como bloco de partida.  
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Figura 21: Tempo de eluição por GPC de: a) PSmacroCTA160 e; b) PS160-b-

DMAEMA60 purificado. 

 

Entretanto, os dados de RMN de 1H do copolímero (vide material 

complementar, MC19) e (Tabela 19), depois de repetidas etapas de purificação, 
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demonstram estar presentes os principais sinais em 4,15 ppm (referente ao grupo 

metila do PDMAEMA) e na região compreendida entre 6,3 e 4,4 ppm (referente a 

prótons de aromáticos), sugerindo o sucesso da copolimerização. O espectro de 

FTIR (vide material complementar, MC20) e (Tabela 18) do copolímero puro 

também apresenta sinais característicos na região de DAFP, característico dos 

grupos aromáticos do estireno. Também são observados sinais característicos de 

aminas e carbonilas, existentes na estrutura do DMAEMA. (DE SOUZA et al., 2011; 

FOURNIER et al., 2007; ZHU; TAN; DU, 2008) 

 

 

PS160-b-DMAEMA32 

 

O polímero purificado se mostrou de coloração amarelada e aspecto vítreo. 

O cromatograma de GPC (Figura 22, abaixo) demonstra que não houve 

deslocamento do sinal para menor tempo de eluição (em comparação ao tempo de 

eluição apresentado pelo PSmacroCTA160, usado como bloco de partida). Esse 

resultado é semelhante ao observado para o copolímero anteriormente descrito e 

também parece sugerir que não houve crescimento das cadeias de PDMAEMA.   
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Figura 22: Tempos de eluição por GPC de: a) PSmacroCTA160 e; b) PS160-b-

DMAEMA32 purificado. 

 

Entretanto, os dados de RMN de 1H do copolímero (vide material 

complementar, MC21) e (Tabela 19), depois de repetidas etapas de purificação, 

demonstram estar presentes os principais sinais em 4,15 ppm (referente ao grupo 

metila do DMAEMA) e na região compreendida entre 6,3 e 4,4 ppm (referente a 

prótons de aromáticos), sugerindo sucesso da copolimerização. O espectro de FTIR 

(vide material complementar, MC22) e (Tabela 18) do copolímero puro também 

apresenta sinais na região de DAFP, característico dos grupos aromáticos. Também 

são observadas bandas características de aminas e carbonilas, presentes na 

estrutura do DMAEMA.  

Os dois materiais que serão descritos doravante foram planejados para a 
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formação de polimerossomos. O bloco de PDMAEMAmacroCTA315 foi usado como 

partida para a construção dos copolímeros dibloco de PDMAEMA-b-PS.   

 

PDMAEMA315-b-PS244  e PDMAEMA315-b-PS781    

Ambos os copolímeros apresentaram aspecto plástico, de coloração 

esbranquiçada. A reação, que deu origem aos dois copolímeros foi monitorada por 

GPC (vide mais detalhes sobre as sínteses na sessão materiais e métodos). A 

Tabela 20 apresenta alguns dados de caracterização selecionados. 

 

Tabela 20. Parâmetros de síntese e dados de caracterização dos copolímeros de PDMAEMAn-

b-PSm a 

Material PDMAEMAmacro
CTA (mmol.L-1) b 

Estireno
b
 

(mmol.L-1) 
I (mmol.L

-1
) Mn 

c
 

(Kg.mol-1) 

Mw/Mn 
c
 

(a) PDMAEMA315-b-PS244 0,127  1,40 0,19 (AIBN) 74,8 1,4 

(b) PDMAEMA315-b-PS781 0,100 1,23 1,21 (AIBN) 145 1,4 

a PDMAEMA relação (n) e PS (m) nos dois copolímeros foram calculadas das áreas dos sinais por sinais de RMN de 1H e massa 
molar total (vide métodos) b  Quantidade usada de monômeros; c Mensurado por GPC;  

 

A Figura 23, abaixo, apresenta perfis cromatográficos por GPC dos 

polímeros puros.  
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Figura 23: Tempos de eluição por GPC de: (acima), PDMAEMA315-b-PS244 e; 

(abaixo) PDMAEMA315-b-PS871, ambos puros. 
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A progressão da massa molar das cadeias poliméricas das sínteses foi 

monitorada por GPC, por meio da retirada de alíquotas da mistura reacional em 

diferentes tempos (Figura 24 e 25). O crescimento das cadeias é detectado a partir 

do deslocamento do tempo de eluição como uma função do tempo de reação. 

Depois de atingir o peso molecular desejado, cada fração foi coletada para 

purificação, permitindo a obtenção de polímeros estritamente de acordo com o 

planejado.  
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Figura 24: Tempos de eluição por GPC de alíquotas da mistura reacional da síntese 

de PDMAEMA315-b-PS244 a) PDMAEMAmacroCTA315 e alíquotas da mistura 

reacional após: b) 42 horas e; c) 45 horas. 
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Figura 25: Tempos de eluição por GPC de alíquotas da mistura reacional da síntese 

de PDMAEMA315-b-PS781. a) PDMAEMAmacroCTA315 e alíquotas da mistura 

reacional após: b) 45 horas e; c) 69 horas. 

 

A Figura 26 apresenta os perfis cromatográficos dos copolímeros depois de 

purificados, descendentes do PDMAEMAmacroCTA315 
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Figura 26: Tempos de eluição por GPC normalizados de: a) PDMAEMAmacroCTA; 

b) PDMAEMA315-b-PS244 e, c) PDMAEMA315-b-PS781. Deslocamentos de sinal em 

tempos de eluição mais curtos mostram o crescimento das cadeias de PS. 

 

RMN de 1H e FTIR (material complementar, MC23 e MC24) confirmaram 

as estruturas dos copolímeros. Em ambos os espectros de FTIR, bandas são 

observadas em 698 cm-1. Esses sinais estão relacionados à DAFP dos anéis 

aromáticos da estrutura de estireno presente nas cadeias de PS e também sugerem 

que as copolimerizações foram bem sucedidas (ZHU; TAN; DU, 2008). 

