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Resumo 

A aplicação da técnica de manipulação génica a células estaminais, tornando possível o 

controle da diferenciação celular, tem aberto novos caminhos à medicina regenerativa. 

Neste contexto, uma vez que as células mesenquimais humanas (hMSCs) são difíceis de 

transfetar, é importante desenvolver estratégias capazes de facilitar esse processo. O 

objetivo principal desta dissertação foi, pois, desenvolver um sistema, à base de pontos 

de carbono (carbon dots, CDs) e polietilenimina (PEI) para a entrega do gene da proteína 

morfogénica do osso-2 (BMP-2) em hMSCs, com a finalidade de induzir a sua 

diferenciação osteogénica. Este sistema apresenta a vantagem de associar os CDs 

(nanopartículas fluorescentes que apresentam pequeno tamanho, biocompatibilidade e 

facilidade de funcionalização) ao PEI (um polímero catiónico amplamente utilizado como 

sistema de entrega de genes devido à sua capacidade de compactar o DNA e facilitar a 

sua entrada nas células), tirando partido das qualidades dos dois componentes. Os 

nanoveículos CDs/PEI formados a diferentes proporções mássicas (1CDs/1PEI, 

1CDs/2PEI e 1CDs/4PEI) mostraram capacidade de complexar e neutralizar o DNA 

plasmídico (pDNA). Os nanoplexos assim formados mostraram, ainda, capacidade de 

transfetar o pDNA codificante da proteína verde fluorescente e da luciferase (pEGFPLuc), 

a diferentes razões N/P, tanto em células HEK293T, como nas hMSCs. Adicionalmente, 

estes nanoplexos foram aplicados ao transporte do gene da BMP-2 em hMSCs e, nas 

razões N/P10 e N/P15, foi estudada a citotoxicidade e diferenciação osteogénica. Estes 

estudos mostraram que se obteve transfeção do pBMP-2 com os nanoplexos CDs/PEI em 

estudo onde, houve um aumento da atividade metabólica ao longo do tempo, propondo 

a ocorrência da diferenciação celular. Aparentemente, ocorreu uma expressão inicial da 

BMP-2, suficiente para aumentar a atividade metabólica celular e expressar a ALP no 

período inicial da diferenciação (7 dias), não sendo claramente evidente, a formação de 

depósitos de cálcio/fosfato, mesmo após os 21 dias.  

 

 

Palavras-chave: Manipulação génica, Células estaminais mesenquimais humanas 

(hMSCs), Pontos de carbono (CDs), polietilenimina (PEI), BMP-2 (proteína morfogenética 

óssea), diferenciação osteogénica. 
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Abstract 

The application of gene manipulation techniques to stem cells, making it possible to 

control cell differentiation, has opened up new avenues for regenerative medicine. In 

this context, since human mesenchymal stem cells (hMSCs) are difficult to transfect, it is 

important to develop strategies capable of facilitating this process. The main aim of this 

dissertation was therefore to develop a system based on carbon dots (CDs) and 

polyethylenimine (PEI) for the delivery of the bone morphogenic protein-2 (BMP2) gene 

into hMSCs, with the aim of inducing their osteogenic differentiation. This system has 

the advantage of combining CDs (fluorescent nanoparticles that are small in size, 

biocompatible and easy to functionalize) with PEI (a cationic polymer widely used as a 

gene delivery system due to its ability to compact DNA and facilitate its entry into cells), 

taking advantage of the qualities of both components. The CDs/PEI nanovehicles formed 

at different mass ratios (1CDs/1PEI, 1CDs/2PEI and 1CDs/4PEI) showed the ability to 

complex and neutralize plasmid DNA (pDNA). The nanoplexes thus formed also showed 

the ability to transfect the pDNA coding for green fluorescent protein and luciferase 

(pEGFPLuc), at different N/P ratios, in both HEK293T cells and hMSCs. In addition, these 

nanoplexes were applied to the transport of the BMP-2 gene in hMSCs and, at N/P10 

and N/P15 ratios, cytotoxicity and osteogenic differentiation were studied. These studies 

showed that pBMP2 was transfected with the CDs/PEI nanoplexes under study, where 

there was an increase in metabolic activity over time, suggesting that cell differentiation 

was occurring. Apparently, there was an initial expression of BMP-2, sufficient to 

increase cellular metabolic activity and expressing ALP in the initial period of 

differentiation (7 days), and the formation of calcium/phosphate deposits was not 

clearly evident, even after 21 days.  

 

 

 

Keywords: Gene manipulation, human Mesenchymal Stem Cells (hMSCs), Carbon dots 

(CDs), polyethylenimine (PEI), BMP-2 (Bone Morphogenetic Protein 2), osteogenic 

differentiation. 
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Bone Morphogenetic protein / Proteína morfogénica 

óssea 

BMPRs 
Bone Morphogenetic protein receptors / Recetores 

das proteínas morfogénicas ósseas 

BMSCs 
Bone marrow mesenchymal steml cells / Células 

estaminais mesenquimais da medula óssea 

BSA Bovine serum albumine/Albumina bovina sérica 

C 

CDs Carbon Dots / Pontos de carbono * 

CMV Cytomegalovirus / Citomegalovírus 

CNDs Carbon nano-dots / Nanopontos de carbono 

COS-7 Linha de células renais de macaco 

Col1α1 Colagénio tipo 1 alfa 1 

CQDs Carbon quantum dots / Pontos quânticos de carbono 

D DEXA Dexametasone/ Dexametasona 
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DMEM 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium / Meio Eagle 
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DNA Deoxyribonucleic acid / Ácido Desoxirribonucleico * 

DPSCs 
Dental pulp stem cells/ células estaminais da polpa 

dentária 

E 

EDA Etilenodiamina 

EDTA 
Ethylenediamine tetraacetic acid / Ácido 

etilenodiamino tetraacético 

EGFP 
Enhanced Green Fluorescent Protein / Proteína verde 

fluorescente optimizada 

F 

FBS Foetal Bovine Serum / Soro bovino fetal 

FTIR 

Fourier-transform infrared spectroscopy / 

Espetroscopia do Infravermelho com transformada 

de Fourier 

G 

GFP 
Green Fluorescent Protein / Proteína verde 

fluorescente 

GQDs 
Graphene quantum dots / Pontos quânticos de 
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H 

Hep G2 
Linha de células de carcinoma hepatocelular 

humano 

hMSCs 
Human mesenchymal stem cells / Células 

mesenquimais estaminais humanas 

HSCs 
Hematopoietic Stem Cells/Células estaminais 

hematopoiéticas 

I 
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International Society for Cellular Therapy/ Sociedade 

internacional para a terapia celular 

M M - CSF 
Macrophage colony stimulating factor / Fator 

estimulador de colónia de macrófagos 
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Mesenchymal Stem Cells / Células estaminais 

mesenquimais 
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O 

Oc Osteocalcina 

OPN Osteopontina 

Osx Osterix 

P 

PAMAM Poly(amidoamine) / Poli(amidoamina) 

PB-MSCs 

Mesenchymal stem cells derivated from peripheral 

blood/ Células estaminais mesenquimais derivadas 

de sangue periférico 

PBS 
Phosphate Buffered Saline / Solução salina de 

tampão fosfato 

PdI Índice de polidispersão 

pDNA 
Plasmid Deoxyribonucleic acid / Ácido 

Desoxirribonucleico plasmídico 

PEG Poly(ethyleneglycol) / polietilenoglicol 

pEGFPLuc 
DNA plasmídico que codifica os genes repórteres 

proteína verde fluorescente otimizada e a luciferase 

PEI Polyethyleneimine / polietileneimina 

PL Photoluminescence / Fotoluminescência 

PLL Poly(L-lysine) / poli(L-lisina) 

Q QY Quantum Yield / Rendimento quântico 
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rBMSCs 
Rat bone marrow mesenchymal stem cells / Células 

estaminais mesenquimais da medula óssea do rato 
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Runx2 
Runt-related transcription factor 2/ Factor de 

transcrição relacionado ao runt 2 

S SWCNTs 
Single wall carbon nanotubes/ Nanotubos de 

carbono de parede simples 

T 

TAE Tris-acetato EDTA 

TE Tris EDTA 

TEM 
Transmission electron microscopy / Microscópio 

eletrónico de transmissão 

U 

UC-MSCs 

Umbilical cord derivated mesenchymal stem cells/ 

células estaminais mesenquimais derivadas do 

cordão umbilical 
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UV-Vis Ultravioleta - Visível 

*Nesta tese, optou-se por usar a terminologia em inglês por ser mais usada no meio científico.  
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1. Células estaminais  

 

As células estaminais são células não especializadas, capazes de se diferenciarem em 

qualquer célula de um organismo (Figura 1) e com capacidade de autorrenovação.1 Estas 

podem ser classificadas como embrionárias ou adultas consoante a sua origem,2 e ainda 

de acordo com o seu potencial de especialização, classificando-se em totipotentes, 

pluripotentes, multipotentes ou unipotentes.1 

 

 

Figura 1. Classificação das células estaminais.(Adaptado: Rajabzadeh et al.3) 

 

As células estaminais totipotentes são capazes de se dividir e se diferenciar em 

células de qualquer parte do organismo. Um exemplo de célula totipotente é o zigoto, 

resultante da fertilização de um espermatozoide com um óvulo.1,4 A totipotência 

corresponde ao maior potencial de diferenciação, sendo permitido às células formarem 

estruturas embrionárias e extraembrionárias. Essas células podem desenvolver-se, 

posteriormente, em qualquer uma das três camadas germinativas ou formar uma 

placenta. Após 4 dias, a massa celular interna do blastocisto é composta por células 

pluripotentes.1 Estas dão origem a células de todas as camadas germinativas, mas não 

de estruturas extraembrionárias, como a placenta.5 Uma das caraterísticas únicas destas 

células embrionárias é a sua capacidade de proliferar in vitro em culturas a longo prazo, 
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mantendo a sua natureza pluripotente, podendo ser preservadas através de técnicas de 

congelamento rápido para evitar uma diferenciação precoce.6,7 No entanto, a utilização 

destas células levanta algumas questões éticas pelo facto de serem isoladas a partir de 

embriões, razão pela qual a investigação passou a centrar-se nas células estaminais 

adultas.1,2 

As células estaminais adultas, também designadas de multipotentes, possuem uma 

capacidade de diferenciação limitada quando comparada com as pluripotentes. São 

células indiferenciadas com capacidade limitada de autorrenovação e diferenciação 

geralmente restrita aos tipos de células do tecido da sua origem.4,6 Podem ser obtidas a 

partir de tecidos mesodérmicos, como a medula óssea, o músculo, o tecido adiposo, a 

membrana sinovial e o periósteo.7 Um exemplo é uma célula estaminal hematopoiética, 

a qual se pode transformar em vários tipos de células sanguíneas.1 

As células estaminais unipotentes são também células estaminais adultas, embora 

caraterizadas por uma capacidade de diferenciação mais limitada, ou seja, são capazes 

de formar apenas um tipo especializados de células.5 Podem, pois, ser igualmente 

aplicadas na medicina regenerativa.1 Um exemplo deste tipo de células são as células 

estaminais musculares adultas.4 

Alguns estudos demonstraram que células estaminais adultas, como as células 

hematopoiéticas (HSCs) e as células estaminais mesenquimais (MSCs), libertam muitos 

fatores moleculares com caraterísticas anti-apoptóticas, imunorreguladoras, 

angiogénicas e quimioatrativas que estimulam a regeneração, sendo por isso as mais 

utilizadas.2,8 

 

1.1. Células estaminais mesenquimais 

As células estaminais mesenquimais (MSCs) foram inicialmente identificadas na 

medula óssea na década de 1960 por Friedenstein e posteriormente caraterizadas e 

renomeadas por Arnold Caplan.9 Friedenstein et al., em 1960, demonstraram a formação 

ectópica de tecido óssea por transplante de células da medula óssea e, em 1970, 

isolaram células aderentes provenientes de medula óssea em cultura, as chamadas, 

“células estaminais mesenquimais” (MSCs).10 Em 1991, Caplan et al. isolaram, 

caraterizaram e renomearam as MSCs.11 
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O primeiro ensaio clínico com MSCs foi realizado em 1995, o qual mostrou ser seguro 

o transplante de MSCs autólogas. Anos mais tarde, estas células foram então aplicadas 

pela primeira vez em associação com biomateriais para reconstrução de defeitos 

ósseos.12,13 Em 1999, Pittenger et al. mostraram efetivamente a capacidade de 

diferenciação das MSCs nas linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica e até 

hoje, diversos ensaios continuam a validar a capacidade de diferenciação destas 

células.14 

As MSCs são células estaminais adultas, multipotentes (não hematopoiéticas) e com 

elevada capacidade de proliferação e diferenciação celular. Estas células são, ainda, 

capazes de se multiplicar, mantendo o seu estado indiferenciado, apresentando baixa 

imunogenicidade e funções de reparação tecidual. Elas também levantam menos 

questões éticas em comparação com as células estaminais embrionárias.2,15–17 Estas 

células podem ser isoladas da medula óssea (BMSCs)18, cordão umbilical (UCMSCs)19, 

sangue periférico (PB-MSCs)20, placenta fetal21, dentes (células estaminais da polpa 

dentária, DPSCs)22 e tecido adiposo (AD-MSCs)18, podendo se diferenciar em células 

ósseas23, cartilaginosas24 e adiposas.25 

Em 2006, a “International Society for Cellular Therapy” (ISCT) descreveu 

caraterísticas mínimas estabelecidas e claramente definidas para as células estaminais 

mesenquimais, nomeadamente a:  

(1) adesão ao substrato plástico sob condições padrão de cultura celular;  

(2) expressão de marcadores de superfície específicos (CD105, CD73, CD90 e Sca-1);  

(3) ausência dos marcadores CD45, CD34, CD11b, CD14;  

(4) capacidade de diferenciação in vitro em três linhagens, a saber: osteoblastos 

(confirmado pela coloração de nódulos mineralizados), condrócitos (com produção de 

colagénio tipo II ou glicosaminoglicanos) e adipócitos (verificado pela acumulação de 

gotículas lipídicas).26,27 

No entanto, estes critérios não são válidos na maioria das situações uma vez que 

estas células apresentam diversas variações dependendo das condições de cultura, do 

tecido e espécie de origem, entre outros.28 Vários estudos relatam que as MSCs de 

diferentes tecidos podem expressar diferentes tipos de marcadores específicos. No caso 

das células estaminais derivadas do tecido adiposo, expressam CD10, CD13 e CD49d, 

enquanto as células MSCs derivadas da medula óssea e de tecido muscular expressam 
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mais CD73, CD90, CD105 e CD44. Além destes marcadores de superfície específicos, as 

MSCs também expressam outras moléculas de superfície funcionais como recetores de 

quimiocinas, recetores de citocinas, moléculas de adesão e moléculas co-inibidoras.27,29 

As MSCs derivadas da medula óssea (BMSCs) têm a capacidade de se diferenciar em 

múltiplas linhagens, incluindo a osteogénica, condrogénica, miogénica e adipogénica, 

sendo relativamente fáceis de isolar e com uma capacidade de expansão significativa.30 

Estas podem ser isoladas por vários métodos, sendo o mais frequente por centrifugação 

de gradiente de densidade para obtenção de células mononucleares. As células 

mononucleares isoladas são depois cultivadas em meio contendo soro fetal, daí se obter 

as MSCs que aderem ao plástico.31 Algumas células da linhagem hematopoiética 

também podem aderir, mas, com o tempo, devido às várias trocas de meio de cultura, 

são removidas. Desta forma, a heterogeneidade da cultura diminui progressivamente e 

são obtidas MSCs que se distinguem pela sua forma semelhante aos fibroblastos, ou 

seja, fusiforme.31–33 Estas células também têm capacidade de se expandir numerosas 

vezes em cultura, mantendo o seu potencial de crescimento e pluripotencialidade, com 

um tempo de duplicação que depende do doador do qual as células foram obtidas e da 

densidade de cultura inicial, sendo este último um parâmetro crítico para assegurar uma 

boa taxa de expansão e a manutenção do potencial de diferenciação das MSCs.31,34 

 