O espectro de FTIR de PDMAEMA315-b-PS781 (material complementar, 

MC24) exibe uma banda a 698 cm-1 com maior intensidade, comparado com o sinal 

no mesmo espectro de frequência de PDMAEMA315-b-PS244. Isto é devido à maior 

quantidade de estireno presente nas cadeias do copolímero PDMAEMA315-b-PS781, 

que tem um bloco de PS maior. Ambos os materiais foram submetidos a ensaios 
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para analisar a capacidade de formarem polimerossomos. Esses resultados serão 

descritos posteriormente. 

Os copolímeros dibloco candidatos à entrega de fármacos também foram 

construídos com sucesso. Todos os copolímeros se apresentaram de coloração 

amarelada, com aspecto vítreo. Doravante, os resultados das sínteses e 

caracterizações desses materiais.  

 

PMMA60-b-DMAEMA124 

O cromatograma por GPC se encontra na Figura 27 e apresenta os traços 

do PMMAmacroCTA60 (bloco de partida), das alíquotas das misturas reacionais em 

função do tempo e do copolímero puro. O deslocamento do sinal para menores 

tempos de eluição demonstra o crescimento das cadeias e, consequentemente, 

ratificam o sucesso da síntese. Também é notável a simetria dos sinais, que significa 

que as cadeias se mantiveram com baixa polidispersidade ao longo da reação, 

fenômeno característico de sínteses por RAFT. Essas observações, juntamente com 

resultados de RMN de 1H e FTIR (espectros em material complementar, MC25 e 

MC26) estão de acordo com a literatura (DE SOUZA et al., 2011; XIONG et al., 

2004). Eles comprovam o sucesso na obtenção de um material de elevada pureza, 

baixa polidispersidade e na medida exata do que foi planejado. 
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Figura 27: Tempos de eluição por GPC de: a) PMMAmacroCTA60; b) 2 horas; c) 3 

horas; d) 4 horas; e) 6 horas e; f) PMMA60-b-DMAEMA124 puro. 

 

No espectro de RMN de 1H (espectro em material complementar, MC25) é 

notável a presença de sinais de deslocamento em 4,15 ppm (referente ao grupo 

metila do DMAEMA) e 3,60 ppm (referente a metila terminal do MMA). O espectro de 

FTIR (material complementar, MC26) apresentou bandas características em 2826, 

2773, 2951, 1728 e 1030 cm-1 que apoiam essas observações. 
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PMMA52-b-DMAEMA294 

Abaixo o cromatograma por GPC. Ele apresenta os tempos de eluição do 

homopolímero de PMMAmacroCTA52 (bloco de partida), das alíquotas da mistura 

reacional em função do tempo e do copolímero de PMMA52-b-DMAEMA294 

purificado. O deslocamento do sinal para menores tempos de eluição demonstra o 

crescimento das cadeias. 
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Figura 28: Tempos de eluição por GPC de: a) PMMAmacroCTA52; b) 30 minutos; c) 

60 minutos; d) PMMA52-b-DMAEMA294 puro. 

 

Observa-se na Figura 28 a existência de um ombro posterior, 

provavelmente relacionado a uma segunda população de cadeias, de tamanhos 

diferentes. Embora isso seja característico de perda do controle reacional, o 
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copolímero resultante se apresentou com baixa polidispersidade, o que é um 

indicativo de sucesso da síntese via RAFT. De qualquer modo, também é possível 

que seja inerente a cadeias em estado de terminação (usualmente chamadas de 

cadeias mortas), não impossíveis de existirem, mesmo em uma síntese via RAFT. 

Os dados de GPC, juntamente com os resultados de RMN de 1H e FTIR 

(espectros em material complementar, MC27 e MC28), sugerem o sucesso da 

obtenção de um polímero puro. Os dados de RMN de 1H estão em sintonia com 

resultados já descritos na literatura e também sugerem o sucesso da reação (DE 

SOUZA et al., 2011; WETERING et al., 1998). 

No espectro de RMN de 1H (espectro em material complementar, MC27) é 

notável a presença de sinais de deslocamento em 4,15 ppm (referente ao grupo 

metila do DMAEMA) e 3,60 ppm (referente a metila terminal do MMA, e no espectro 

de FTIR (material complementar, MC28)  também há bandas características em 

2826, 2773, 2951, 1728 e 1030 cm-1 que apoiam essas observações. 

 

PMMA141-b-DMAEMA119 

 

O cromatograma por GPC se encontra na Figura 29 e apresenta os tempos 

de eluição do PMMAmacroCTA141, das alíquotas da mistura reacional em função do 

tempo e do copolímero de PMMA141-b-DMAEMA119 puro. O deslocamento dos sinais 

para menores tempos de eluição demonstra o crescimento das cadeias e, 

consequentemente, também sugere o sucesso da copolimerização. Essas 

observações, juntamente com resultados de RMN de 1H e FTIR (espectros em 

material complementar, MC29 e MC30) sugerem sucesso da copolimerização.  
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Figura 29: Tempos de eluição por GPC de: a) PMMAmacroCTA60; b) 60 minutos; c) 

90 minutos; PMMA141-b-DMAEMA119 puro. 

 

No espectro de RMN de 1H (espectro em material complementar, MC29) é 

notável a presença de sinais de deslocamento em 4,15 ppm (referente ao grupo 

metila do DMAEMA) e 3,60 ppm (referente a metila terminal do MMA). O espectro de 

FTIR (material complementar, MC30) apresentou bandas características desse tipo 

de material em 2826, 2773, 2951, 1728 e 1030 cm-1. 
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PMMA215-b-DMAEMA135 

 

O polímero, depois de purificado, se mostrou de coloração amarelada e 

aspecto vítreo. No cromatograma de GPC (Figura 30) é visível o deslocamento do 

sinal para um menor tempo de eluição, demonstrando o crescimento das cadeias de 

DMAEMA.  
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Figura 30: Tempos de eluição por GPC de: a) PMMAmacroCTA215 e; b) PMMA215-b-

DMAEMA135 

 

Os dados de RMN de 1H do copolímero (material complementar, MC31), 

depois de repetidas etapas de purificação, demonstram estar presentes os principais 

sinais em 4,15 ppm (referente ao grupo metila do DMAEMA) e 3,60 ppm (referente a 
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metila terminal do MMA). O espectro de FTIR (material complementar, MC32), 

apresentou bandas características em 2826, 2773, 2951, 1728 e 1030 cm-1 que, em 

conjunto com os dados de GPC e RMN, comprovam o sucesso da síntese. 