1.1.1.  Diferenciação osteogénica 

A diferenciação osteogénica é um processo biológico crucial para a manutenção da 

remodelação óssea, sendo a glicólise aeróbica a sua principal fonte de energia.35 

A remodelação óssea é um processo dinâmico de formação-reabsorção óssea, pelo 

qual o osso antigo é substituído por novo, resultando na renovação do esqueleto 

aproximadamente a cada 10 anos.36 Neste processo, é crucial a interação entre células 

do tecido ósseo nomeadamente os osteoblastos, responsáveis pela síntese dos 

componentes orgânicos da matriz óssea e osteoclastos,  responsáveis pela reabsorção 

óssea.37 O osso é remodelado pela reabsorção do osso antigo pelos osteoclastos, e pela 

formação e mineralização de novo osso pelos osteoblastos que são recrutados para o 

local (Figura 2).38 A osteogénese anormal compromete a homeostase óssea, induzindo 

um desequilíbrio entre a formação e a reabsorção, levando a distúrbios, como 

osteoporose e osteoartrite.35 
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Figura 2. Microambiente ósseo. Renovação óssea. (Adaptado: Halloran et al.38) 

 

Quando há necessidade de formar novo tecido ósseo, as MSCs podem diferenciar-se 

em osteoblastos, os quais ficam depois incorporados no tecido e se transformam em 

osteócitos.39 Este processo é controlado por várias moléculas sinalizadoras.40 A principal 

responsável por esta diferenciação é a BMP-2, uma proteína que é produzida durante a 

reabsorção óssea e expressa numa variedade de células,  sendo capaz de funcionar e 

ativar eficazmente muitas vias de sinalização.38,41,42 Uma das vias de sinalização é a   

angiogénese, pois os compostos com atividade anti-angiogénica bloqueiam a formação 

óssea ectópica induzida por BMP-2.43,44 A proteína BMP-2, liga-se a determinados 

recetores (BMPRs – recetores das proteínas morfogénicas ósseas) nas células alvo e 

ativam vias de sinalização específicas com a finalidade de ativar determinados genes 

osteogénicos, como o Runt-Related Transcription Factor 2 (Runx-2) e o osterix (Osx). Esta 

proteína mostra uma atividade osteogénica elevada devido à presença de vários 

mediadores na formação da cartilagem e do osso.38,45,46 

O papel da BMP-2 na osteogénese foi demonstrado por vários investigadores. Em 

1990, Wang et al.47 demonstraram que a BMP-2 tem um papel importante na 

cicatrização de defeitos ósseos quando combinada com um transportador. Em 2010, 

Huang et al.48 provaram que um curto período de expressão de BMP-2 é suficiente para 

induzir a regeneração óssea. Estas evidências sugerem a hipótese de que a BMP-2 é um 

dos promotores mais ativos para a diferenciação de células mesenquimais em 

osteoblastos in vitro, além de poder induzir a formação óssea in vivo.44,49  
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O processo de osteogénese é compreendido por várias fases com expressão de 

diferentes marcadores específicos de cada uma delas. Nos estágios iniciais da 

osteogénese, as MSCs proliferam ativamente mas, ao longo do tempo, a sua velocidade 

de proliferação diminui (Figura 3) e iniciam a expressão de marcadores osteogénicos 

precoces como a fosfatase alcalina (ALP) segregada pelos osteoblastos (fase de 

maturação da matriz), e, posteriormente, marcadores osteogénicos tardios, como a 

osteocalcina (OCN) (fase de mineralização), provocando uma acumulação de cálcio.50 

Tanto a atividade enzimática da ALP como o teor de cálcio podem ser quantificados por 

ensaios colorimétricos.51,52 Ao nível molecular, a osteogénese é controlada por 

interações entre várias hormonas e fatores de transcrição como o Runx-2. O fator de 

transcrição Runx-2 inicializa a expressão de genes específicos do osso, por exemplo, os 

genes do osterix (Osx), do colagénio tipo 1 alfa-1 (Col1α1), da osteocalcina (OCN) e da 

sialoproteína óssea (IBSP), através da ligação aos promotores destes genes.50 Runx-2, 

ALP, Col1α1 são marcadores precoces da diferenciação osteoblástica, enquanto a OC e a 

OPN são expressas posteriormente no processo de diferenciação. No final da fase de 

formação óssea, as células podem tornar-se em células do revestimento ósseo (bone 

lining cells, BLCs), osteócitos ou entrar no processo de apoptose.53 

 

 

Figura 3. Diferenciação osteogénica das MSCs.  (Adaptado: Infante et al.53) 

 

 

O processo de diferenciação das MSCs é, pois, controlado por proteínas e 

biomoléculas reguladoras específicas, diferenciando-se de forma aleatória e não 
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direcional, sem a intervenção de estimuladores ou fatores físico/químicos específicos. A 

sua rápida proliferação e a diferenciação descontrolada podem limitar grandemente a 

sua aplicação em certos casos clínicos, pelo que há a grande necessidade de regular a 

diferenciação nas células alvo e monitorizar a migração, distribuição, sobrevivência, 

diferenciação e outros comportamentos das MSCs in vivo, para poderem ser aplicadas 

em engenharia de tecidos e terapia celular.17,44 

Em laboratório, com recurso à cultura in vitro de células em monocamada, é 

necessário um período mínimo de 3 semanas de tratamento contínuo de uma 

monocamada confluente de células com meio de cultura suplementado com 

Dexametasona (DEXA) em combinação com β-glicerofosfato e ácido ascórbico para 

induzir o fenótipo osteogénico de osteoblastos.45 

A DEXA é um glicocorticoide sintético que, dependendo da dosagem, promove 

efeitos distintos. Quando utilizada em altas dosagens, promove a diferenciação 

osteogénica, condrogénica e adipogénica das MSCs, enquanto baixas dosagens são 

utilizadas para promover a proliferação das MSCs.54 A DEXA induz a transcrição de genes 

específicos do osso, como o da sialoproteína óssea (IBSP), e melhora a expressão das 

integrinas que promovem a diferenciação osteoblástica das MSCs.45,50 Esta molécula é 

capaz de levar à diferenciação osteogénica, regulando positivamente o fator de 

transcrição do Runx-2, necessários para o processo de osteogénese, sendo responsável 

pela ativação de genes de diferenciação de osteoblastos.50,55 

O impacto da DEXA sobre as MSCs não só parece estar relacionado com a sua 

concentração, mas também com a duração do tratamento e estágio de diferenciação 

osteoblástica. Como referido num estudo feito numa linhagem semelhante às MSCs, por 

Sordi et al.56, doses baixas de DEXA (0,1 µM) favoreceram a proliferação e a angiogénese 

in vitro, oferecendo proteção contra a apoptose. 

O ácido ascórbico (vitamina C) tem sido amplamente utilizado como suplemento no 

meio de cultura para crescimento e diferenciação celular, sendo importante durante 

todos os estágios de diferenciação osteogénica.57 Este serve de cofator para a 

hidroxilação da prolina envolvida na síntese do colagénio.55  Thaler et al.58 demonstraram 

a importância do ácido ascórbico e as suas funções epigenéticas que precedem à 

deposição e maturação do colagénio e que promovem a diferenciação. Bhandi et al.59 

estudou a utilização do ácido ascórbico para a diferenciação adipogénica, osteogénica e 
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condrogénica. Uma das conclusões retiradas deste trabalho foi o facto do ácido 

ascórbico promover o aumento na secreção da maioria dos fatores envolvidos no 

desenvolvimento e crescimento do tecido ósseo e, desta forma, aumentar o potencial 

de diferenciação osteogénico. 

O β-glicerofosfato, que é enzimaticamente hidrolisado pela fosfatase alcalina, 

fornece uma fonte de fosfato orgânico para mineralização da matriz extracelular in 

vitro.55 Em 1992, Chung et al.60 demonstraram que o cultivo de células semelhantes a 

osteoblastos com β-glicerofosfato promoveu a formação de minerais, a produção de 

lactato, o aumento da atividade de ALP, bem como a síntese de proteínas e fosfolípidos, 

indicando diferenciação osteogénica melhorada. 

Ao se diferenciarem em osteoblastos, as MSCs passam de um formato fibroblástico 

para a forma de cubo, produzem matriz composta principalmente por colagénio tipo I, e 

num estágio posterior, formam agregados ou nódulos que podem ser corados 

positivamente pelas técnicas de vermelho de alizarina e von Kossa. 50,61 

Santos et al.62 modificaram MSCs para expressar a BMP-2 com o objetivo de 

promover a diferenciação osteogénica, utilizando dendrímeros PAMAM como o veículo 

de entrega de genes. Para avaliar a transfeção das MSCs, foram utilizados marcadores 

osteogénicos quantitativos (atividade da fosfatase alcalina, secreção de osteocalcina e 

deposição de cálcio) e qualitativos (coloração de von Kossa), sendo estes marcadores 

significativamente mais fortes nas células transfetadas. Os autores demonstraram 

transfeção nestas condições e concluíram não ser necessário uma elevada eficiência de 

transfeção para a osteogénese ocorrer. 

 

 

1.1.2.  Aplicações terapêuticas 

São vários os estudos que demonstram que as MSCs têm uma importância relevante, 

tanto na engenharia genética, como na engenharia de tecidos.2 A sua multipotência, 

proliferação in vitro, efeito imunorregulador e capacidade de migrar para o local exato 

da lesão são das propriedades mais importantes para o seu uso clínico (Figura 4).2,63 As 

MSCs podem ser administradas por via intravenosa64 ou diretamente no local de 

interesse65. Esta variedade de propriedades permite que as MSCs desempenhem um 

papel de elevada importância na terapia celular e reconstrução de tecidos humanos.2,17  
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Figura 4. Propriedades biológicas que apoiam o uso clínico das MSCs. (Adaptado: Squillaro et al.63) 

 

Dadas as propriedades destas células e com recurso à engenharia genética, é possível 

introduzir genes exógenos nas MSCs e, posteriormente, reintroduzi-las no indivíduo, 

promovendo assim a estimulação da produção de proteínas específicas.66–68 

Na engenharia de tecidos, o uso das MSCs apoia-se em três vertentes: (1) células, 

geralmente de origem autóloga; (2) matriz, que fornece suporte, proliferação e função 

das células; e (3) sinais químicos ou estímulos que simulem in vitro o microambiente 

existente in vivo para a regeneração da forma ou função de um tecido ou órgão lesado. 

Assim, estas células podem ser cultivadas em biomateriais que vão servir de suporte 

temporário para produzir um tecido funcional, o qual será posteriormente 

transplantado.69–71 

As MSCs, por possuírem um comportamento imunológico privilegiado e 

propriedades anti-inflamatórias, podem também ser utilizadas em aplicações sistémicas. 

As evidências atuais mostram que as MSCs podem melhorar o envelhecimento, 

promovendo as funções de múltiplos órgãos importantes, incluindo cérebro, músculos, 

coração e sistema endócrino.72 Li et al.73 fazem um apanhado de inúmeros estudos 

relacionados com o uso de MSCs para a reparação de órgãos. Por outro lado, outros 

autores descreveram o tratamento de diversas doenças com recurso às MSCs.74,75   
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Gugliandolo et al. demonstraram que as MSCs podem ser utilizadas para o 

tratamento da doença de Parkinson.76 Constantinescu et al. evidenciaram que a 

esclerose múltipla é outra das doenças que pode ser tratada com recurso a MSCs.77 Sato 

et al. demonstraram que as MSCs podem diferenciar-se em hepatócitos, podendo ser 

úteis no tratamento de doenças hepáticas.78 Jung et al. investigaram o uso das MSCs 

associadas com nanopartículas de óxido de ferro para o tratamento da doença do 

Alzheimer em ratos e concluiu que este sistema tinha potencial para ser usado no seu 

tratamento.79 Estudos sobre osteoartrite mostraram resultados clínicos positivos, com 

melhoria da função articular, nível de dor e qualidade de vida, isto devido às suas 

propriedades anti-inflamatórias, imunomoduladoras e regenerativas das MSCs.80  
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2. Entrega de genes 

 

No final da década de 1970 e início dos anos 80, surgiram os primeiros trabalhos 

sobre técnicas de transferência de genes em células de mamíferos utilizando retrovírus 

como sistemas de entrega de genes.81 

Muitas doenças surgem como resultado de alterações genéticas e a descoberta de 

novas tecnologias de DNA recombinante levaram ao tratamento dessas doenças através 

da manipulação e alteração dos ácidos nucleicos das células doentes, mostrando-se 

assim a terapia génica como uma abordagem muito promissora no tratamento de muitas 

doenças hereditárias, assim como noutros distúrbios/doenças como infarto de 

miocárdio, infeções virais, cancros, insuficiência cardíaca, doenças neurodegenerativas 

e metabólicas e síndrome da imunodeficiência adquirida.44,81–83 

Com base nas técnicas usadas na entrega de genes, estas podem ser classificadas 

como in vivo ou ex vivo (Figura 5). Na terapia génica in vivo, o material genético é 

administrado diretamente ao paciente utilizando abordagens físicas e químicas. Na 

terapia génica ex vivo, as células-alvo são coletadas do paciente e, em seguida, o material 

genético é administrado às células in vitro, as quais são programadas antes de re-

administradas no corpo do paciente.84 

 

 

Figura 5. Classificação da terapia génica. 
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Um sistema ideal de entrega de genes deve atender a três critérios: a transferência 

do ácido nucleico para o tecido alvo deve ser eficiente (daí ser impraticável a 

administração sistémica de genes desprotegidos devido à sua vulnerabilidade, 

degradação por nucleases, rápida depuração por macrófagos e ausência de 

especificidade para as células-alvo);85 o material genético tem de ser entregue ao 

compartimento celular alvo, pelo que é necessário ter sempre em atenção a alta 

densidade de carga negativa, tamanho e forte hidrofilicidade dos ácidos nucleicos; e, o 

processo não deve causar nenhum efeito tóxico. Deste modo, para levar o material 

genético às células-alvo, esta terapia utiliza sistemas de entrega, os quais podem ser 

divididos em virais e não virais.81,82,84 

 

 

2.1. Sistemas de entrega de genes 

Os sistemas de entrega de genes têm como objetivo principal a entrega de moléculas 

terapêuticas ao compartimento celular desejado superando os problemas de 

internalização criados pelas barreiras existentes. Os sistemas de entrega virais 

começaram por ser utilizados devido à sua elevada eficiência de transfeção e capacidade 

de utilizar a maquinaria celular para iniciar a expressão do genoma, sendo os mais 

comumente utilizados em ensaios clínicos os adenovírus, retrovírus, lentivírus, vírus 

herpes simplex e vírus da varíola, cada um com propriedades e vantagens específicas. 

No entanto, quando usados como vetores, os vírus apresentam diversas desvantagens, 

tais como imunogenicidade, carcinogenicidade, baixa especificidade relativamente ao 

tipo celular a transfetar e capacidade limitada de empacotamento de DNA.82–84,86–89 

Os sistemas de entrega não virais, comparados aos vírus, são menos imunogénicos, 

possuem a capacidade de compactar materiais genéticos maiores e têm facilidade de 

serem produzidos em larga escala. Adicionalmente, podem ser desenhados por forma a 

serem biocompatíveis. Assim, estes sistemas podem levar a estratégias mais vantajosas 

para o transporte de ácidos nucleicos.82–84,86,88 
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2.1.1.  Sistemas de entrega de genes não virais 

Os sistemas de entrega não virais podem ser amplamente classificados em métodos 

físicos e químicos.84 

Os métodos físicos, não fazem uso de transportadores e dependem de uma força 

física que enfraquece a membrana celular permitindo que o DNA entre nas células por 

difusão, o que oferece várias vantagens, incluindo simplicidade e possibilidade de 

controlar os parâmetros do processo para necessidades específicas de tratamento. Aqui 

incluem-se, por exemplo, a injeção por agulha, a eletroporação e os ultrassons. No 

entanto, estes métodos levam a uma alta taxa de morte celular durante o processo, 

apresentam baixa eficiência de entrega de genes quando comparados com os sistemas 

virais, e a transferência de genes para órgãos internos é difícil pois requer um 

procedimento cirúrgico para atingir o tecido-alvo.84,88,90 

Os métodos químicos permitem a entrega de material genético exógeno nas células 

com recurso a compostos, naturais ou sintéticos, usados como transportadores. Estes 

podem interagir eletrostaticamente com o material genético, protegendo-o da 

degradação durante o processo de entrega, e conduzir a uma internalização celular por 

endocitose.91 As principais vantagens destes métodos são a sua simplicidade, a 

capacidade de se poder modificar os compostos de forma a ultrapassar questões de 

citotoxicidade ou baixa eficiência, e a facilidade de produção em larga escala.84 

Dentro dos métodos químicos, inclui-se a utilização de polímeros catiónicos 

como vetores. O quitosano, os polipéptidos catiónicos (por exemplo, a poli(L-lisina) 

(PLL)) e a polietilenimina (PEI) destacam-se por apresentarem várias vantagens, como a 

estabilidade, maior resistência às nucleases, facilidade de escape endossomal (alguns 

apresentam o “efeito esponja de protões”) e promoção de endocitose inespecífica, 

aumentando assim a eficiência da entrega do material genético. Outras vantagens 

incluem baixa imunogenicidade do hospedeiro, possibilidade de produção em larga 

escala e baixo risco de mutação comparativamente com o uso de sistemas de entrega 

virais. No entanto, este tipo de polímeros têm a desvantagem de apresentar uma 

eficiência de transfeção mais baixa relativamente aos sistemas de entrega virais.92–94 
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2.1.2.  Barreiras biológicas à entrega de genes 

Os nanosistemas podem ser introduzidos no corpo por várias vias de administração 

como a entérica (oral, sublingual ou anal), parenteral (intravascular, intramuscular, 

subcutânea ou inalação), tópica (pele ou membrana mucosa) e por implantação (como 

componentes de dispositivo de implantes). Consoante o modo de administração e o 

tecido alvo, os nanosistemas terão sempre de enfrentar barreiras biológicas.95,96 

De facto, existem diversas barreiras biológicas ao processo de transfeção, estando 

elas associadas a mecanismos de defesa dos tecidos e células contra agentes externos. 

Estas barreiras impedem/dificultam a entrega eficiente de ácidos nucleicos por 

nanoplexos não virais. Mesmo quando os nanoplexos escapam com sucesso das 

barreiras extracelulares e atingem a sua célula-alvo, muitas barreiras intracelulares 

precisam ainda de ser ultrapassadas.95–97 

Se a administração dos nanoplexos for por injeção intravenosa, a barreira endotelial 

pode constituir um obstáculo importante à entrega de genes. A permeabilidade da 

barreira endotelial varia em diferentes segmentos de microvasculatura, assim como 

entre os órgãos. Na realidade, os vasos sanguíneos são heterogéneos, podendo 

classificar-se como contínuos, fenestrados e descontínuos, consoante a sua 

permeabilidade, podendo o transporte de moléculas ocorrer através deles por via 

paracelular ou transcelular. Quando a entrega de genes é para ser feita no cérebro, a 

barreira hematoencefálica é também de extrema relevância. Esta é uma barreira entre 

o sangue circulante e o fluido extracelular do cérebro no sistema nervoso central cuja 

principal função é proteger este órgão. Esta restringe o fluxo transvascular de solutos e 

macromoléculas através dos vasos sanguíneos, o que é atribuído a junções apertadas e 

transcitose limitada. Esta barreira pode ser ultrapassada através da funcionalização dos 

nanomaterias para a transcitose mediada por recetores.98,99 

A barreira estromal refere-se a estruturas presentes no tecido estromal, que é o 

tecido de suporte encontrado em vários órgãos do corpo. Esta barreira pode ser 

ultrapassada com a modificação dos sistemas de entrega tendo em conta o seu tamanho, 

carga superficial, flexibilidade, funcionalização da superfície, etc.100 

De realçar, no entanto, que quando os nanoplexos são administrados por via 

sistémica (Figura 6), as primeiras barreiras a ser encontradas têm a ver com o seu 

contacto com os constituintes do sangue (são de natureza extracelular). Estas incluem a 
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atividade de enzimas (endo e exonucleases) que podem levar  

à degradação do nanoplexo, a opsonização por parte de proteínas do plasma sanguíneo 

que se ligam ao nanoplexo alterando a sua carga, ou de anticorpos do sistema 

imunológico, que ativam o sistema fagocitário mononuclear (MPS), podendo levar à 

eliminação do nanoplexo ou a respostas imunes indesejadas como consequência da 

libertação de citocinas.97 

 

 

 

Figura 6. Visão geral das barreiras extracelulares e intracelulares para terapia génica não viral após 

administração sistémica.(Adaptado: Vermeulen et al.97) 

 

Já nos tecidos, a membrana celular e a membrana dos organelos são as principais 

barreiras que os nanosistemas têm de enfrentar. A membrana celular é constituída por 

uma camada fosfolipídica contendo proteínas. Uma vez que os nanoplexos, muitas vezes 

de natureza hidrofílica, não se conseguem fundir com a membrana, estes são 

internalizados pelo processo de endocitose.101 Para os ácidos nucleicos atingirem o 

compartimento celular desejado (o núcleo para o DNA ou o citosol para o RNA), estes 

têm ainda de ultrapassar a membrana endossomal, que constitui uma barreira para a 
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libertação de carga genética dos nanoplexos endocitados para o citosol.95 Após a 

endocitose, os nanoplexos encontram-se em vesículas endossomais e fisicamente 

separados do citosol, daí estes terem de escapar da via endossomal antes que ocorra a 

degradação nos lisossomas. No citosol, várias outras barreiras devem ser evitadas, 

incluindo autofagia e degradação citoplasmática. Apenas algumas nanopartículas 

conseguem escapar à membrana endossomal, pelo que várias estratégias têm sido 

exploradas, sendo a mais conhecida a baseada em polímeros catiónicos e chamada 

“efeito esponja de protões”.87,95,101  No caso de entrega de DNA, este tem de ser entregue 

no núcleo, pelo que deve ultrapassar uma barreira extra, a membrana nuclear, e aí sofrer 

a descompactação e poder interagir com o seu alvo.97  
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3. Polímeros de polietilenimina (PEI) 

A polietilenimina (PEI) é um polímero catiónico, alifático e de natureza básica. Os 

polímeros de PEI são carregados positivamente a pH fisiológico, por possuírem 

numerosos grupos amina. A abundância de grupos amina pode gerar fortes ligações de 

hidrogénio com compostos orgânicos contendo grupos funcionais de oxigénio ou 

nitrogénio.102–104 

Estes polímeros são altamente solúveis em água, podendo apresentar-se na forma 

linear ou ramificada (Figura 7) com pesos moleculares que variam de 700Da a 

1000kDa.102,105 Enquanto o PEI ramificado contém várias aminas primárias, secundárias 

e terciárias numa proporção de 1:2:1, o PEI linear contém maioritariamente aminas 

secundárias.106,107  De facto, a estrutura e o peso molecular, são os principais fatores que 

afetam tanto a atividade biológica como a biocompatibilidade dos complexos à base de 

PEI.108 O PEI com baixo peso molecular é frequentemente submetido à conjugação com 

ligandos biodegradáveis para preservar a condensação favorável do ácido nucleico e, ao 

mesmo tempo promover maior biocompatibilidade.106 

 

Figura 7. Estrutura química do polímero de polietilenimina (PEI): (a)linear; (b)ramificada. (Adaptado: Li et 

al.109) 

 

Comparando os dois tipos de PEI, ramificado e linear, o PEI ramificado apresenta 

maior capacidade de complexação e tamponamento por possuir mais grupos amina 

primárias passiveis de protonação.107 Tanto o PEI ramificado de alto peso molecular 
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como o de baixo peso molecular são utilizados como transportadores de ácido nucleicos, 

sendo que o de alto peso molecular demonstrou maior capacidade para formar 

complexos com o DNA compactos e estáveis e assim maior eficiência de transfeção.108 

O PEI, um sistema de entrega não viral, apresenta várias vantagens como 

simplicidade de produção e capacidade de entregar materiais genéticos de grande 

tamanho, sendo considerado um dos mais eficientes entre todos os polímeros. A 

complexação de ácidos nucleicos por parte do PEI pode ser conseguida de forma fácil e 

reprodutível. Este polímero apresenta uma excelente capacidade de condensar e 

estabilizar ácidos nucleicos, resultando nos chamados poliplexos.106,110 Os poliplexos de 

PEI são fáceis de manusear, estáveis à temperatura ambiente e permitem o 

armazenamento a longo prazo por congelação, mantendo-se totalmente ativos.111 

A sua alta eficiência de transfeção torna-o um vetor bem conhecido para aplicações 

biomédicas, e esta alta eficiência de transfeção é devida à capacidade de 

tamponamento de pH por parte do PEI, o chamado efeito “esponja de protões” (Figura 

8). O PEI tem a capacidade de estabelecer poros e defeitos na membrana, criando canais 

para o DNA atravessar para o núcleo da célula. A formação de poros aumenta à medida 

que a interação eletrostática entre o PEI catiónico e as membranas lipídicas carregadas 

negativamente se torna mais forte.109 Os complexos PEI/DNA são geralmente carregados 

positivamente e interagem eletrostaticamente com a membrana externa da célula, o que 

permite a captura dos poliplexos por parte de um endossoma.92 Após haver esta 

interação e posteriormente internalização celular do PEI, haverá um influxo de protões 

assim como de iões cloreto pelas ATPases endossomais levando à redução do pH. O 

aumento drástico na força iónica dentro do endossoma, cuja entrada de protões é 

exacerbada com a protonação do PEI (o efeito esponja de protão, que leva a uma 

expansão da rede polimérica por repulsão de carga), induzirá ao inchaço osmótico do 

endo-lisossoma e provocará a rutura.87 Desta forma, o PEI tem a capacidade de proteger 

o DNA da degradação enzimática no citoplasma, uma vez que o DNA sozinho não 

conseguiria ultrapassar esta barreira.108  
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Figura 8. Hipótese da esponja de protões.(Adaptado: Vermeulen et al.87)Hipótese descrita em 1997 por 

Behr et al..112 

 

No entanto, a toxicidade do PEI é um aspeto relevante a ter em consideração. Esta 

está sobretudo relacionada com o peso molecular e com a sua estrutura.113,114 Estudos 

recentes mostraram que quanto maior o grau de ramificação do PEI ramificado, mais 

favorável será a formação de pequenos complexos de transfeção, melhorando assim a 

eficiência do processo. O PEI ramificado mostrou também um tamponamento 

significativo numa ampla faixa de pH, teve o maior potencial de carga catiónica e 

condensou o DNA plasmídico (pDNA) em comparação com o PEI linear.83,108 

O PEI de alto peso molecular, embora tenha maior eficiência de transfeção, 

apresenta citotoxicidade significativa em células de mamíferos, devido à sua elevada 

carga e não degradabilidade, o que limita a sua aplicação clínica. Esta elevada 

citotoxicidade induz a desestabilização da membrana plasmática e autofagia. Para 

superar estes problemas, muitas vezes são utilizadas estratégias como a modificação da 

superfície do PEI, com uma reação de PEGuilação para diminuição da sua carga positiva. 

Esta modificação do PEI com cadeias de polietilenoglicol (PEG) pode melhorar a 

estabilidade do sistema e prolongar a circulação sanguínea. Além disso, o efeito de 

repulsão dos segmentos hidrofílicos de PEG também pode camuflar o excesso de carga 

positiva, reduzindo assim a toxicidade do material catiónico, fazendo com que o 

complexo apresente menor toxicidade e maior eficiência de transfeção.83,94,110 Outras 

modificações químicas são também passíveis de serem efetuadas como acetilação, 
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carboxilação, hidroxilação, e modificação com oligossacáridos, grupos/moléculas para 

direcionamento ou marcadores fluorescentes (Figura 9).109 

 

 

Figura 9. Ilustração esquemática das modificações possíveis do PEI quando incorporado em 

nanosistemas. (Adaptado: Li et al.109) 

 

O PEI de baixo peso molecular, por ser menos tóxico, tem sido ativamente explorado 

como alternativa. No entanto, apresenta a desvantagem da tendência a formar 

complexos com DNA menos condensados e estáveis devido ao pequeno tamanho da 

cadeia polimérica, geralmente resultando numa eficiência de transfeção insatisfatória. 

Uma solução viável para este dilema seria expandir reversivelmente o tamanho do PEI 

de baixo peso molecular, reticulando-o com ligações cliváveis, no entanto, é difícil gerir 

esta reticulação de uma forma controlada. 94,110 

 

 

3.1.  Aplicações do PEI 

A aplicação do PEI como reagente de transfeção celular foi relatada pela primeira vez 

em 1995 por Boussif et al., onde demonstraram que o PEI era capaz de transferir DNA 

para o cérebro de ratos recém-nascidos, dando assim a primeira evidência para a 

aplicação in vivo do polímero.115 Desde então, tornou-se o segundo sistema de entrega 

não viral utilizado para transferir ácidos nucleicos para as células. Vários estudos, 
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utilizando diferentes tipos de PEI, mostraram uma eficiência relativamente alta na 

expressão génica em comparação com outros sistemas de entrega poliméricos.92,116 

O PEI é um polímero com capacidade de se ligar ou interagir com nanomateriais, 

funcionalizando a sua superfície com o objetivo de melhorar a eficiência de transfeção 

do sistema de entrega. Este é amplamente utilizado para funcionalizar nanomateriais 

como CDs ou nanopartículas magnéticas sendo muito eficiente a nível de internalização 

celular.103,117 Os sistemas baseadaos em PEI para entrega de ácidos nucleicos têm um 

potencial promissor, em particular nas áreas de oncologia, vacinação e doenças 

pulmonares.106 Meher et al. funcionalizaram pontos de carbono de heparina com o PEI 

para facilitar o carregamento de um fármaco anticancerígeno e conseguir administrá-lo 

de forma mais eficiente.118 Manzoor et al. funcionalizaram nanotubos de carbono de 

parede simples (single wall carbon nanotubes, SWCNTs) com PEI e amido para fabricar 

um sensor para deteção reversível de CO2 em determinadas condições ambientais.119 

O PEI tem sido utilizado para criar modelos/condições de doenças humanas em 

células. Li et al. utilizaram a transfeção com PEI para introduzir mutações em células e 

estudar o efeito dessas mutações na função celular.120 Também tem sido utilizado para 

estudar a função de proteínas nas células. Zhang et al. usaram a transfeção de células 

com PEI para expressar proteínas fluorescentes e visualizar a localização e a dinâmica 

das proteínas dentro da célula.121 

Relativamente aos CDs, os quais apresentam propriedades fluorescentes, a sua 

modificação/funcionalização com PEI fornece cargas superficiais positivas, o que é 

benéfico para condensar macromoléculas carregadas negativamente, como é o caso do 

DNA. A alta densidade de grupos amina no PEI não só gera muitos pontos de interação, 

mas também confere aos CDs uma boa estabilidade coloidal.102,103,117 
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4. Pontos de carbono (Carbon Dots) 

 

A nanomedicina é uma área de investigação em rápido crescimento que visa aplicar 

nanopartículas na medicina para o tratamento ou diagnóstico de doenças.122–125 Em 

2004, Xu et al. descobriram nanopartículas de carbono com dimensões inferiores a 

18nm.126 Estas exibiam propriedades de fluorescência fascinantes dependendo do 

tamanho e apresentavam capacidade de funcionalização da superfície. 127–129 Em 2006, 