 

 

7.2.3 Copolímeros em distribuição aleatória 

 

Foram obtidos com sucesso 2 (dois) copolímeros em distribuição aleatória: 

PMMA30-co-DMAEMA63 e PMMA31-co-DMAEMA70. Os valores de polidispersidade 

(Mw/Mn) se mostraram baixos e os copolímeros com morfologia e composição 

monomérica bastante próximos do planejado. A tabela a seguir apresenta alguns 

parâmetros moleculares obtidos via GPC. 

 

Tabela 21. Parâmetros moleculares via GPC de copolímeros em distribuição 

aleatória sintetizados por RAFT 

Estrutura Mw Mn [g.mol
-
] Mw/Mn 

 

PMMA30-co-DMAEMA63 

 

17.130 

 

12.800 

 

1,33 

PMMA31-co-DMAEMA70 20.180 14.000 1,44 

                         
 
 

As Tabelas 22 e 23 apresentam, respectivamente, as frequências 

vibracionais observadas por análises de FTIR e os deslocamentos químicos dos 

prótons (analises de RMN de 1H) presentes nas estruturas dos meros que compõem 

cada material, que são condizentes com copolímeros de elevada pureza constituídos 

de MMA e DMAEMA (DE SOUZA; NAVES; FLORENZANO, 2012; DE SOUZA et al., 

2011; FRANCO et al., 2017; HADJIANTONIOU et al., 2010). 
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Tabela 22. Frequências vibracionais por FTIR de copolímeros em distribuição aleatória sintetizados 

por RAFT 

Estrutura Frequência (cm
-1

) dos grupos funcionais característicos  

 (C-H) (C-H2/C-H3) (C=O / C-O) (C-H) 

PMMA30-co-DMAEMA63 2820 e 2767  
 

2948 
1386 e 1398 (CH3 – 

dimetilgeminal) 
 

1725 2820 e 2767  
 

PMMA31-co-DMAEMA70 2820 e 2767  
 

2948 
1386 e 1398 (CH3 – 

dimetilgeminal) 
 

1725 2820 e 2767  
 

 
 
 
 
Tabela 23. Principais deslocamentos químicos (RMN de 

1
H) de copolímeros em distribuição aleatória 

sintetizados por RAFT 

Estrutura Deslocamentos químicos (δ) característicos (ppm)  

 CCH2 *CCH3 OCH3 OCH2 NCH2 NCH3 (dimetil) 

PMMA30-co-DMAEMA63 0,88 1,83 3,59 4,05 2,56 2,28 

PMMA31-co-DMAEMA70 0,88 1,82 3,59 4,06 2,56 2,29 

 *δ referentes aos prótons(CCH3) de DMAEMA, em região próxima também em MMA 
 

A seguir, detalhes das caracterizações dos copolímeros obtidos. 

 

PMMA30-co-DMAEMA63 e PMMA31-co-DMAEMA70 

 

Ambos os copolímeros apresentaram aspecto viscoso, com 

coloração amarelada e facilmente solúvel em água. A Figura 30 (abaixo) 

apresenta os tempos de eluição por GPC dos materiais puros.  
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Figura 30. Tempos de eluição por GPC de: (acima) PMMA30-co-DMAEMA63, 

e; (abaixo) PMMA31-co-DMAEMA70, ambos puros. 

 

A reação, que deu origem aos dois copolímeros, foi monitorada por GPC, 

conforme mostra a Figura 31 (detalhes sobre a síntese na sessão métodos). O 

deslocamento do sinal para menores tempos de eluição caracteriza o crescimento 

das cadeias e aumento do peso molecular.  
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Figura 31. Tempos de eluição por GPC de alíquotas da mistura reacional em função 

do tempo, sendo: a) 60 minutos; b) 90 minutos; c) 120 minutos (fração que originou o 

PMMA30-co-DMAEMA63); d) 150 minutos; e) 180 minutos e; f) 190 minutos (fração 

que originou o PMMA31-co-DMAEMA70) 

 

 

O crescimento das cadeias poliméricas foi monitorado. Para isso, alíquotas 

coletadas em intervalos de 30 minutos após o início da reação foram imediatamente 

injetadas no cromatógrafo (GPC). No momento em que as cadeias em crescimento 

na mistura alcançaram a massa molar desejada, metade do conteúdo da mistura 

reacional foi coletada e submetida ao processo de purificação, permitindo a 

obtenção do primeiro copolímero: PMMA30-co-DMAEMA63. A mistura reacional 

resultante no balão reacional foi mantida polimerizando até o tempo de 190 minutos, 

momento em que o segundo copolímero alcançou massa molecular próxima do 



98 

 

planejado. Essa mistura também foi purificada, originando o copolímero de PMMA31-

co-DMAEMA70. 

Em polimerizações deste tipo, os meros de MMA e DMAEMA são inseridos 

nas cadeias de forma aleatória (embora controlada, conforme sínteses por RAFT). É 

mais favorável a inserção de meros de DMAEMA nas cadeias em crescimento, pelo 

fato desse monômero se encontrar em maior quantidade na mistura reacional. 

Nos espectros de RMN de 1H (espectros em material complementar, MC33 

e MC35) nota-se a presença de sinais de deslocamento em 4,15 ppm (referente ao 

grupo metila do DMAEMA) e 3,60 ppm (referente a metila terminal do MMA). Os 

espectros de FTIR (material complementar, MC34 e MC36) apresentaram sinais 

característicos em 2826, 2773, 2951, 1728 e 1030 cm-1 que apoiam essas 

observações e, em sintonia com os demais resultados, sugerem a obtenção de 

copolímeros de elevada pureza, próximos ao idealizado. 

 

8. APLICAÇÕES BIOLÓGICAS E BIOMIMÉTICAS 

 

8.1 Formação de polimerossomos 

 

DMAEMA é um polieletrólito fraco em água com um valor de pKa de ~ 8,44. 

O monômero DMAEMA possui um grupo amino terciário que pode sofrer alterações 

no grau de protonação em função do pH (Em reduzido pH tende a ocorrer a 

protonação desses grupos amino, aumentando a carga líquida positiva da cadeia 

polimérica). Esta resposta protonação/desprotonação dependente do pH do 

DMAEMA que pode alterar a razão hidrofílica-hidrofóbica dos copolímeros 

correspondentes. Então, isso pode alterar a morfologia, bem como o tamanho das 
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estruturas automontadas em diferentes valores de pH. O comportamento das 

partículas formadas em função da temperatura, em tampões com diferentes valores 

de pH, foi explorado por DLS. (Tabela 24 e Figura 32) 

 
PDMAEMA315-b-PS244 

 

Tampão pH 
Diâmetro (número 

médio, nm) (DP) 

PDI (DP) Potencial Zeta 
(DP) 

     

Acetato 5,0 96 (6) 0,64 (0,20) + 44,2 (1,9) 
Tris-HCl 7,4 147 (25) 0,71 (0,24) + 29,3 (3,9) 
Tris-HCl 8,0 86 (26) 0,54 (0,06) + 25,0 (2,4) 
Fosfato 8,0 93 (9) 0,45 (0,05) + 12,8 (1,0) 
     

 
PDMAEMA315-b-PS781 

Tampão pH Diâmetro (número 
médio, nm) (DP) 

PDI (DP) Potencial Zeta 
(DP) 

     
Acetato 5,0 104 (18) 0,46 (0,02) + 43,0 (1,0) 
Tris-HCl 7,4 80 (20) 0,36 (0,08) + 33,5 (1,2) 
Tris-HCl 8,0 58 (3) 0,29 (0,06) + 20,9 (2,1) 
Fosfato 8,0 111 (19) 0,29 (0,11) + 12,6 (0,5) 

  104 (18) 0,46 (0,02) + 43,0 (1,0) 

 

Tabela 24. Efeito do pH e diferentes tampões nos Número Médio e Potencial 

Zeta dos polimerossomos. DP é o desvio padrão da medida. 

 

Comparando-se os valores do Número Médio de partículas nos tampões 

TRIS-HCl pHs 7,4 e 8,0 observa-se que o número de partículas diminui com o 

aumento de pH, o que sugere que com a diminuição da carga dos grupos amino 

ocorre maior agregação dos copolímeros, resultando na diminuição do número de 

partículas. Por outro lado, comparando-se o número de partículas dos polímeros no 

mesmo pH (pH=8), observa-se que em tampão fosfato o número de partículas é 

maior do que em TRIS-HCl, o que sugere que, apesar da maior eficiência do fosfato 

em neutralizar as partículas do que o Cl- (o que pode ser verificado pelo valor do 
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potencial zeta, que é menor nas partículas em tampão fosfato do que em Tris/HCl), 

os agregados são menores em tampão fosfato, talvez devido a uma maior 

compactação entre os meros das partículas. Esta análise é particularmente difícil de 

fazer e exigiria mais experimentos na medida em que, em pH 8, o tampão TRIS-HCl 

está aproximadamente 50 % protonado e portanto a concentração de Cl- também é 

50 % da concentração total do tampão enquanto que, o tampão fosfato, em pH 8, 

está majoritariamente desprotonado (pKa = 7.21) e com duas cargas negativas e, 

portanto, é difícil comparar o seu comportamento com o do Cl-, pois suas 

concentrações e cargas são diferentes. 

Os resultados mostram haver aumento dos valores de Potencial Zeta para 

amostras contendo agregados preparados em tampões com menores valores de pH, 

sugerindo aumento do grau de protonação do grupo amino terciário das cadeias de 

PDMAEMA, à medida que o pH do meio decresce. 

Resultados das análises de amostras preparadas em tampões Tris-HCl e 

fosfato, ambos em pH 8, mostram menores valores de Potencial Zeta para amostras 

preparadas em tampão fosfato. É possível que isso ocorra porque as cargas 

negativas dos grupos fosfato do tampão estejam neutralizando as cargas positivas 

dos grupos amino do PDMAEMA com maior eficiência do que os ânions Cl- do 

tampão Tris-HCl. 

A Figura 32 apresenta o comportamento das partículas formadas em 

diferentes tampões, em função da temperatura. 
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Figura 32. Diâmetro hidrodinâmico (Dh) e potencial zeta em função da temperatura 

e pH de partículas de PDMAEMA315-b-PS244 (esquerda) e PDMAEMA315-b-PS781 (direita) em 

diferentes tampões. (A): tampão acetato - pH 5,0; (B): tampão Tris-HCl - pH 7,4; (C) 

tampão fosfato - pH 8,0 e; (D) tampão Tris-HCl - pH 8.   
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O tamanho das partículas formadas é compatível com vesículas em todas as 

condições estudadas, sugerindo que esses sistemas, preparados de maneira 

simples, formam polimerossomos. Parece haver aumento do diâmetro hidrodinâmico 

das partículas de PDMAEMA315-b-PS244 a partir de 65 ºC e de PDMAEMA315-b-PS781, 

a partir de 85 ºC, mas somente quando foram preparados em tampão fosfato. À 

medida que o pH aumenta, os grupos amino ficam menos carregados positivamente, 

reduzindo a repulsão entre as cargas positivas e isso deveria ocasionar a redução 

do diâmetro hidrodinâmico dos polimerossomos. Entretanto, esse comportamento 

não foi observado. Por outro lado, a diminuição da repulsão eletrostática entre os 

grupos amino pode levar ao aumento do número de agregação dos copolímeros e, 

consequentemente, aumento do número de agregação e do diâmetro. 

A fim de verificar se as partículas possuíam compartimento interno hidrofílico 

(uma característica de polimerossomos), foram realizados estudos de incorporação 

de sonda hidrossolúvel, por estudos de Ressonância Paramagnética Eletrônica. 