Sun et al. sintetizaram essas nanopartículas de carbono fluorescente estáveis e com 

cerca de 5nm de diâmetro a partir de pó de grafite, utilizando a técnica de ablação a 

laser, denominando-os pela primeira vez de “Carbon Dots” (CDs), que em português se 

traduz para “pontos de carbono”.130 Após esta descoberta, houve uma extensa 

investigação em torno das propriedades dos CDs e da sua conjugação a polímeros, com 

a finalidade de perceber melhor as suas aplicações. Li et al. realizaram a síntese e 

purificação de CDs, verificando-se que a fotoluminescência exibida era dependente do 

tamanho.131 Com este conhecimento, os CDs foram sintetizados através de diferentes 

métodos com o objetivo de produzir CDs com níveis de fotoluminescência adequados a 

cada finalidade. Zhu et al., em 2013, prepararam CDs altamente fotoluminescentes com 

um rendimento quântico de até 80% pelo método hidrotérmico utilizando, como 

precursores, ácido cítrico e etilenodiamina (EDA).132 Desde então, várias estratégias e 

tecnologias foram desenvolvidas para sintetizar CDs com melhor rendimento 

quântico.128 

Embora a estrutura química dos CDs não seja ainda exatamente clara, sabe-se que 

pode depender dos precursores usados e, das condições de reação.133 Os CDs podem 

apresentar carga positiva, negativa ou neutra por possuírem diferentes grupos 

funcionais à superfície.134 Adicionalmente, podem ser funcionalizados através de 

ligações covalentes, pontes de hidrogénio e interações eletrostáticas, adquirindo novas 

propriedades.17,128 

Os CDs podem ter átomos de carbono com hibridação sp2 ou sp3 e podem apresentar 

estrutura cristalina ou amorfa. Assim, com base nas suas caraterísticas e mecanismo de 

formação, são principalmente classificados como pontos quânticos de carbono (carbon 

quantum dots, CQDs), pontos quânticos de grafeno (graphene nanodots, GQDs) e 
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nanopontos de carbono (carbon nanodots, CNDs) (Figura 10). Os CQDs têm estrutura 

cristalina de carbono sp2/ sp3 e são, geralmente, nanopartículas esféricas. Os GQDs são 

caraterizados por apresentarem estruturas de carbono sp2, sendo descritos como 

nanopartículas constituídas por uma ou mais camadas de grafeno (inferior a 5 camadas) 

com grupos funcionais à superfície, e com um diâmetro inferior a 100nm, exibindo 

propriedades elétricas e óticas interessantes. Os CNDs, por seu lado, possuem núcleos 

amorfos (não organizados), apresentando dimensões abaixo dos 10nm.124,133,135–137  

 

 

Figura 10. Classificação dos CDs e suas principais abordagens de síntese.(Adaptado: Liu et al.122) 

 

Os pontos de carbono são, pois, constituídos por um núcleo e uma camada mais 

superficial, a qual pode ser composta por grupos funcionais como ácido carboxílico, éter, 

carbonilo, epóxi, amina e hidroxilo, dependendo do método de síntese, proporcionando-

lhes uma alta hidrofilicidade e a facilidade de funcionalização com diversas espécies 

inorgânicas, orgânicas, poliméricas ou biológicas.128,129 É esta funcionalização superficial 

(Figura 11) que permite o aperfeiçoamento das suas propriedades físico-químicas como 

a dispersibilidade em solventes diferenciados, a fotoestabilidade, a área superficial, a 

condutividade, a atividade catalítica e as propriedades óticas, incluindo 

fluorescência.102,104,123,138 
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Figura 11. Visão geral das interações moleculares usadas para exploração de pontos de carbono e as 

suas aplicações.(Adaptado: Arcudi et al.139) 

 

 

4.1.  Síntese de CDs 

4.1.1. Métodos 

Os métodos de síntese dos CDs, dependendo da fonte de utilização de carbono 

utilizada, podem ser divididos em dois tipos: “top-down” e “bottom-up” (Figura 

12).127,129 

 

 

Figura 12. Métodos de síntese de CDs.(Adaptado: Sharma et al.127) 
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O método top-down refere-se à quebra de estruturas maiores de carbono, como a 

grafite, para obter estruturas menores de carbono com dimensões inferiores a 10nm. 

Este pode ser realizado através da oxidação química140, síntese eletroquímica141, ablação 

a laser142 e ultrassons143. No entanto, esta técnica exige o uso de equipamentos caros, 

condições de reações adversas (por exemplo, elevada acidez, energia e tempo de reação) 

que são relativamente difíceis de controlar.127,144–147 

O método bottom-up, refere-se à síntese de CDs a partir de precursores moleculares 

apropriados (normalmente, pequenas moléculas orgânicas) sob condições específicas, 

tais como oxidação eletroquímica/química148, tratamento hidrotérmico146, irradiação de 

micro-ondas149, tratamento ultrassónico150 e técnicas de decomposição térmica/ 

pirólise/carbonização. Este é o método mais vantajoso em relação ao anterior uma vez 

que permite obter CDs com uma composição química mais homogénea e com menos 

defeitos.127,145,147 

Dentro dos métodos bottom-up, a síntese hidrotérmica é um método 

ecologicamente correto, de baixo custo, não tóxico e de fácil operação. Este processo de 

preparação de CDs ocorre numa única etapa, com diversas opções de materiais 

precursores como fonte de carbono, nomeadamente, ácidos (ascórbico e cítrico), 

produtos de origem animal (leite de vaca, albumina bovina sérica e albumina do ovo), 

quitosano, sementes de café, sumo de laranja, banana, mel, leite de soja, celulose, cinza 

de papel, entre outros. Estes precursores orgânicos reagem num reator hidrotérmico 

selado, a elevadas temperaturas. Esta síntese apresenta rendimentos baixos e tempos 

de reação elevados. No entanto, é muito utilizada devido à facilidade e vertente 

ecológica (ecofriendly).125,145 
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Tabela 1. Métodos adicionais para a preparação de CDs. 125,145,151 

Métodos Princípio Vantagens 

Micro-ondas Transformação de energia eletromagnética em 

energia térmica quando a solução é colocada 

sob micro-ondas. 

• Económico 

• Simples 

• Rápido 

Pirólise Os materiais são submetidos a condições de 

temperatura e pressão controladas, acima do 

seu ponto de fusão e na ausência de oxigénio. 

As propriedades óticas destes CDs obtidos por 

este método são ajustadas em função da 

temperatura da reação, duração da reação e 

pH. 

• Operação 

simplificada 

• Abordagem sem 

solventes 

• Maior tolerância 

ao precursor 

• Menor tempo de 

reação 

• Baixo custo 

Ultrassons Utilização de ultrassons que promovem a 

quebra de ligações químicas para produzir 

CDs. 

• Baixa 

temperatura 

• Ecologicamente 

correta 

Aquecimento 

simples 

Aquecimento dos materiais precursores a 

elevadas temperaturas para promoção da 

formação de CDs por cristalização. 

• Simples 

• Baixo custo 

Síntese 

química 

Utilização de diversos reagentes químicos 

como ácidos e bases que são utilizados como 

agentes redutores. 

• Capacidade de 

catalisar as 

reações 

Ablação a 

laser 

Um feixe de luz de alta intensidade incide 

sobre o material precursor promovendo a sua 

fragmentação em pequenas partes a serem 

utilizadas na síntese dos CDs. 

• Ecologicamente 

correta 

• Eficiente 

• Sem necessidade 

de produtos 

químicos 
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A síntese de CDs com recursos aos métodos acima mencionados requer a utilização 

de técnicas de separação e purificação como cromatografia, diálise e eletroforese em 

gel.145 

 

4.1.2.  Precursores 

A composição e estrutura dos CDs variam em função dos precursores utilizados e das 

condições de síntese. Em contraste com outros materiais fluorescentes que podem 

necessitar de precursores caros, equipamentos complexos ou processos de tratamento 

elaborados, os CDs podem ser preparados a partir de materiais facilmente disponíveis e 

baratos, sendo a seleção do precursor baseada na aplicação pretendida. Isto afeta a 

variação de heteroátomos e grupos funcionais que influenciarão as propriedades óticas 

e elétricas dos CDs.124,134,151 

Os CDs podem ser sintetizados utilizando biomoléculas, biopolímeros e plantas como 

precursores. Os aminoácidos e proteínas são os precursores mais utilizados por 

possuírem grupos amina (-NH2) e grupos funcionais carboxílico (-COOH), e ainda serem 

abundantes, de baixo preço, com boa solubilidade e biocompatibilidade.151,152 De igual 

forma, glicose, ácidos nucleicos, ácido fólico, glutationa e outras vitaminas são 

amplamente utilizadas como precursor de CDs devido à sua elevada solubilidade em 

água, baixo custo e não toxicidade.153 

Considerando uma vertente de aproveitamento de biomassa, a síntese de CDs pode 

recorrer a diversos materiais como a biomassa derivada de vegetais, fruta ou de diversas 

partes das plantas.152,154,155 Estes tipos de precursores são ecologicamente sustentáveis 

e de baixo custo evitando outros componentes no processo de síntese. Estes precursores 

vegetais são ricos em biomoléculas, metais, não metais e grupos funcionais, fazendo 

com que os CDs formados possam apresentar propriedades interessantes, como ser não 

tóxicos, biocompatíveis e altamente luminescentes.151 Muitas plantas têm servido como 

precursoras de CDs com diferentes tamanhos e comprimentos de onda de emissão. Por 

exemplo, CDs de diferentes plantas exibem propriedades de superfície e morfologia 

muito diferentes devido às suas diferentes composição e concentração químicas.156 
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4.1.2.1.  Ácido ascórbico como percursor 

O ácido ascórbico (Figura 13), também conhecido como vitamina C, é uma vitamina 

hidrossolúvel, abundante em frutas e vegetais e com um papel importante em processos 

metabólicos complexos como oxidação e redução.156 

Esta molécula orgânica encontra-se entre os precursores mais utilizados como fonte 

de carbono na síntese de CDs por ser uma fonte barata e por potenciar a sua futura 

aplicação clínica. O ácido ascórbico torna-se um precursor interessante uma vez que os 

grupos químicos presentes nesta molécula, nomeadamente, os que contêm oxigénio, 

podem resultar em CDs com propriedades únicas como a fotoestabilidade.136 

 

Figura 13. Representação da estrutura química do ácido ascórbico.157 

 

 

4.2.  Propriedades dos CDs 

Os CDs apresentam propriedades que dependem do método de síntese, do tipo de 

precursor e das condições experimentais utilizadas.135,158 Nestas propriedades incluem-

se as referidas na Figura 14. Estas propriedades fornecem vantagens quando comparados 

com outros materiais fluorescentes, como moléculas orgânicas, nanopartículas 

metálicas e pontos quânticos semicondutores (quantum dots).102,127,128,147,158,159 
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Figura 14. Propriedades dos CDs. 

Quando comparamos CDs com outros nanomateriais de carbono, como nanotubos 

de carbono, nanodiamantes, fulerenos e folhas de grafeno, os CDs são dispersíveis em 

água e mais estáveis, dependendo dos grupos funcionais que irão apresentar na sua 

superfície.137,160 

Os espetros de emissão de CDs têm uma faixa de comprimentos de onda de 330nm 

a 475nm, mas como estes são altamente fluorescentes, esta pode ainda ser observada 

na zona do verde a amarelo (< 550nm-580nm).137,160 

Na sequência de várias sínteses de CDs, Ding et al. 161  descobriram que poderiam 

sintonizar a fotoluminescência da região do ultravioleta do espetro de luz até á região 

do infravermelho em vários solventes, utilizando sempre o mesmo comprimento de 

onda de excitação. Lu et al. afirmaram que ao diminuir a temperatura da reação de 

síntese havia uma mudança observada na emissão de seus CDs da região UV para IR.162 

Estes pontos de carbono não são facilmente fotobranqueados, ao contrário de alguns 

corantes e proteínas fluorescentes. Eles mantêm a capacidade de emitir luz de forma 

eficiente mesmo quando excitados por um laser durante um período prolongado. Uma 

vez que são, normalmente, sintetizados a elevadas temperaturas, são estáveis em 

condições ambientais normais e têm a capacidade de suportar valores de pH extremos 

e elevada força iónica, podendo ser armazenados por um longo período preservando as 

suas propriedades.162 

Outra propriedade também muito importante é a biocompatibilidade. O facto de 

evidenciarem uma “baixa toxicidade” em diferentes estudos, é muito importante para 

aplicações biológicas. No entanto, deve ter-se em atenção que a “baixa citotoxicidade” 

Propriedades 
CDs 

Baixa toxicidade Propriedades óticas 

Fácil funcionalização 

Dispersíveis em água 

Fotoluminescência 

Quimicamente inerte 

Tamanho variável 

Estabilidade química 

Biocompatibilidade 

Baixa fotodegradação 
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é um termo vago e que estes são relatados como tendo uma toxicidade não 

negligenciável, visto que acima de uma concentração ideal, os CDs levarão ao 

comprometimento da integridade da membrana celular, levando à morte 

celular.129,163,164 Os CDs podem ser funcionalizados através de ligações covalentes 

tornando-os nanomateriais com baixa citotoxicidade e alta estabilidade. Diferentes 

grupos funcionais na superfície, resultam em CDs com diferentes cargas e com 

capacidade distinta de serem funcionalizados com moléculas orgânicas ou 

inorgânicas.88,165 Algumas das moléculas comumente utilizadas para funcionalizar os CDs 

são o polietilenoglicol (PEG) e a polietileneimina (PEI).129 

Quanto à eletroquímica, os CDs podem desempenhar um papel como aceitadores e 

dadores de eletrões, participando em reações redox. A presença de uma maior 

quantidade de grupos funcionais nos CDs pode levar a uma transferência de eletrões 

mais lenta.164 

 

4.3.  Caraterização dos CDs 

Existem várias técnicas que permitem caraterizar os CDs sintetizados com a 

finalidade de escolher CDs com propriedades pertinentes de acordo com as aplicações 

necessárias. Para isso, vários parâmetros são estudados e ajustados como tamanho, 

grupos funcionais, estrutura, composição elementar, fluorescência e muitas outras 

propriedades físicas e químicas.151 

A espetroscopia de UV-Vis é uma técnica que permite medir a absorção de radiação 

eletromagnética na região UV-Vis e, assim, aferir sobre as propriedades óticas dos CDs. 

Os CDs apresentam excelente absorção na faixa de 280–380 nm, emitindo fluorencência 

com um desvio de Stokes muito pequeno (alguns nanómetros). Os espectros de UV-vis 

normalmente apresentam duas bandas de absorção, uma para a transição π-π* de anéis 

aromáticos sp2 e outra para a transição n-π* de vários grupos funcionais de superfície, 

como grupos carbonilo, hidroxilo, éster e carboxilo. 151,163,166 No entanto, o espetro de 

absorção varia em função do método de síntese utilizado e da natureza dos grupos de 

superfícies presentes.163 

A espetroscopia de fotoluminescência (PL) é outra técnica comum que também 

permite medir as propriedades óticas dos CDs. Para obter os espetros de emissão, é 

importante ter um espetro de absorção obtido através do UV-vis, sendo os espetros de 
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emissão dependentes dos comprimentos de onda de excitação utilizado. Alterações do 

comprimento de onda de excitação resulta numa mudança no comprimento de onda do 

pico de emissão, com um desvio de Stokes caraterístico de alguns nanómetros.162,164 

Além disso, vários outros fatores, como tamanho de partícula, formato, estrutura interna 

e composição também desempenham um papel importante nas propriedades de 

fotoluminescência dos CDs.151,166  

Estas duas técnicas espetroscópicas, UV-Vis e PL, podem ser usadas juntas para 

determinar o rendimento quântico dos pontos de carbono. Este rendimento quântico 

(quantum yield (QY)) é determinado por comparação com a do sulfato de quinina, um 

rendimento quântico conhecido e utilizado como referência.167  

A espetroscopia de radiação Infravermelha com transformada de Fourier (FTIR) é 

outra técnica utilizada para caraterização dos CDs. Consiste numa análise qualitativa que 

se baseia na medição da absorção/transmitância de radiação eletromagnética  com  

comprimentos  de  onda  na  região  do  infravermelho  (4000–400  cm-1).166 Os picos de 

absorção correspondem a frequências de vibração das ligações entre os átomos que 

compõem a amostra, útil para a identificação dos grupos funcionais presentes na 

superfície dos CDs, e a intensidade dos sinais é um indicador direto da concentração dos 

compostos presentes.151,166 Uma vez que a síntese dos CDs é realizada com uma oxidação 

parcial do precursor de carbono, os grupos apresentados à superfície dos CDs são 

maioritariamente identificados como grupos carboxilo, ou ácido carboxílico, grupos 

hidroxilo e éter/epóxi.163,167 

A espetroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) é uma ferramenta de 

analise estrutural, podendo dar informação sobre o tipo de hibridação presente nos 

átomos de carbono constituintes dos CDs.163,166 O RMN possibilita a identificação com 

precisão dos grupos funcionais de superfície e fornece informação quanto à natureza da 

sua ligação à superfície da partícula.167 

A Microscopia Eletrónica de Transmissão (transmission electron microscopy (TEM)) é 

uma técnica de microscopia na qual um feixe de eletrões passa através de um material 

ultrafino e interage com a amostra formando uma imagem a partir dos eletrões 

transmitidos.151 Esta técnica fornece informações sobre o tamanho real das partículas, 

distribuição de tamanho e morfologia das amostras.167 
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O espalhamento dinâmico de luz (DLS) é uma tecnologia robusta para caraterizar o 

tamanho hidrodinâmico das partículas e a distribuição do tamanho na amostra através 

do índice de polidispersão (PdI).168 Este baseia-se no movimento browniano das 

partículas em solução e calcula o tamanho hidrodinâmico de cada partícula através da 

incidência de um feixe de luz monocromático e deteção da luz dispersa pelas 

partículas.169 

Para uma melhor compreensão das propriedades fundamentais dos CDs, podem ser 

usadas outras técnicas analíticas, como as técnicas eletroforéticas. Estas permitem 

separar partículas dispersas num solvente com base no tamanho, forma e ionização da 

superfície das nanopartículas, de acordo com os seus comportamentos de migração no 

gel sob influência de um campo elétrico.167,170 O método de centrifugação em gradiente 

de densidade que é uma técnica muito utilizada para separar biomacromoléculas e isolar 

nanopartículas com base no seu tamanho, forma ou densidade.167 

 

 

4.4.  Aplicações dos CDs 

Desde a descoberta dos CDs, as suas propriedades únicas têm sido extensivamente 

estudadas para serem aplicadas em diversos campos científicos, como a fotoquímica, 

eletroquímica, nanomedicina e na química verde.133 

Na nanomedicina, são várias as aplicações biomédicas descritas (Figura 15). Os CDs 

podem ser utilizados no diagnóstico e monitorização de doenças, como agentes de 

contraste de bioimagem e integrados em biossensores, ou na entrega de fármacos e de 

genes para o tratamento de doenças e cicatrização de feridas.147 
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Figura 15. Aplicações biológicas dos CDs. (Adaptado: Yuan et al.171) 

 

A bioimagem é a aplicação em que os CDs atuam como agentes de contraste devido 

à sua capacidade de penetrar nas células vivas, e fornecer sinais fluorescentes nítidos. 