Ensaios RPE indicaram a presença de um compartimento hidrofílico e a não 

permeabilidade da sonda incorporada no interior das partículas, sendo isso 

constatado pela manutenção do sinal RPE residual, após a supressão do sinal da 

sonda por acido ascórbico (vide métodos). A porcentagem calculada de 

incorporação foi de 0,59 e 0,53% do volume total da amostra (1 mg de copolímero 

em 1 mL de solução), respectivamente para PDMAEMA315-b-PS244 e PDMAEMA315-b-

PS781. (Tabela 25) 
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Tabela 25: Sinais residual e total por RPE antes e depois da adição de ascorbato, 

Percentagem de encapsulação e volume total do compartimento aquoso de uma solução a 1 

mg/mL de polimerossomos de PDMAEMA315-b-PS244 e PDMAEMA315-b-PS781 em tampão 

Tris-HCl 0.01 M, pH 7.4. 

Amostra Total do sinal (RPE)  

(x10
-3

) 

Sinal RPE 

residual (x10
-3

) 

% de 

encapsulação 

Volume interno 

total (µL) /% 

Controle 2,816 Não detectável - - - - - - - - 

PDMAEMA315-b-PS244 2,790 0,01063 0,59 ± 0,07 1,00 (0,60%) 

PDMAEMA315-b-PS781 2,706 0,0143 0,53 ± 0,05 0,90(0,53%) 

 

A estrutura da sonda de CAT utilizada e o sinal RPE estão disponíveis em 

material complementar, MC37 e MC38, respectivamente. (RAUCKMAN; ROSEN; 

ABOU-DONIA, 1976)   

Comparando-se a eficiência de encapsulação nas partículas formadas pelos 

dois copolímeros, dada a sua concentração em termos de massa (mg/mL), ambos 

atingiram aproximadamente o mesmo grau de encapsulação. Devido à diferença de 

tamanho e massa molar, consequentemente, o PDMAEMA315-b-PS244 apresentou 

maior eficiência de encapsulação por molécula. Também foram realizados cálculos 

de modelagem das partículas (não apresentados), usando dados de volume de 

partículas DLS. Os resultados sugerem um volume (fração) de encapsulação de 

aproximadamente 0,55% (PDMAEMA315-b-PS244) e 0,49% (PDMAEMA315-b-PS781) 

de encapsulação e são consistentes com o observado nos experimentos de RPE. 

As análises das partículas em água por Microscopia Eletrônica de 

Transmissão por Coloração Negativa revelaram predominantemente vesículas de 80 

nm de diâmetro médio para ambos os materiais (Figuras 33 e 34).  
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Figura 33. Imagens por Microscopia Eletrônica de Transmissão por Coloração Negativa de 

polimerossomos de PDMAEMA315-b-PS244. Os polimerossomos foram montados em tampão 

Tris-HCl a 10 mmol.L-1 (pH 7.4). As escalas estão na figura. 
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Figura 34. Imagens por Microscopia Eletrônica de Transmissão por Coloração Negativa de 

polimerossomos de PDMAEMA315-b-PS781. Os polimerossomos foram montados em tampão 

Tris-HCl a 10 mmol.L-1 (pH 7.4). As escalas estão na figura. 

 

 

O diâmetro médio observado para os polimerossomos visualizados por 

análises de microscopia eletrônica pareceu ser significativamente menor do que o 

observado no DLS. Isso pode se justificar pelo fato de que as amostras medidas por 

microscopia estavam no estado seco e isso está em concordância com o 

preconizado na literatura (BHATTACHARJEE, 2016). Por causa do processo de 
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preparo das amostras, que envolve a remoção de água, os polimerossomos podem 

estar em uma condição mais compacta, sem camadas de solvatação. Nas análises 

de DLS, as coroas dos polimerossomos podem estar solvatadas, com moléculas de 

água associadas às partículas o que induz aumento do Dh (BHATTACHARJEE, 

2016; SPECTROSCOPY; SCATTERING; MOTION, 2011). 

As imagens obtidas parecem mostrar polimerossomos de diferentes 

diâmetros, dando a falsa impressão de alta polidispersidade. No entanto, isso não 

ocorre, porque os polimerossomos, quando observados ao microscópio, se 

apresentam em diferentes planos de profundidade na grade. As análises de DLS 

apresentadas em sessão anterior mostram polimerossomos com diâmetros 

hidrodinâmicos relativamente próximos, sugerindo baixa polidispersidade.  

Os resultados obtidos por RPE e MET permitem inferir que os 

polimerossomos possuem um compartimento hidrofílico interno separado do 

invólucro hidrofílico externo por uma camada hidrofóbica. A camada hidrofóbica é 

formada por blocos de PS e os núcleos hidrofílicos pelos blocos de PDMAEMA, de 

acordo com a representação esquemática (Figura 35). 
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Figura 35. Representação esquemática sugerida para a morfologia de um polimerossomo, 

com base nos resultados obtidos por DLS, RPE e Microscopia Eletrônica de Transmissão 

por Coloração Negativa 

 

As camadas hidrofílicas interna e externa, por serem formadas por blocos de 

PDMAEMA (que possuem grupos carregados positivamente), podem tornar os 

polimerossomos obtidos interessantes para entrega de genes, pois as cargas 

positivas dos grupos amino do PDMAEMA complexam DNA (LEE et al., 2011; 

WETERING et al., 1998). Além disso, os polimerossomos formados possuem uma 

camada interna hidrofílica capaz de aprisionar água, o que os torna potenciais 

candidatos a nanoreatores (ZHU et al., 2017).  

 

8.2 Polímeros para a Transfecção de genes 

 

Embora os homopolímeros de PDMAEMA se liguem ao DNA (ARIGITA et 

al., 1999; XUE et al., 2014), a transferência de DNA com estes polímeros para 



108 

 

células bacterianas não foi descrita. A ligação PDMAEMA/DNA resulta de interações 

eletrostáticas (WETERING et al., 1998). Não há estudos que demonstram se a 

transfecção bacteriana está relacionada com o equilíbrio hidrofóbico/hidrofílico do 

material polimérico. Para testar se o aumento da hidrofobicidade poderia aumentar a 

capacidade do polímero para mediar à transferência de DNA para células 

bacterianas, foram desenvolvidos copolímeros anfipáticos de diferentes tamanhos e 

composições. Polímeros de PMMA, PDMAEMA e dois copolímeros contendo ambas 

as unidades e diferentes proporções de monômeros foram sintetizados para verificar 

o impacto das relações DMAEMA/MMA na eficiência de transformação bacteriana. O 

MMA foi escolhido como o componente hidrofóbico porque forma materiais 

biocompatíveis para uma ampla variedade de aplicações na indústria biomédica 

(ALI; KARIM; BUANG, 2015; QING, 2006). 

Copolímeros de PMMA-co-PDMAEMA foram sintetizados via polimerização 

de radical livre ou via RAFT (ver Métodos). Homopolímeros de PDMAEMA e PMMA 

foram sintetizados via RAFT.  

Para testar se os copolímeros selecionados contendo DMAEMA se ligam ao 

DNA, foram realizados experimentos em eletroforese em gel de agarose de um DNA 

plasmideal (pUC19) (Figura 36). O pUC19 é um vetor de clonagem padrão com 

elevado teor de cópias contendo o gene lacZ, que codifica para a β-galactosidase. A 

migração eletroforética de pUC19 no gel de agarose produziu duas bandas, uma 

correspondendo a DNA circular, migrando com tamanho aparente > 10 kb, e DNA 

super-enrolado migrando com tamanho aparente de 2 kb (Figura 36). Este 

comportamento é consistente com DNA plasmideal não clivado. A adição de 

PDMAEMA315 ou PMMA3-co-PDMAEMA26 (FRP) e PMMA31-co-PDMAEMA70 (RAFT) 
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levou à migração alterada de pUC19 no gel de agarose e até mesmo retenção de 

DNA próximo ao slot de aplicação. O PMMA60, por outro lado, não afetou a migração 

do pUC19. 

A ligação ao DNA, portanto, foi relacionada à presença de PDMAEMA, uma 

vez que as amostras de DNA contendo apenas polimetacrilato de metila (PMMA60) 

nas concentrações de 30 e 50 µg não exibiram um desvio da banda de DNA no gel 

de agarose (Figura 36). No geral, essas observações mostraram que polímeros 

contendo PDMAEMA, com uma carga líquida positiva, são necessários para a 

ligação do DNA e mudanças de mobilidade eletroforética (WETERING et al., 1998). 
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Figura 36. Eletroforese em gel de agarose dos copolímeros e do DNA plasmideal pUC19. A 

ligação de pUC19 aos copolímeros muda sua banda de migração no gel de agarose. A 

eletroforese foi realizada durante 90 minutos a 50 volts. As seguintes quantidades de 

copolímeros foram testadas: 30, 50 e 100 µg. As pistas (lanes) A e B referem-se aos 

controles que correspondem ao DNA apenas na presença de THF (A) ou tampão (B), 

adicionados em substituição do copolímero. Os copolímeros adicionados em cada 

experiência são indicados por números: 1 = PMMA60; 2 = PDMAEMA315; 3 = PMMA3-co-

PDMAEMA26 (FRP); 4 = PMMA31-co-PDMAEMA70. 

 

Depois de se observar que os copolímeros contendo PDMAEMA se ligam ao 

DNA plasmideal, investigou-se se estes polímeros foram capazes de mediar a 

entrega de pUC19 em células de E. coli não competentes. Colônias bacterianas que 

receberam o DNA pUC19 podem ser identificadas pelo teste de triagem branco-

azulado (do inglês: blue-white screening test). Nesta experiência, a expressão do 

gene lacZ após a indução com IPTG resulta em uma β-galactosidase funcional que 

catalisa a reação de clivagem da ligação glicosídica no substrato cromogênico X-Gal 
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adicionado às placas de ágar, produzindo um pigmento azul e, portanto, as colônias 

adquirem cor azulada (ZHANG, 2016). 

Bactérias transformadas com pUC19 funcional foram identificadas como 

colônias azuis em placas de ágar (Figura 37). Apenas as células de E. coli que 

foram incubadas com PMMA3-co-PDMAEMA26 (FRP) ou PMMA31-co-PDMAEMA70, 

mas não com PDMAEMA315 ou PMMA60 (não mostradas), produziram colônias de 

cor azul nas placas de ágar. Uma única colônia azul da experiência anterior foi 

plaqueada em uma nova placa LB-agar contendo IPTG e X-Gal, produzindo colônias 

azuis adicionais após 12 horas de incubação a 37 ºC (Figura 37), mostrando que as 

colônias transformadas estavam totalmente funcionais, retendo a capacidade de 

crescer e expressar β-galactosidase. 

O crescimento de células de E. coli foi mais lento na presença de copolímero 

do que na sua ausência. Após transformação na presença de copolímeros, novas 

colônias foram observadas visualmente em placas somente após 36 horas de 

incubação a 37 ºC, ao invés do tempo usual de crescimento de 12 horas. A fim de 

quantificar a eficiência de transformação do copolímero, o número de unidades 

formadoras de colônias (UFC) foi quantificada e comparada com um método de 

transformação padrão baseado no choque térmico de células de E. coli 

quimicamente competentes. As eficiências de transformação de copolímero 

dependeram da quantidade de copolímero utilizada, e a melhor foi de 0,5 µg, sob as 

condições testadas (Tabela 26). Neste intervalo de concentração, o método de 

transformação padrão produziu cerca de cinco vezes mais colónias do que a 

transformação de E. coli não competente induzida pela presença dos copolímeros 

(Tabela 26). Considerando que a experiência de transformação de E. coli induzida 
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pelo polímero foi realizada utilizando uma razão bactéria/DNA aproximadamente 8 

vezes superior a utilizada no experimento de controle (ver a seção de métodos), a 

transformaçãoo mediada por copolímero foi 40 vezes menos eficiente que o método 

usual de transformação química. O ajuste fino da morfologia dos copolímeros pode 

resultar em polímeros vetores mais eficientes. Não observamos colônias azuis 

quando células de E. coli foram transfectadas na presença de PMMA60, em 

consonância com a observação de que este polímero não se liga ao DNA (Figura 

37). Curiosamente, o homopolímero PDMAEMA315 também não conseguiu 

transformar as células de E. coli, embora se ligue ao DNA (Figura 37). 