Isto permite visualizar células e compartimentos celulares e assim compreender melhor 

as estruturas e funções fisiológicas in vivo e in vitro.137,145 Os CDs têm sido utilizados para 

rastreamento de células e deteção de biomoléculas, como proteínas e ácidos 

nucleicos.128,133 A imagem com contraste ótico entre a zona de interesse marcada e a 

região circundante permite a deteção precoce, triagem e diagnóstico de doenças 

potencialmente fatais como o cancro, por exemplo, neste caso possibilitando obter 

informações sobre o tipo, tamanho e localização dos tumores em humanos.137,172,173 

A aptidão de emissão de fluorescência dos CDs na zona do infravermelho é de 

particular destaque porque a luz nesta região do espetro tem capacidade de penetração 

mais profunda nos tecidos e os sistemas biológicos que são permeáveis para esses 

comprimentos de onda.145,163 

Outra das grandes aplicações é na entrega de fármacos ou genes atuando como 

sistemas de entrega para o tratamento de diversos tipos de doenças ou para a 

regeneração de tecidos. O objetivo de atingir o local alvo é desafiador devido às barreiras 

biológicas existentes no percurso. No entanto, a capacidade de funcionalização dos CDs 

facilita esta tarefa havendo a possibilidade de criar sistemas otimizados. Curiosamente, 

foi descrito que os CDs têm a capacidade de atravessar uma das barreiras biológicas mais 
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difíceis, a barreira hematoencefálica (BHE), necessária a ser ultrapassada no tratamento 

de várias doenças e distúrbios cerebrais. Os CDs, devido ao seu reduzido tamanho, 

conseguem penetrar através de difusão passiva e, para além de conseguirem alcançar 

tecidos profundos onde os fármacos não conseguiriam normalmente chegar, há a 

possibilidade de serem rastreados devido às suas propriedades óticas únicas, criando 

imagens do ambiente biológico/celular.117,133,162,173,174 

Relativamente à regeneração de tecidos, os CDs podem ser utilizados no estudo da 

regeneração de tecido ósseo. Segundo Shao et al.175, sintetizaram CDs partindo de ácido 

cítrico, para marcação e rastreamento de células estaminais de medula óssea de rato. 

Neste estudo constataram que os CDs não apresentaram elevada citotoxicidade. 

Os CDs podem ser utilizados para a deteção de vários parâmetros, como por 

exemplo: a temperatura, através da alteração da sua intensidade de fluorescência, sendo 

útil para monitorização de processos metabólicos em células vivas; o pH, podendo ser 

utilizados em aplicações biológicas e ambientais para a monitorização de processos 

biológicos intracelulares e controlo da qualidade de alimentos e bebidas; iões metálicos, 

como o ferro ou o cobre, podendo os CDs serem modificados para se ligarem 

seletivamente a iões específicos, usados na monitorização eletroquímica em  

dispositivos médicos; biomoléculas como glicose, sendo os CDs funcionalizados com 

sondas específicas para a sua deteção, o que é utilizado no diagnóstico médico e controle 

de qualidade dos alimentos; gases tóxicos, podendo os CDs serem modificados para 

reagir com gases específicos, o que é útil em aplicações de segurança industrial, 

monitorização ambiental e diagnóstico médico.145,160,162,163,172 

Os CDs têm potencial para o controlo de qualidade, como por exemplo na deteção 

de bactérias, tornando as abordagens usadas altamente sensíveis, específicas e rápidas. 

Eles podem ser modificados com um anticorpo específico e fornecer uma análise 

qualitativa e quantitativa do alvo na amostra.162 Também podem ser utilizados para 

interagirem, com sucesso, com diferentes vírus e retardar a infeção.145 Certos produtos 

químicos também podem ser detetados e quantificados para fins de monitorização de 

águas.173  

Uma outra aplicação dos CDs pode ser a sua utilização como fotocatalisadores. Estes 

fotocatalisadores baseados em CDs podem ser estimulados pela luz solar para 
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impulsionar, de forma eficiente, as reações químicas necessárias para promover a 

degradação de corantes orgânicos nocivos e poluentes.162,163 

As sondas são outras das aplicações dos CDs, podendo ser utilizados na segurança 

alimentar, para determinar vários tipos de contaminantes, como pesticidas, 

medicamentos veterinários, bactérias e aditivos proibidos.123 Como sensores, permitem 

identificar e medir concentrações de analitos com base em propriedades como 

fotoluminescência e condutividade elétrica.123,162 Ao interagir com os analitos, levam a 

alterações da sua intensidade de fluorescência ou comprimento de onda de emissão, o 

que pode, em última análise, ser útil no ambiente clínico para diagnosticar níveis 

anormais de parâmetros bioquímicos.162,173 
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5.  Nano híbridos à base de pontos de carbono e PEI 

 

Têm sido descritos na literatura vários estudos com CDs e o polímero PEI com o 

objetivo de detetar compostos específicos. Zeng et al.102 funcionalizaram CDs com PEI 

para aplicar como nanosensores fluorescentes com a finalidade de detetar de uma forma 

simples e seletiva a 6-tioguanina (6-TG), um medicamento anticancerígeno. Também Sen 

et al. complexaram o PEI e os CDs para sintetizar um nanomaterial fluorescente, para a 

deteção do 2,4,6-trinitrotolueno (TNT), um composto tóxico e mutagénico perigoso, e 

prejudicial à saúde humana, à vida selvagem e ao meio ambiente.160 Ren et al. relatam 

um método eficiente para a deteção de nitrito em vegetais e água utilizando CDs 

revestidos com PEI.159 

Outras investigações foram realizadas com a finalidade de avaliar a entrega de genes 

através de um nanosistema CDs/PEI. Em 2012, Liu et al. relataram um nanosistema 

híbrido baseado em CDs sintetizados através da pirólise assistida por micro-ondas, tendo 

como precursor a glicose, e posteriormente funcionalizado com o PEI. O objetivo foi 

avaliar a eficácia de transfeção de DNA do nanosistema em células renais de macaco 

(COS-7) e células do carcinoma hepatocelular humano (HepG2).103 Já Thakur et al.176, 

sintetizaram CDs fluorescentes híbridos com quitosano-PEI 25 kDa (CP25-CDs) e 

quitosano-PEI 2 kDa (CP2-CDs) para entrega direcionada de pDNA e miRNA em células 

de adenocarcinoma pulmonar (A549) e carcinoma mamário humano (MDA-MB-231).  

Bu et al., sintetizaram CDs com ácido ascórbico utilizando o método de pirólise 

assistida por micro-ondas e funcionalizaram-nos com PEI. A finalidade deste 

nanosistema era transportar o miR-2861 para células estaminais mesenquimais da 

medula óssea (BMSCs) e aí promover a diferenciação osteogénica. Os resultados 

indicaram o sucesso da transfeção deste nanoplexo e a sua baixa citotoxicidade.177  

Kong et al., desenvolveram um sistema baseado nos CDs modificados com o 

aptâmero de DNA AS1411 com PEI direcionado para células cancerígenas com expressão 

elevada de nucleolina. Os resultados mostraram que o nanossistema CDs-PEI-AS1411 

possuía maior eficiência de internalização em células de adenocarcinoma de mama 

humano (MCF-7) do que em fibroblastos de ratos (L929). Para células cancerígenas MCF-

7, a alta afinidade entre o AS1411 e o recetor de nucleolina relevante levou à libertação 
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do aptâmero, e a carga superficial do nanossistema aumentou ao mesmo tempo, 

resultando em maior internalização celular.117 
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6.  Objetivos gerais da Tese 

Neste trabalho, o objetivo central foi promover a diferenciação osteogénica de 

células estaminais mesenquimais humanas (hMSC), com recurso à terapia génica, para 

potenciais aplicações na estimulação da regeneração óssea. Para isso, foi desenvolvido 

um nanomaterial híbrido baseado em pontos de carbono (CDs) e PEI (polietilenimina), 

concebido como um sistema não viral de entrega de genes. 

A estratégia adotada visou dotar os CDs de uma carga catiónica suficiente positiva 

para interagir de forma eficiente com o plasmídeo de DNA (pDNA) codificante da BMP-

2 (proteína morfogénica óssea 2). Com este sistema, o objetivo foi garantir o transporte 

seguro do pDNA até o local-alvo nas hMSCs onde, no núcleo, a expressão do gene da 

BMP-2 é promover a indução de fatores de transcrição e a expressão de genes de 

diferenciação osteogénica precoce e tardia. 

Assim, os objetivos específicos do estudo foram os seguintes: 

• Amplificar em bactérias e purificar o DNA plasmídico codificante dos genes 

a entregar nas células; 

• Sintetizar os CDs pelo método hidrotérmico, utilizando o ácido ascórbico 

como precursor; ainda, caraterizar os CDs obtidos por técnicas físico-

químicas adequadas; 

• Preparar e caraterizar os nanossistemas CDs/PEI (nanoplexos), para isso 

usando diferentes razões CDs:PEI (1CDs/1PEI (mix1), 1CDs/2PEI (mix2) e 

1CDs/4PEI (mix4)); 

• Avaliar a compactação do pDNA e a neutralização da carga alcançada após 

interação com os nanoplexos (obtenção de poliplexos); 

• Avaliar a citotoxicidade dos nanoplexos CDs/PEI e poliplexos 

CDs/PEI/pDNA; 

• Otimizar a transfeção levada a cabo pelos poliplexos in vitro em células HEK 

293T (células de rim embrionário humano) utilizando um pDNA codificante 

dos genes repórteres proteína verde fluorescente (EGFP) e luciferase 

(pEGFPLuc); 
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• Utilizar o nanosistema CDs/PEI como sistema de entrega de genes para 

transfeção em hMSCs com pDNA codificante de BMP-2 e avaliar, qualitativa 

e quantitativamente, os parâmetros de diferenciação osteogénica. 
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CAPÍTULO II – Secção experimental 
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1. Amplificação, extração e quantificação de pDNA| Síntese de 

CDs e preparação de nanoplexos| Estudos de caraterização 

e compactação do pDNA 
 

Existem vários métodos de síntese para obter CDs. Neste trabalho, a abordagem 

sintética para a preparação de CDs será pelo método hidrotérmico (sob pressão e 

temperaturas elevadas), utilizando o ácido ascórbico como percursor e a água como 

solvente.  

Para caraterizar os CDs sintetizados assim como o seu precursor e os nanoplexos 

(CDs/PEI), foram utilizadas várias técnicas como: Espalhamento dinâmico da 

luz/Espalhamento eletroforético da luz (DLS/ELS), Espectroscopia de radiação 

Infravermelha com transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia de Ressonância 

Magnética nuclear (RMN) e espetroscopia UV-Vis e de fluorescência. 

 

1.1. Materiais e reagentes 
Neste trabalho foram utilizadas bactérias E. coli transformadas, separadamente, com 

dois pDNA, o pEGFPLuc (6.4 kb) que codifica os genes da proteína verde fluorescente e 

luciferase (e resistência à canamicina) e o pcDNA3.1/Hist©/hBMP2 vector/plasmid (8.5 

kb, pBMP-2) (gentilmente doado pelo Prof. Yasuhiko Tabata, Universidade de Kyoto, 

Japão) que codifica o gene da BMP-2 (e resistência à ampicilina). As bactérias foram 

cultivadas em meio Luria-Bertani (LB broth). 

Nesta primeira parte experimental, foi utilizado ácido ascórbico (pureza=99%) 

adquirido da TCI Chemicals, membrana de diálise de éster de celulose (MWCO 100-

500Da) adquirida da SpectrumLabs, água ultrapura purificada pelo sistema de 

purificação Millipore MilliQ com resistividade superior a 18.2 MΩ cm, kit de extração de 

pDNA PureLink™ HiPure Plasmid Miniprep, PBS (constituído por 1,37M de NaCl, 27mM 

KCl, 100mM Na2HPO4 e 18mM KH2PO4 fornecidos pela Thermo Fisher Scientific), tampão 

Tris-EDTA (TE), tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE), dimetilsulfóxido (DMSO), 

Polietilenimina (PEI) ramificado de 25kDa (Sigma), agarose RA TM (VWR), Gene Ruler 1kb 

DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), EZ-Vision® Two (Amresco), Quant-iT™ 

PicoGreen™ dsDNA Reagent (Invitrogen). 
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Diversos equipamentos foram utilizados nomeadamente, espetrofotómetro 

NanoDrop One Microvolume (ThermoScientific), Shaker Heidolph Unimax 1010, 

Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments), Sistema de liofilização Labconco Freeze Zone 

4.5L, Espetofotómetro de Fourier transformada de infravermelho acoplado com um 

sistema de refletância total atenuada (ATR) da PerkinElmer. Espetrofotómetro de 

fluorescência (LS55) da Perkin-Elmer, espetrofotómetro UV-Vis (Lambda 25) da Perkin-

Elmer, 400 MHz NMR (UltraShield™ 400 Plus ULTRA LONG HOLD) da Bruker, Nuaire H 

Autoflow CO2 Air-Jacketed Incubator, Ultra-freezer (-86°C) da Sanyo MDF, Freeze-Dryer 

(RVT400, -55 °C), leitor de microplacas (Victor3) da Perkin-Elmer, Centrifuga Sigma 3K30 

e o Azure 400 Gel documentation da Azure Biosystems. 

 

1.2. Amplificação, extração e quantificação de pDNA 
A primeira etapa deste trabalho experimental correspondeu à obtenção de pDNA 

para posterior transfeção. Para isso, dois pDNA, o pEGFPLuc e o pBMP2, foram extraídos 

separadamente, seguindo o mesmo procedimento. As bactérias Escherichia coli (E. Coli) 

transformadas, foram inoculadas a 37°C, em meio LB-agar e antibiótico (100 µg/mL 

canamicina e 50 µg/mL ampicilina, para pEGFPLuc e pBMP2, respetivamente). Após 24h, 

as colónias de bactérias foram selecionadas e colocadas durante 18h a crescer em meio 

LB, a 37°C, 150 rpm. Posteriormente o pDNA foi extraído e purificado utilizando um kit 

de purificação Pure Link HiPure, seguindo o procedimento recomendado pelo 

fornecedor. A concentração e a pureza dos pDNA extraídos foram determinadas com o 

espetrofotómetro Nanodrop (NanoDrop One Microvolume UV-Vis). 

 

 

1.3. Síntese de CDs 
A síntese dos CDs foi realizada através do método hidrotérmico com o ácido 

ascórbico como precursor de acordo com Martins et al.136. Dissolveu-se 500mg de ácido 

ascórbico em 10mL de água ultrapura. Esta solução incolor foi colocada num reator de 

aço inoxidável de Teflon num banho de óleo a 200°C durante 5h (Figura 16). Após as 5h, 

o reator arrefeceu à temperatura ambiente. Posteriormente, a solução castanha com 

odor caraterístico a caramelo contendo CDs foi centrifugada (45000xg, 30min) e o 

sobrenadante obtido foi depois submetido à diálise com uma membrana de 100-500Da, 
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durante 4 dias para remover pequenas moléculas fluorescentes livres geradas durante o 

processo de síntese. Por último, a solução resultante da diálise foi novamente 

centrifugada (45000xg, 30min) para isolar as partículas insolúveis da solução de CDs. 

Finalmente, a solução obtida foi liofilizada durante 72h e armazenada a 4°C para 

posterior caraterização. 

 

 

Figura 16. Resumo esquemático da síntese dos CDs. 

 

 

1.4. Preparação dos nanoplexos CDs/PEI 
Uma solução de PEI (8mg/mL em água ultrapura filtrada) foi mantida em banho-

maria a 40°C durante 24h. Após este tempo, misturou-se a solução de PEI com uma 

solução de CDs (2mg/mL em água ultrapura filtrada), a diferentes razões de massa 

1CDs/1PEI (mix1), 1CDs/2PEI (mix2) e 1CDs/4PEI (mix4), e deixou-se sob agitação à 

temperatura ambiente (22°C) durante 5h. Posto isto, as soluções dos nanoplexos CDs/PEI 

foram liofilizadas durante 72h e de seguida armazenadas a 4°C para posteriores testes 

de caraterização. 
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1.5. Caraterização 

1.5.1. Espetroscopia de Ressonância Magnética nuclear (RMN) 
Para analisar o produto de partida dos CDs (ácido ascórbico) e o produto final (CDs), 

foram adquiridos espetros de RMN (1H e 13C), utilizando um equipamento de RMN de 

400MHz (UltraShield 400 plus ULTRA LONG HOLD) da Bruker. Cerca de 20mg de amostra 

foram dissolvidas em 500µL de DMSO-d6 e foram obtidos um espetro de 13C e um de 1H 

de cada amostra. Os espetros foram tratados com o software TopSpin versão 3.6.5. 

 

1.5.2. Espetroscopia de radiação Infravermelha com transformada de Fourier 

(FTIR) 
O FTIR permite obter uma análise qualitativa da amostra com o objetivo de 

identificar os grupos funcionais presentes na superfície das partículas.166 Para isso, foi 

colocado cerca de 2mg de cada nanoplexo CDs/PEI (previamente liofilizados) no 

equipamento FTIR espetofotómetro Spectrum Two (PerkinElmer) acoplado a um 

acessório de refletância total atenuada (ATR). Os espetros foram adquiridos usando uma 

faixa de comprimento de onda de 400 a 4000cm-1. 

 

1.5.3. Espalhamento dinâmico da luz/Espalhamento eletroforético da luz 

(DLS/ELS) 
Para analisar o tamanho hidrodinâmico, assim como o potencial zeta dos nanoplexos 

CDs/PEI e dos CDs e PEI individualmente, através do DLS/ELS, prepararam-se as soluções 

(em triplicado) a uma concentração de 200µg/mL, utilizando o PBS (previamente 

filtrado) como solvente. Após a preparação das amostras, homogeneizou-se no vórtex e 

colocou-se a incubar por 20 min, à temperatura ambiente (22°C). Por fim, mediu-se o 

diâmetro hidrodinâmico e o potencial zeta dos poliplexos em estudo, usando um 

Zetasizer Nano Z (Malvern Panalytical). 

 

1.5.4. Espetroscopia UV-vis e Fluorescência 
Para determinar as propriedades óticas dos CDs e PEI, assim como confirmar a 

interação bem-sucedida dos nanoplexos CDs/PEI, procedeu-se à caraterização por 

espetroscopia UV-vis e de Fluorescência com cuvette de quartzo com caminho ótico de 

1cm. As soluções de CDs, PEI e dos nanoplexos CDs/PEI foram preparadas a uma 

concentração de 200µg/mL, utilizando a água ultrapura filtrada como solvente. Os 
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espetros de absorção UV-Vis foram obtidos usando um espetrofotómetro UV-Vis 

(Lambda) da PerkinElmer na gama de comprimento de onda de 200-550nm. Os espetros 

de fluorescência foram obtidos através de um espetrofotómetro de fluorescência (LS55) 

da PerkinElmer. A faixa de comprimentos de onda de excitação utilizada foi de 300 a 

560nm com espaçamento de 20nm. A velocidade de obtenção do espetro foi ajustada a 

200nm/min. 

 

1.6. Estudo da compactação do pDNA 
Com o objetivo de estudar a capacidade dos nanoplexos CDs/PEI neutralizarem e 

condensarem o pDNA, realizaram-se três ensaios: DLS/ELS, eletroforese em gel de 

agarose e ensaio do PicoGreen®. Para isso, foram testados diferentes razões N/P para os 

três mix preparados anteriormente, assim como o PEI de forma isolada como referência. 

As razões N/P em estudo representam o número de moles de grupos amina do PEI e 

números de moles de grupos fosfato do pDNA. As razões N/P testadas foram N/P2,5, 

N/P5, N/P7,5, N/P10, N/P15 e N/P20, representadas na Tabela 2. Para cada ensaio, os 

diferentes componentes da mistura foram adicionados na seguinte ordem: pDNA – mix 

(CDs/PEI) – solvente (PBS) num volume total de 1mL para cada condição em triplicado. 

O vórtex foi utilizado para homogeneizar a solução e incubou-se durante 20 minutos à 

temperatura ambiente (22°C). 

 

Tabela 2. Preparação de complexos de pDNA com os diferentes nanoplexos CDs/PEI, a razões N/P variáveis, 
considerando 1µg de pDNA. 

 

CDs/PEI (m/m) 

massa (µg) 
PEI 

massa (µg) 
MIX1 (1:1) MIX2 (1:2) MIX4 (1:4) 

R
az

ão
 N

/P
 

N/P2,5 

N/P5 

N/P7,5 

N/P10 

N/P15 

N/P20 

1,9 

3,8 

5,7 

7,6 

11,4 

15,2 

1,4 

2,8 

4,3 

5,7 

8,5 

11,4 

1,2 

2,4 

3,6 

4,7 

7,1 

9,5 

1,0 

1,9 

2,8 

3,8 

5,7 

7,6 
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1.6.1. DLS/ELS 
Com uma solução de CDs/PEI a uma concentração de 200µg/mL (para todos os mix), 

PEI e CDs individualmente a 200µg/mL e pDNA a 0.1µg/µL, os complexos foram 

preparados em triplicado e num volume final de 1mL, nas diferentes razões N/P de 

acordo com a Tabela 2. Foi utilizado o PBS como solvente. Determinou-se o diâmetro 

hidrodinâmico e o potencial zeta dos poliplexos em estudo, usando um Zetasizer Nano Z 

(Malvern Panalytical). 

 

1.6.2. Eletroforese em gel de agarose 

Para estudar a neutralização da carga negativa do pDNA mediante a interação com 

os nanoplexos em estudo, realizou-se uma eletroforese em gel de agarose. Para isso, 

foram preparados os poliplexos CDs/PEI/pDNA de acordo com a Tabela 2. A eletroforese 

foi efetuada com um gel de agarose (1%) com tampão TAE (1x) como tampão de corrida, 

com um ladder de DNA e com um marcador para visualização de bandas no gel – o 

reagente EZ-Vision. A corrida da eletroforese deu-se até o marcador ter percorrido cerca 

de 75% do gel (cerca de 1 hora), a 80 mV. Após terminada a eletroforese, usou-se o Azure 

400 Biosystems™ para a revelação do gel. 

 

1.6.3. Ensaio do PicoGreen® 
A capacidade das diferentes proporções dos nanoplexos CDs/PEI de condensar o 

pDNA foi avaliada pelo ensaio do Picogreen®. Cada solução foi preparada a uma 

concentração de 200µg/mL CDs/PEI e 0.1µg/µL pDNA. Neste ensaio foram selecionadas 

as razões N/P de N/P7,5, N/P10 e N/P15, de acordo com a Tabela 2. As soluções foram 

preparadas em triplicado, e adicionou-se Tris-EDTA (TE) para completar um volume final 

de 100µL. 

Após a preparação dos complexos, os 100µL dos complexos foram transferidos para 

uma placa opaca de 96 poços e adicionou-se a solução de PicoGreen® (previamente 

diluída 200x em tampão TE). Leu-se a intensidade de fluorescência em cada poço a 

535nm num espectrofotómetro de fluorescência (Perkin Elmer Victor 3 Multilabel 

Reader). 



Página | 48  
 

2. Estudos in vitro de viabilidade celular e de entrega da 

proteína verde fluorescente (EGFP), em células HEK293T e 

hMSCs, utilizando os nanoplexos CDs/PEI 
 

2.1. Cultura de Células HEK293T e hMSCs 
As células 293 do rim embrionário humano (HEK293) são células HEK que foram 

transformadas pela exposição a fragmentos de DNA de adenovírus tipo 5. São facilmente 

cultivadas em suspensão celular sem soro, dividem-se rapidamente, são facilmente 

transfetadas e altamente eficientes na produção de proteínas.178 Esta linha celular 

(HEK293T) expressa o antigénio T que permite a replicação de plasmídeos tornando-se 

capaz de expressar vários tipos de genes de vetores virais para uso na terapia 

génica.178,179 

O crescimento e proliferação destas células em laboratório faz uso de meio de cultura 

D-MEM, com todos os nutrientes necessários como aminoácidos e vitaminas, assim 

como a sua suplementação com 10% soro e 1% antibiótico/antimicótico. O soro contém 

fatores de crescimento, que promovem a proliferação e fatores de adesão e atividade 

antitripsina, que promovem a fixação celular, sendo também uma fonte de minerais, 

lípidos e hormonas. Por outro lado, os antibióticos/antimicóticos evitam e reduzem a 

ocorrência de contaminações por bactérias e fungos.  

Relativamente às hMSCs, descritas no capítulo I, são células estaminais adultas com 

elevada capacidade de proliferação e diferenciação celular.2 A sua cultura é geralmente 

realizada com os meios basais Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (D-MEM) com baixo 

teor em glucose ou α-modified Minimum Essential Eagle’s Medium (α-MEM) com ou sem 

fatores de crescimento, suplementados com 10-20% de soro bovino fetal e 1% de 

antibiótico/antimicótico.67,180 Como abordado no capítulo I, estas são células delicadas 

de colocar em cultura e promover a sua diferenciação, pelo que têm que ser tratadas 

cuidadosamente com tratamentos específicos como a adição de dexametasona em 

combinação com β-glicerofosfato e ácido ascórbico.45 Também é importante ter em 

conta o número da passagem a utilizar, uma vez que segundo a literatura, as capacidades 

das hMSCs começam a diminuir a partir da passagem 6.181 
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2.2. Plasmídeo EGFP e estudos de transfeção 
O plasmídeo utilizado nesta fase de otimização para transfetar as células HEK293T e 

as hMSCs foi o pEFGFPLuc que codifica a proteína verde fluorescente melhorada (EGFP) 

e a luciferase (Luc), Figura 17. A escolha deste plasmídeo nesta fase inicial do trabalho 

com células, prendeu-se pelo facto deste codificar a EGFP, que permite a verificação 

imediata da eficiência de transfeção através da microscopia de fluorescência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Plasmídeo pEGFPLuc. a) Plasmídeo pEGFPLuc com tamanho de 6.4kb.182 b) Estrutura cristalina 
da proteína verde fluorescente.(Adaptado: Nam et al.183) 

 

O vetor pEGFPLuc é um plasmídeo que contém um promotor forte que impulsiona a 

expressão do gene de interesse, nomeadamente o gene da EGFP e da Luc.184 Este 

plasmídeo, contém também um gene que produz uma proteína que confere resistência 

às bactérias (e células) ao antibiótico canamicina.182 

A EGFP e Luc são dois tipos de proteínas repórter, que apresentam estabilidade em 

diferentes condições, intensidade acentuada e meia vida longa, utilizadas para estudos 

in vivo e imagens de células vivas.185 

A GFP apresenta muitas variantes, que foram sendo desenvolvidas para melhorar a 

sua fluorescência, sendo uma delas a EGFP. A EGFP é uma proteína verde fluorescente 

melhorada muito utilizada na investigação e utilizada neste trabalho. Ao contrário das 

outras proteínas repórter bioluminescentes, esta não precisa de substrato ou cofator, e 

emite luz verde quando é excitada por uma luz azul, apresentando um máximo de 

excitação de 488nm e um máximo de emissão de 507nm. No entanto, a sua fluorescência 

Cromóforo 
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pode sofrer interferência pela sua autofluorescência e a interação com alguns órgãos 

internos diminuem a sua sensibilidade.185–187 

A Luc é uma melhor proteína repórter devido à maior sensibilidade e ausência de 

autofluorescência. No entanto, é mais custosa, requer luciferina como substrato e é 

dependente de ATP e O2 (Figura 18).185 

 

Figura 18. Representação esquemática do princípio do ensaio da luciferase. (Adaptado: Riss et al.188) 

 

Neste trabalho, a avaliação não foi só avaliada pela presença da EGFP, mas também 

pela atividade da luciferase por mg de proteína. Esta quantidade de proteína é obtida 

através do ensaio do ácido bicinconínico (BCA). 

O ensaio do ácido bicinconínico (Figura 19) permite quantificar a quantidade de 

proteína total de uma determinada amostra através da redução de Cu2+, para Cu+ pela 

proteína, sob condições alcalinas. Este Cu+ forma um complexo com duas moléculas de 

BCA resultando na produção de uma cor púrpura intensa com absorvância máxima a 

560nm. Uma vez que o conteúdo total de proteína é proporcional a este complexo, é 

possível proceder à quantificação de proteína com recurso a padrões de proteína 

conhecidos.189–191 

 

Figura 19. Representação esquemática do princípio do ensaio do BCA. (Adaptado: Smith et al.192) 
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2.2.1. Estudos de viabilidade celular 

Existem dois parâmetros importantes quando avaliamos as células, a vitalidade 

celular, que descreve a atividade fisiológica das células vivas na população e a viabilidade 

celular, que é definida como a percentagem de células vivas. Um ensaio de viabilidade 

celular deve ser seguro, rápido, confiável, eficiente e de baixo custo. Os ensaios que 

determinam a viabilidade celular são baseados em várias funções das células, incluindo 

atividade enzimática, permeabilidade da membrana celular, adesão celular, produção de 

ATP (adenosina trifosfato), produção de coenzima e atividade de captação de 

nucleótidos. Estes podem ser categorizados como, ensaios de exclusão de corantes, 

ensaios colorimétricos, ensaios fluorométricos, ensaios luminométricos e ensaios de 

citometria de fluxo.88,193,194 

Neste trabalho, a viabilidade celular foi avaliada pelo método da resazurina. Este 

pretende determinar a atividade metabólica das células viáveis avaliando os efeitos da 

exposição das células aos complexos preparados. 

O método de redução da resazurina (Figura 20) assume que apenas as células viáveis 

são metabolicamente ativas e capazes de transformar resazurina em resorufina, um 

composto fluorescente.195 Mais especificamente, a resazurina (7-Hydroxy-3H-

phenoxazin-3-one 10-oxide) que é um corante azul não fluorescente irá ser reduzida, na 

mitocôndria das células, a resorufina, um composto rosa com elevada fluorescência 

vermelha. Uma vez que apenas as células viáveis conseguem realizar este processo, 

devido à sua atividade metabólica ativa, então, apenas as células viáveis serão capazes 

de converter a resazurina em resorufina.193,196,197 Este é um método indireto para 

determinar a viabilidade celular e, assim, deduzir a citotoxicidade induzida pelos 

complexos às células cultivadas expostas. 