 

Figura 37. Expressão de pUC19 em E. coli DH5α de acordo com o teste de triagem branco-

azulado (blue-white screening test). A) PMMA3-co-PDMAEMA26 (FRP) B) PMMA31-co-

PDMAEMA70. A quantidade de copolímero utilizada nesta experiência foi de 0,5 µg 

(esquerda) ou 1 µg (do meio). A terceira coluna refere-se à inoculação de uma única colônia 

azulada (1 µg) em uma nova placa de ágar contendo IPTG e X-Gal. Os controles foram 

realizados na ausência do polímero que foi substituído por THF ou tampão e não 

apresentaram colónias. 



113 

 

Tabela 26: Eficiência de transformação de Escherichia coli (UFC – unidades formadas de 

colônia) 

Polímero 
Número de colônias 

0,25 µg
c
 0,5 µg

c
 1 µg

c
 5 µg

c
 

PDMAEMA315 0 0 0 0 

PMMA60 0 0 0 0 

PMMA3-co-PDMAEMA26 

(FRP) 
10 ± 2,1 53 ± 4,2 31 ± 25,7 1 ± 0,6 

PMMA31-co-PDMAEMA70 4 ± 4,0 43 ± 6,0 48 ± 23,1 0 

THF 0 0 0 0 

Tampão 0 0 0 0 

Choque térmico (Heat 
shock) 

b
 

350 ± 42,1 220 ± 6,1 180 ± 8,1 160 ± 4,6 

Choque térmico (Heat 
shock) 

a
 

0 0 0 0 

a Células não competentes;  b Células quimicamente competentes; c Quantidade de polímero 
adicionado (a partir de 1 mg / mL de solução de THF). Os valores reportados são a média e 
o desvio padrão de três experiências  

 

A presença de uma pequena fração de PMMA nas cadeias de polímeros foi 

necessária para transfecção. Note que apenas um homopolímero de PDMAEMA foi 

usado e esse polímero foi obtido exclusivamente pela RAFT. Uma mudança 

sistemática desses parâmetros ainda é necessária para descobrir se o PDMAEMA 

não é capaz de transferir o DNA para as bactérias, independentemente das 

variáveis. A Tabela 26 também indica que o copolímero obtido pelo FRP (PMMA3-

co-PDMAEMA26) é mais eficiente para transformar E. coli do que a obtida pela RAFT 

(PMMA31-co-PDMAEMA70). Esses dois copolímeros diferem em três características: 

massa molar total, composição diferencial e método de síntese. Qualquer uma 

dessas variáveis, ou sua combinação, pode explicar a diferença na capacidade de 
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transferência. A massa molar está relacionada com o tamanho do poliplexo formado 

pela combinação com o DNA, assim como a toxicidade.  

A composição diferencial está relacionada ao balanço hidrofílico / 

hidrofóbico, que pode ser, sem dúvida, um fator significativo para a interação da 

superfície bacteriana com o poliplexo. Finalmente, os polímeros RAFT apresentam 

um grupo enxofre em uma ou ambas as extremidades da cadeia, o que pode afetar 

o processo de transferência e a toxicidade. Os polímeros FRP, por outro lado, 

apresentam heterogeneidade inter-cadeias composicional, dificultando saber quais 

cadeias são os melhores agentes de transferência, em termos de composição. No 

caso específico, isso não é um grande problema, já que a reatividade dos co-

monômeros não é muito diferente. 

Os copolímeros de PDMAEMA e PMMA mediam a transfecção de E. coli. O 

ajuste fino da composição do polímero pode resultar em sistemas de transfecção 

mais eficientes e menos tóxicos. 

A transferência de DNA estranho para células bacterianas geralmente 

envolve a geração de competência por um tratamento químico com CaCl2 seguido 

por uma perturbação por choque térmico. Alternativamente, pode-se usar a 

eletroporação, na qual um pulso elétrico forte e curto é aplicado para perturbar a 

bicamada lipídica, permitindo a penetração de moléculas carregadas, como o DNA. 

Embora essas técnicas sejam estratégias bem estabelecidas para fornecer DNA a 

organismos procariotas, como Escherichia coli, a transformação de outras células 

procarióticas, como Leptospira sp, uma bactéria patogênica de grande importância 

para a saúde pública, ou Xanthomonas campestris, uma bactéria fitopatogênica que 

infecta economicamente culturas essenciais, não é simples. Por isso, métodos de 
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entrega de DNA mais simples e mais eficientes para organismos procarióticos são 

desejáveis e encontrarão aplicações em situações específicas. 

 

9. Conclusão 

 

Foram sintetizados com sucesso diversos polímeros, via Polimerização 

Radicalar Livre e Controlada (RAFT). Todos os materiais foram devidamente 

caracterizados RMN de 1H e FTIR. A massa molar média e sua distribuição foram 

obtidas por Cromatografia de Permeação em Gel (GPC). Essas informações foram 

devidamente utilizadas para a análise de todos os polímeros obtidos e auxiliaram 

nos estudos de correlação estrutura/atividade. 

Dois copolímeros, PDMAEMA315-b-PS244 e PDMAEMA315-b-PS781 se 

mostraram, por meio de um modo simples de preparo, ser capazes de formar 

polimerossomos, em água. Os polimerossomos obtidos apresentaram camadas 

hidrofílicas (interna e externa) separadas por uma camada hidrofóbica constituída de 

poliestireno e isso os qualifica como potenciais candidatos à entrega de genes e à 

formação de nanoreatores. Os polimerossomos apresentaram resposta ao pH e 

temperatura. Entretanto, são necessários mais estudos para melhor compreender o 

seu comportamento.  