 

Figura 20. Representação esquemática da conversão da resazurina em resorufina.  (Adaptado: Lavogina et 

al.198) 
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Uma outra forma de quantificar a viabilidade celular é através do método direto por 

exclusão, que consiste na utilização do “trypan blue”, um corante que é internalizado 

pelas células quando a membrana da mesma se encontra comprometida. 

 

2.3. Células, materiais e reagentes 
Nesta secção do trabalho, foi utilizado um pDNA que codifica a EGFP e a enzima 

luciferase (pEGFPLuc, 6.4 kb) e são usadas as células HEK 293T e hMSCs para avaliar a 

expressão da EGFP e medir a atividade da luciferase. As células HEK293T foram 

adquiridas da empresa ATCC® ref: CRL-3216TM, e as hMSCs foram obtidas a partir de 

amostras de osso trabecular humano recolhidas durante intervenções cirúrgicas 

efetuadas no Hospital Dr. Nélio Mendonça (Funchal), na sequência de situações 

traumáticas. 

Para ensaios de cultura celular é utilizado um meio celular DMEM para as células 

HEK293T e o meio α-MEM para as hMSCs, PBS (tampão salino fosfato) (Sigma-Aldrish), 

antibiótico/antimicótico (AA) (Gibco), FBS (soro bovino fetal) (Gibco), BSA (albumina 

bovina sérica) (Sigma-Aldrich), BCA (ácido bicinconínico) (Sigma-Aldrich), kit Pierce 

Firefly Luciferase Glow Assay (ThermoFisher), tripsina-EDTA, colagénio I (150µg/mL em 

20mM de ácido acético) e resazurina (0.1mg/mL). 

Alguns equipamentos foram utilizados como a centrífuga Sigma 3H30, Leitor de 

microplacas Victor3 (PerkinElmer), Microscópio Microhub Mica (Leica Microsystems), 

agitador orbital 1000 Heidolph, citómetro de fluxo ACEA– NovoCyte 3000. 

 

2.4. Cultura celular 
As células HEK293T e as hMSCs foram descongeladas e centrifugadas a 300xg por 8 

minutos à temperatura ambiente (22°C) obtendo-se um “pellet” de células, o qual foi 

ressuspendido em 1mL de meio D-MEM e α-MEM suplementado com 10% de FBS e 1% 

AA (designado de meio completo), respetivamente. Foram cultivadas 3x105 células 

numa placa de petri de 100mm com 10mL de meio completo e incubadas numa 

atmosfera humidificada a 5% CO2 a 37°C (CO2 Air - Jacketed Incubator). As células foram 

monitorizadas, com mudanças de meio até se atingir um mínimo de 80% de confluência. 
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Para estes ensaios de transfeção, foram utilizadas células HEK 293T passagens P40-P50 

para as e células hMSCs nas passagens P5-P7. 

Atingida a confluência, as células foram tripsinizadas. O meio de cultura foi removido, 

as células foram lavadas com PBS, adicionou-se 1mL de tripsina e incubou-se numa 

atmosfera humidificada a 5% CO2, 37°C por 5 minutos. Posto isto, adicionou-se 2mL de 

meio completo para parar a ação da tripsina e determinou-se a viabilidade e a densidade 

celular a partir de uma suspensão celular com 0.2% de “trypan blue” com uma Câmara 

de Neubauer. As células foram cultivadas em placas de poços para os diferentes ensaios, 

sendo que as placas cultivadas com HEK 293T foram previamente preparadas com uma 

camada de colagénio (incubação dos poços com 100µL de solução de colagénio por 

30min, seguida de lavagem em PBS) para promover a sua aderência à placa. 

 

2.5. Estudo da atividade metabólica e transfeção em HEK 293T e 

hMSCs – Ensaio da atividade metabólica através da resazurina e 

expressão de EGFP por microscopia de fluorescência e citometria 

de fluxo 
As células foram cultivadas em placas de 96 poços a uma densidade de 4x103 

células/poço para as HEK 293T e 3x103 células/poço para as hMSCs, em 200µL de meio 

completo e colocadas numa atmosfera humidificada de 5% de CO2 no ar a 37°C.  Após 

24h, os complexos foram preparados, de acordo com a Tabela 3, tendo em conta 

0,2µg/poço e 20µL de complexos/poço (foram preparados complexos em excesso, para 

10poços). O meio foi substituído por 180μL de meio (D-MEM ou α-MEM) completo e 

20μL dos complexos foram adicionados a cada poço e as células foram incubadas por 48 

horas. Como controlo positivo utilizou-se o PEI sem os CDs completando o restante com 

PBS. Como controlo negativo foram adicionados 20µL de PBS por poço com células sem 

a adição dos complexos.  As células foram expostas durante 48h aos complexos. 

Posteriormente as células foram observadas usando um microscópio confocal sob um 

comprimento de onda de excitação de 450nm e de emissão de 500nm. Posto isto, as 

mesmas células foram utilizadas para o ensaio de viabilidade celular. 
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Tabela 3. Preparação de complexos de pDNA com os diferentes nanoplexos CDs/PEI, a razões N/P variáveis, 
considerando 2µg de pDNA por condição e num volume final de 200µL (suficiente para 10 réplicas) para 
avaliar a transfeção. Como solvente foi utilizado o PBS. Controlo – células com meio completo; Controlo 
negativo – Células em meio completo e PBS. 

 

CDs/PEI (m/m) 

Massa (µg) 
PEI (controlos 

positivos) 
MIX1 (1:1) MIX2 (1:2) MIX4 (1:4) 

R
az

ão
 N

/P
 

N/P2,5 

N/P5 

N/P7,5 

N/P10 

N/P15 

N/P20 

3,8 

7,6 

11,4 

15,2 

22,7 

30,3 

2,8 

5,7 

8,5 

11,4 

17,0 

22,7 

2,4 

4,7 

7,1 

9,5 

14,2 

18,9 

1,9 

3,8 

5,7 

7,6 

- 

- 

 

 

Para proceder ao ensaio de viabilidade celular através da redução da resazurina, o 

meio foi substituído por meio completo fresco contendo 10% (v/v) de uma solução de 

resazurina (0,1 mg/mL), seguida de incubação por 2h30. Em seguida, 100µL do meio 

reduzido foram transferidos para uma placa opaca de 96 poços e a fluorescência da 

resorufina foi medida num leitor de microplacas com um λex=530nm e λem=590nm. O 

meio incubado em poços sem células foi usado como branco em medições de 

fluorescência. Foram realizadas duas experiências independentes, cada condição com 8 

réplicas. A atividade metabólica foi determinada pela equação: 

 

% 𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑚𝑒𝑡𝑎𝑏ó𝑙𝑖𝑐𝑎 = 100ꓫ
𝐹(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)−𝐹(𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)

𝐹(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜)−𝐹(𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)
           

 

Onde, F representa os valores de intensidade de fluorescência determinados. 

 

Após este ensaio, os 100µL de meio sobrantes na placa com células foi removido. 

Adicionou-se 50µL de tampão de lise (1X) a cada poço e colocou-se as placas no 

congelador a -20°C para posterior quantificação da proteína total. 

 

Equação 1 
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Para determinar a intensidade de fluorescência da EGFP nas células sujeitas aos 

poliplexos em estudo, realizou-se a técnica de citometria de fluxo. Neste ensaio foram 

cultivadas 5X104células/mL e 3,7X104células/mL, para HEK293T e hMSCs 

respetivamente, em placas de 24 poços e incubou-se a 5% de CO2, 37°C por 24h. 

Posteriormente, o meio foi substituído por 900µL de meio completo e 100µL dos 

complexos preparados contendo 2µg de pEGFPLuc/mL. Células com 100µL de PBS em 

vez dos complexos foram utilizadas para controlo negativo. Para controlo positivo foi 

adicionado apenas o PEI nas diferentes razões N/P sem os CDs de acordo com a Tabela 

3. As células foram expostas durante 48h aos complexos. Após os quais, o meio de 

cultura foi removido e as células lavadas com 200µL de PBS e procedeu-se à tripsinização 

com 100µL de tripsina/poço. As placas foram incubadas durante 5min, 5% de CO2, 37°C. 

Observou-se as células ao microscópio para garantir que estas se desagregaram e 

adicionou-se 200µL de meio completo a cada poço para parar a ação da tripsina. A 

suspensão celular foi homogeneizada e transferida para microtubos individuais e 

centrifugados durante 5min, 300xg a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 

ressuspendeu-se o pellet em 200µL de PBS. As suspensões celulares foram transferidas 

para uma placa transparente de 96 poços e analisadas num citómetro de fluxo (ACEA – 

NovoCyte) com estação de fluídos e amostrador automático. Para cada amostra foram 

recolhidos 10.000 eventos. O gate e o nível de fluorescência positiva foi definido com 

software NovoExpress 1.2.1, considerando as células expostas ao tampão PBS como 

controlo negativo. Os resultados estão expressos em intensidade de fluorescência em 

cada uma das condições estudadas. 

 

2.6. Estudo da expressão do gene da luciferase em HEK 293T e hMSCs 
Para medir a expressão do gene da luciferase e consequentemente obter o valor da 

eficiência de transfeção das células, foi realizado o ensaio da luciferase. Este ensaio 

permite medir a quantidade do gene repórter e assim inferir sobre a eficiência de 

transfeção. Para isso foi utilizado o kit Pierce Firefly Luciferase Glow Assay para analisar 

a atividade da luciferase nas células transfetadas. Assim sendo, das placas descongeladas 

com os lisados celulares (utilizadas para a quantificação da proteína total) transferiram-

se 10µL de cada amostra em estudo para uma placa opaca de 96 poços, adicionou-se 

50µL de solução de trabalho de substrato de luciferase (de acordo com o fabricante) e 



Página | 56  
 

incubou-se durante 10 minutos. Mediu-se a luminescência num leitor de microplacas a 

560nm. 

 

Para determinar a quantidade de proteína e assim concluir sobre a atividade da 

luciferse/mg de proteína, procedeu-se ao ensaio de BCA. Deste modo, usou-se um kit de 

ensaio ácido bicinconínico e albumina bovina sérica (BSA) como standard de acordo com 

o fabricante. Primeiramente, preparou-se uma reta de calibração de BSA com 6 diluições 

seriadas, em triplicado, a partir de uma solução stock de BSA (10mg/mL), (Anexos - 

Figura A. 6). As placas com os lisados celulares foram descongeladas e transferiram-se 

10µL de cada poço, assim como cada ponto da reta para uma placa transparente de 96 

poços, onde, por fim, foram adicionados 200µL de reagente de BCA a cada poço. Posto 

isto, deixou-se as amostras a incubar a 37°C, durante 1h e leu-se a absorvância num leitor 

de microplacas, a 550nm.  

Posteriormente estes valores foram tratados e divididos por mg de proteína total 

(valores obtidos no ensaio de BCA) obtendo-se resultados de atividade da luciferase 

relativamente à quantidade de proteína total (RLU/mg proteína). 
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3. Estudos in vitro da viabilidade celular e de entrega de gene 

codificante da BMP-2, em hMSCs, utilizando os nanoplexos 

CDs/PEI para indução da diferenciação osteogénica 
 

3.1. Plasmídeo da BMP-2 
Como referido no Capítulo I, as BMPs são um grande grupo de proteínas de 

sinalização que desempenham um papel crucial na formação e regeneração óssea, 

sendo que, especificamente, a BMP-2 possui forte atividade indutora do processo de 

regeneração óssea.38,46 Para estudar este efeito e para fins de formação óssea, o gene 

da BMP-2 pode ser introduzido num DNA plasmídico. Tal como todos os outros 

plasmídeos, este apresenta um gene que confere resistência a antibióticos, que neste 

caso é a resistência à canamicina, que auxilia no processo de seleção das bactérias.199  

A transfeção de células com o plamídeo com o gene codificante da BMP-2 tem sido 

reportado em diversos estudos, onde a expressão da BMP-2 leva à indução da 

osteogénese (Figura 21). A sua expressão despoleta uma cadeia de eventos de expressão 

de fatores de transcrição e uma sucessiva cascata de expressão de genes precursores da 

osteogénese precoces numa fase inicial como o RUNX2 e a fosfatase alcalina por 

exemplo. Com o progredir da osteogénese, genes tardios da osteogéne são expressos 

como o caso da osteocalcina, por exemplo.38 

 

 

Figura 21. Diferenciação de MSCs em osteoblastos impulsionada por BMP-2, juntamente com os outros 
fatores listados. (Adaptado: Halloran et al.38) 
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3.2. Materiais e reagentes 
 O plasmídeo utilizado nesta última fase do trabalho, em que o objetivo é promover 

a diferenciação osteogénica em células mesenquimais, é o plasmídeo que codifica o 

gene da BMP-2 (pcDNA3.1/Hist©/hBMP2).200 

Nesta etapa do trabalho apenas foram utilizadas hMSCs para estudar a diferenciação 

utilizando o plasmídeo da BMP-2. A cultura celular foi realizada seguindo a descrição 

anterior e utilizando o meio completo α-MEM. 

Para a cultura celular é usado um meio celular α-MEM, PBS (tampão salino fosfato) 

(Sigma-Aldrish), antibiótico/antimicótico (AA) (Gibco), FBS (soro bovino fetal) (Gibco), 

BSA (albumina bovina sérica) (Sigma-Aldrich), BCA (ácido bicinconínico) (Sigma-Aldrich), 

tripsina-EDTA. Vários reagentes são também utilizados como a resazurina (0.01mg/mL), 

glutaraldeído 1,5% (v/v) (Sigma), dexametasona (Sigma), β-glicerofosfato (Sigma) e ácido 

ascórbico (C6H8O6) (Sigma), ácido clorídrico 37% (HCl) (PanRec), hidróxido de amónio 

32% (NH4OH) (VWR), Alizarina Red S sodium salt (C14H7O7SNa) (Alfa Aesar), tampão Tris 

0,1 M (Fisher Bioreagents), bicarbonato de sódio (NaHCO3) (Fisher Bioreagents), fast 

blue RR salt (Sigma), Phosphatase substrate - naftilfosfato de sódio (Sigma), Etanol 96%, 

1-naphthyl phosphate disodium (Sigma), cloreto de magnésio (MgCl2) (Riedel-de Haen), 

carbonato de sódio (Na2CO3), Hidróxido de sódio (NaOH) (Fisher Bioreagents), Nitrato 

de prata (AgNO3) (Alfa Aesar) e Tiossulfato de sódio (Na2S2O3) (Sigma-Aldrich). 

Alguns equipamentos foram utilizados como a centrífuga Sigma 3H30, Leitor de 

microplacas Perkin Elmer Victor 3, Microscópio Microhub Mica (Leica Microsystems), 

incubadora 1000 Heidolph. 

 

3.3. Estudo da diferenciação osteogénica 
Para o estudo da diferenciação osteogénica em hMSCs, as células foram 

descongeladas e, após confluência, foram cultivadas em placas de cultura de 48 poços a 

uma densidade de 5 500 células/cm2 com 0,5mL de meio de cultura completo (para os 

estudos de diferenciação, foram sempre utilizadas células em passagem P2 e P3). Após 

24h, o meio de cultura foi substituído por 450µL de meio de cultura fresco e 50µL de 

solução dos diferentes poliplexos em estudos, conforme a Tabela 4. Após 48h, os 

poliplexos foram removidos, as células foram lavadas com PBS e adicionado meio de 

cultura completo fresco suplementado com 5 mM β-glicerofosfato e 250 µM ácido 
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ascórbico. Para o controlo de diferenciação (células sem adição de poliplexos), o meio 

de cultura fresco com β-GP, ácido ascórbico e 1 nM de DEXA. Para o controlo negativo 

foram cultivadas células em meio de cultura completo (sem adição de poliplexos nem 

suplementos indutores). Controlos adicionais foram considerados, onde células foram 

expostas aos nanoplexos CDs/PEI e PEI (sem pBMP2 nem suplementos indutores). As 

culturas foram mantidas a 37°C e 5% CO2 durante 7, 14 e 21 dias renovando o meio de 

cultura três vezes por semana. Para este ensaio apenas foram realizadas as razões 

apresentadas na Tabela 4. 