A presente tese também demonstrou como copolímeros baseados em MMA 

e DMAEMA entregam DNA em E. coli, induzindo a transformação delas. A 

composição do polímero determinou a capacidade de transfecção, deste modo, os 

polímeros hidrofílicos contendo apenas DMAEMA foram incapazes de mediar a 

transfecção em E. coli (vide Figura 37 e Tabela 26). Esses resultados abrem 

caminho para o desenvolvimento de novos agentes de entrega de DNA, candidatos 

a uma variedade de aplicações.  
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10. Perspectivas 

 

Os polímeros apresentados nesta tese estão sendo testados quanto à 

capacidade de entregar genes em células eucarióticas. Esses estudos, realizados 

em colaboração com o prof. Dr. Alexander Henning Ulrich e a Dra. Ana Regina 

Geciauskas Lage Castillo, têm se mostrado bastante promissores. Outros 

copolímeros se mostraram capazes de isolar e extrair uma complexa proteína de 

membrana: NCX-Mj. Esses estudos foram realizados em parceria com o prof. Dr. 

Roberto K. Salinas e serão publicados em breve. Os resultados obtidos permitirão 

desenvolver novos polímeros sob medida, aprimorados e, provavelmente, mais 

eficientes. 
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20. Anexos  

A – Material complementar 
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MC1. Espectro de RMN de 1H de PMMA3-co-DMAEMA26 
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MC2: Espectro de FTIR de PMMA3-co-DMAEMA26 
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PMMA36-co-DMAEMA84.esp

7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

N
o
rm

a
liz

e
d
 I
n
te

n
si

ty

 

MC3: Espectro de RMN de 1H de PMMA36-co-DMAEMA84 
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MC4: Espectro de FTIR de PMMA36-co-DMAEMA84 
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PSTYmacroCTA160.esp
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MC5: Espectro de RMN de 1H de PSmacroCTA160 
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MC6: Espectro de FTIR de PSmacroCTA160 
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PDMAEMAmacroCTA315.esp
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MC7: Espectro de RMN de 1H de PDMAEMAmacroCTA315 
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MC8: Espectro de FTIR de PDMAEMAmacroCTA315 
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PDMAEMA411.esp
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MC9: Espectro de RMN de 1H de PDMAEMAmacroCTA411 

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

50

60

70

80

90

100

 PDMAEMAmacroCTA
411

%
 (

T
)

Frequência (cm
-1
)

MC10: Espectro de FTIR de PDMAEMAmacroCTA411 
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PMMAmacroCTA60.esp
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MC11: Espectro de RMN de 1H de PMMAmacroCTA60 
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MC12: Espectro de FTIR de PMMAmacroCTA60 
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PMMAmacroCTA52.esp
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MC13: Espectro de RMN de 1H de PMMAmacroCTA52 
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MC14: Espectro de FTIR de PMMAmacroCTA52 
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PMMAmacroCTA141.esp
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MC15: Espectro de RMN de 1H de PMMAmacroCTA141 
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MC16: Espectro de FTIR de PMMAmacroCTA141 
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PMMAmacroCTA215.esp
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MC17: Espectro de RMN de 1H de PMMAmacroCTA215 
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MC18: Espectro de FTIR de PMMAmacroCTA215 
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PSTY160-b-DMAEMA60.esp
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MC19: Espectro de RMN de 1H de PS160-b-DMAEMA60 purificado. 
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MC20: Espectro de FTIR de PS160-b-DMAEMA60 purificado. 
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PSTY160-b-DMAEMA32.esp
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MC21: Espectro de RMN de 1H de PS160-b-DMAEMA32 purificado. 
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MC22: Espectro de FTIR de PS160-b-DMAEMA32 purificado. 
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PDMAEMA315_b_PSTY244__27_04_16.esp
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Copol_PDMAEMA315_B_PSTY781_raft.esp
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MC23: Espectros de RMN de 1H de (a, acima) PDMAEMA315-b-PS244; e (b, abaixo) 

PDMAEMA315-b-PS781.  
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MC24: Resultados FTIR de PDMAEMAmacroCTA e copolímeros de PDMAEMA315-b-PS244 
(acima) e PDMAEMA315-b-PS781 (abaixo). A linha em azul refere-se ao homopolímero de 
PDMAEMA315 (a), que foi utilizado como bloco de partida (macroCTA) para a síntese dos 
dois copolímeros de PDMAEMA315-b-PS244 (acima, b) e PDMAEMA315-b-PS781 (abaixo, c), 
representado por linhas contínuas, na cor vermelha. 
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RMN_PMMA60-b-DMAEMA124.esp
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MC25: Espectro de RMN de 1H de PMMA60-b-DMAEMA124 
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MC26: Espectro de FTIR de PMMA60-b-DMAEMA124 
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PMMA52-b-DMAEMA294.esp
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MC27: Espectro de RMN de 1H de PMMA52-b-DMAEMA294 
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MC28: Espectro de FTIR de PMMA52-b-DMAEMA294 
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PMMA141-b-DMAEMA119.esp
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MC29: Espectro de RMN de 1H de PMMA141-b-DMAEMA119 
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MC30: Espectro de FTIR de PMMA141-b-DMAEMA119 
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PMMA215-b-DMAEMA135_04_05_17.esp
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MC31: Espectro de RMN de 1H de PMMA215-b-DMAEMA135 
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MC32: Espectro de FTIR PMMA215-b-DMAEMA135 
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PMMA30-co-DMAEMA63_raft.esp
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MC33: Espectro de RMN de 1H de PMMA30-co-DMAEMA63 
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MC34: Espectro de FTIR de PMMA30-co-DMAEMA63 
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PMMA31-co-DMAEMA70.esp
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MC35: Espectro de RMN de 1H de PMMA31-co-DMAEMA70 
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MC36: Espectro de FTIR de PMMA31-co-DMAEMA70 
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MC37. Estrutura da sonda iodeto de trimetilamônio-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo 
(CAT1) 

 

 

MC38.  Espectro de RPE de CAT1 em uma suspensão de polimerossomos de 
PDMAEMA315-b-PS781 antes e depois da adição (ascendente) de ascorbato. Os 
polímerossomos foram preparados a 1 mg.ml-1, em Tris-HCl 10 mM, CAT1 3.75 mmol.L-1, 
pH 7.4. 
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