Tabela 4. Preparação de complexos de pDNA com os diferentes nanoplexos CDs/PEI, a razões N/P 
variáveis, considerando 1µg de pDNA, estudadas para a diferenciação das hMSCs. 

 

CDs/PEI (m/m) 

massa (µg) 
PEI 

massa (µg) 
MIX1 (1:1) MIX2 (1:2) MIX4 (1:4) 

R
az

ão
 N

/P
 N/P7.5 

N/P10 

N/P15 

- 

7.6 

11.4 

- 

5.7 

8.5 

- 

4.7 

7.1 

2.8 

- 

- 

3.4. Avaliação da atividade metabólica 
Para avaliar a atividade metabólica das células e, consequentemente, concluir sobre 

a sua viabilidade celular, foi utilizado o método de redução da resazurina. Para este 

ensaio as células, cultivadas em placas de 48 poços e expostas aos diferentes complexos, 

nas condições anteriormente descritas, foram analisadas nos dias 7, 14 e 21 após a 

exposição aos complexos de transfeção. 

Nos dias selecionados para avaliação, o meio de cultura foi removido e substituído 

por meio de cultura completo contendo resazurina, a concentração final de 0,1 mg/mL, 

e incubou-se durante 3 h, a 37°C, 5% CO2. Posteriormente, foram transferidos 100µL de 

cada poço para uma placa opaca de 96 poços e efetuada a leitura da fluorescência da 

resorufina (λexcitação=530nm, λemissão=590nm) no leitor de microplacas. Para o branco 

foram medidos poços contendo meio de cultura com resazurina, mas sem contacto com 

células. A percentagem de atividade metabólica foi determinada através da Equação 1. 

 

3.5. Avaliação histoquímica – Ensaios qualitativos 
Células para caraterização histoquímica foram preparadas em placas de cultura 

celular de 48 poços e expostas às condições anteriormente descritas foram analisadas 
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após 7, 14 e 21 dias em cultura. As culturas foram fixadas com glutaraldeído 1,5% (v/v) 

preparado em PBS por 20 min e depois lavadas com água destilada. 

Após os devidos procedimentos de coloração, todas as amostras coradas foram 

examinadas e fotografadas usando o Microscópio Microhub Mica (Leica Microsystems). 

 

• Coloração para a presença de ALP 

Para detetar histoquimicamente a presença de ALP, o método utilizado baseou-se na 

hidrólise do naftilfosfato de sódio pela ALP e consequente precipitação do fosfato 

libertado por reação com um sal diazónico, formando um produto corado. Amostras com 

atividade ALP apresentaram coloração amarela, castanha ou preta consoante a 

quantidade de ALP presente da amostra.201 Assim, às culturas fixadas anteriormente 

adicionaram-se, em cada poço da placa de 48 poços,  100µL de uma solução preparada 

em tampão Tris 0,1 M, pH 10, contendo 2 mg/mL de naftilfosfato de sódio e 2 mg/mL de 

“fast blue RR salt” e incubou-se no escuro durante 60min. Findo este tempo, a reação 

foi interrompida com a adição e lavagem de cada poço com água ultrapura.  

 

• Coloração para a presença de depósitos de cálcio 

Para a coloração dos depósitos de cálcio foi utilizada a alizarina vermelha, composto 

que é considerado o padrão ouro para a deteção e quantificação de mineralização, e que, 

ao reagir com catiões de cálcio através de um processo de quelação resulta numa 

coloração vermelha.52 Para isso, as amostras anteriormente fixadas foram cobertas com 

uma solução de alizarina vermelha a 1% p/v em NH4OH a 0,28% v/v, pH 6,4, durante 2 

min, sendo de seguida lavadas com água ultrapura. Posteriormente, foram passadas por 

etanol ácido (lavagem <15s) e lavadas novamente com água ultrapura. 

 

• Coloração para a presença de depósitos de fosfato 

Para a identificação de depósitos fosfato foi utilizado o método de von Kossa. Este 

consiste em duas etapas: o nitrato de prata reage com depósitos de fosfato de cálcio 

resultando numa cor amarelada, sendo este depois reduzido a prata metálica através da 

radiação UV deixando os depósitos de fosfato com uma coloração preta.202  

Assim, às amostras anteriormente fixadas, foi adicionada uma solução aquosa de 

2.5% v/v de nitrato de prata e incubadas a radiação UV durante 60 min. De seguida, as 
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amostras foram lavadas com água ultrapura e recobertas com solução de 5% de 

tiossulfato de sódio, durante 2 min, sendo novamente lavadas com água ultrapura. 

 

 

3.6. Avaliação bioquímica – Ensaios quantitativos 
Amostras para a avaliação bioquímica foram preparadas em placas de cultura celular 

de 48 poços e expostas aos complexos, de acordo com o anteriormente descrito, 

analisadas após 7, 14 e 21 dias em cultura. Primeiramente, o meio de cultura dos poços 

foi removido e lavou-se duas vezes com tampão PBS. Adicionaram-se 50µL de Triton X-

100, a 0,1% (v/v) e as placas foram colocadas a -20°C para posterior análise. 

 

• Atividade da fosfatase alcalina (ALP) 

A atividade da ALP foi quantificada através da hidrólise de p-nitrofenilfosfato 

dissódico a p-nitrofenol (amarelo). Após a lise celular com a adição do Triton X-100 e 

congelamento da placa, transferiu-se 20µL dos lisados de cada poço para uma placa de 

96 poços transparente e adicionou-se 200µL da solução de substrato (solução de 2 mM 

p-nitrofenilfosfato em tampão alcalino, pH 10, contendo 15 mM de MgCl2) e incubou-se 

a 37°C, no escuro, durante 60 min. A reação foi interrompida pela adição de 10µL de 

0,02M NaOH. Leu-se a absorvância das amostras a 405nm no leitor de microplacas. 

A atividade da ALP foi quantificada com recurso a uma reta de calibração obtida 

através de diluições seriadas de p-nitrofenol (Anexos - Figura A. 9). Os resultados foram 

normalizados em relação à proteína total dos lisados celulares. Os resultados são 

expressos como nmol de p-nitrofenol produzido por minuto e por mg de proteína. 

 

Para se obter a quantidade de proteína (em mg) e desta forma, se procede à 

normalização da atividade de ALP, foi realizado o ensaio do BCA. A quantidade de 

proteína nos lisados celulares foi determinada utilizando o ensaio de ácido bicinconínico 

(ensaio BCA) e albumina bovina sérica (BSA) como padrão.  Primeiramente, preparou-se 

6 diluições seriadas, em triplicado, com diferentes concentrações finais, a partir de uma 

solução stock de BSA (10mg/mL), com o objetivo de obter uma reta padrão da proteína 

total do BSA (Anexos - Figura A. 10). No caso das amostras, foram transferidos 10µl dos 

lisados de cada poço para uma placa de 96 poços transparente e adicionaram-se 200µL 
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de uma solução de trabalho de BCA e incubou-se a 37°C, no escuro, durante 60 min.  A 

leitura das absorvância das amostras foi efetuada a 550nm usando um leitor de 

microplacas. As amostras foram efetuadas em triplicado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Página | 63  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO III – Resultados e Discussão 
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1. Amplificação, extração e quantificação de pDNA| Síntese de 

CDs e preparação de nanoplexos| Estudos de caraterização 

e compactação do pDNA 
 

1.1. Caraterização 

1.1.1. RMN (Espetroscopia de Ressonância Magnética Nuclear) 
Martins et al 136, descreveram que, durante a síntese de CDs, o ácido ascórbico é 

degradado e há a formação de novas estruturas e grupos químicos, gerando pequenas 

moléculas fluorescentes ricas em oxigénio. Parte dessas moléculas fluorescentes é então 

carbonizada para gerar núcleos de carbono, e o restante ligado covalentemente, 

formando os pontos de carbono fluorescentes.  

Com o objetivo de avaliar as diferenças entre o ácido ascórbico e os CDs obtidos antes 

e depois da síntese, bem como para identificar os grupos químicos existentes à superfície 

dos CDs, foram realizados espetros de 1H e 13C, utilizando DMSO-d6 como solvente 

(Figura 22 e Figura 23). 

Analisando ambos os espetros de 1H e de 13C do ácido ascórbico obtidos, verifica-se 

que estão em concordância com a sua estrutura química com todos os sinais atribuídos 

aos respetivos protões.  

 

Figura 22. Espectro de RMN 1H do ácido ascórbico utilizando o DMSO-d6 como solvente(* - solvente 

(DMSO-d6)). 
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Figura 23. Espectro de RMN 13C do ácido ascórbico utilizando o DMSO-d6 como solvente (* - solvente 

(DMSO-d6)). 

 

No espetro dos CDs (Figura 24), verifica-se que os sinais nos deslocamentos químicos 

de 5,6 e 6,9/7,1 ppm são atribuídos a protões ligados a estruturas de carbono sp2 e anéis 

aromáticos. Enquanto sinais com deslocamento químico entre 3 e 4 ppm são protões 

próximos a grupos de heteroátomos. Por último, o sinal com um deslocamento químico 

de 1,3 ppm é atribuído a protões ligados a um carbono sp3. Estes espectros indicam a 

preparação bem sucedida de CDs, uma vez que estão em concordância com Martins et 

al.136 que sintetizaram CDs através do mesmo método e com o mesmo precursor. 

 

 

Figura 24. Espectro de RMN 1H dos CDs utilizando o DMSO-d6 como solvente (* - solvente (DMSO-d6)). 
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Relativamente ao espetro de RMN 13C de CDs, Figura 25, vários sinais com 

deslocamentos químicos entre 60 e 80 ppm são atribuídos a carbonos em grupos C-O, 

C-OH e CCO.  Nos sinais de 110 a 160 ppm temos carbonos sp2 e aromáticos. O sinal de 

deslocamento químico de 170 ppm corresponde ao carbono em grupos carboxílicos. 

 

Figura 25. Espectro de RMN 13C dos CDs utilizando o DMSO-d6 como solvente (* - solvente (DMSO-d6)). 

 

1.1.2. FTIR (Espetroscopia de radiação Infravermelha com transformada de 

Fourier) 
De modo a caraterizar as estruturas químicas tanto dos CDs como do seu precursor, 

procedeu-se à análise do espetro de FTIR. Esta análise estuda as interações entre a 

matéria e radiação eletromagnética, dando origem a um espetro com os sinais 

caraterísticos para cada molécula. Na Figura 26 estão representados os espetros do ácido 

ascórbico e dos CDs preparados.203 

O ácido ascórbico apresenta uma banda a 3524 cm-1 correspondente ao 

alongamento do OH livre, enquanto duas bandas entre 3406 e 3312 cm-1 são atribuídas 

à ligação intramolecular de hidrogénio. Entre 1752 e 1653 cm-1 estão bandas de 

alongamento do carbonilo (v-C=O) e do alongamento da ligação dupla de carbonos 

(C=C), respetivamente. Em 1024 cm-1 foi detetado o alongamento de C-O. Relativamente 

aos CDs, a banda larga em 3360 cm-1 é atribuída ao alongamento de hidroxilo (-OH) e 

2934 cm-1 ao alongamento de C-H. Bandas de vibração a 1707 cm-1 correspondem ao 

carbonilo (v-C=O) e 1396 cm-1 à flexão C-H. Duas outras bandas, 1188 e 1016 cm-1 
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atribuídas ao alongamento das ligações C-O-C e C-O. Assim conclui-se que os grupos 

funcionais detetados nos CDs são maioritariamente grupos carboxilo e hidroxilo na 

superfície. 

 

 

 

Figura 26. Espetro do FTIR-ATR relativo ao ácido ascórbico e aos Carbon dots. 

 

Estes resultados estão, novamente, de acordo com os resultados obtidos por Martins 

et al.136. 

 

 

1.1.3. DLS/ELS (Espalhamento dinâmico da luz/Espalhamento eletroforético 

da luz) 
Vários são os fatores como o pH, a temperatura, a solubilidade, o tamanho e a carga 

dos nanoplexos que determinam a eficiência da interação entre o sistema de entrega e 

os ácidos nucleicos e que, por sua vez, permitem a entrada nas células e a sua 

transfeção.204 Desta forma, foi determinado o tamanho hidrodinâmico dos nanoplexos e 

a sua carga pelo método DLS/ELS. 

A análise de distribuição de tamanho de partículas numa solução por espalhamento 

dinâmico da luz fornece a informação da intensidade da luz dispersa pelas partículas e, 

por conseguinte, o seu tamanho hidrodinâmico, assim como a proporção em termos de 

número e volume que ocupam. A luz emitida por um laser, que viaja através da solução 
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coloidal, é analisada em função do tempo e a partir dessa informação podemos 

determinar o tamanho da partícula, tendo em conta os efeitos do movimento 

browniano.168,205,206 

Foram analisados através deste método, tanto os nanoplexos em estudo (mix1 

(1CDs/1PEI), mix2 (1CDs/2PEI), mix4 (1CDs/4PEI)), assim como cada composto 

separadamente (CDs e PEI).  

A Tabela 5 mostra os valores médios de intensidade, assim como o PdI das amostras 

em estudo. Também foram realizados os gráficos de percentagem de intensidade, 

volume e número apresentados em anexo (Anexos - Figura A. 1, Figura A. 2 e Figura A. 

3). Ao observarmos a Tabela 5, verificamos que os valores de intensidade média são 

muito maiores no Mix1, comparativamente com os outros dois em estudo. Quanto maior 

a massa de PEI nas amostras, menor a intensidade média das partículas das amostras 

em estudo. A adição do PEI aos CDs permitiu a interação entre dois componentes e a 

formação de complexos mais pequenos e mais vantajosos para ultrapassar as barreiras 

biológicas e entrar nas células por endocitose. De Smedt et al.207, mostram, nos seus 

trabalhos, que partículas de dimensões de 100-500nm são capazes de serem 

internalizadas pelas células.  

 

Tabela 5. Valores médios de intensidade ± desvio padrão e PdI médio, dos nanoplexos CDs/PEI, CDs e PEI 
determinados por DLS.  Os resultados provêm de medições em triplicado, independentes (n=3). 

Amostras Intensidade média PdI médio Desvio padrão 

CDs 361 ± 15 0,87 0,05 

PEI 883 ± 426 0,81 0,02 

Mix1 3530 ± 770 0,76 0,34 

Mix2 585 ± 149 0,58 0,05 

Mix4 461 ± 20 0,26 0,00 

 

Simultaneamente com a determinação dos diâmetros dos complexos, foram obtidos 

dados referentes ao PdI. O PdI, índice de polidispersão, é uma medida da distribuição de 

tamanho de partículas numa amostra e é frequentemente utilizado para avaliar a 

homogeneidade de amostras coloidais, e geralmente varia de 0 a 1. Valores de PdI 

próximos de 0 indicam uma amostra como sendo monodispersa, ou seja, em que as 

partículas têm uma distribuição de tamanhos muito semelhantes entre si. Por outro 
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lado, valores de PdI maiores do que 0,1 geralmente indicam uma amostra polidispersa, 

em que as partículas têm tamanhos mais heterogénea.205 

Na Tabela 5, estão representados os resultados médios de PdI. Verifica-se que as 

amostras apresentam um índice de polidispersão alto (superior a 0,1), pelo que 

apresentam tamanhos mais heterogéneos e que as amostras são consideradas 

polidispersas.  

Também foram realizadas medições de potencial zeta, com o objetivo de avaliar a 

carga e estabilidade dos complexos em solução. Em suspensão, as nanopartículas 

apresentam uma carga superficial. Assim que o campo elétrico é aplicado, uma partícula 

começa a se mover devido à interação entre o campo elétrico e a partícula carregada. A 

velocidade do movimento com que essa partícula se move é determinada através do 

espalhamento da luz, determinando-se assim o potencial zeta. Este representa a 

diferença de potencial entre o meio onde as partículas se encontram dispersas (o 

solvente) e a camada estacionária de fluído existente em torno dessas partículas. Em 

termos práticos, quanto maior for o valor absoluto do potencial zeta, maior a repulsão 

existente entre as partículas numa solução e maior a resistência à agregação dessas 

mesmas partículas (há uma maior estabilidade da solução).206,208 

Através dos resultados apresentados na Figura 27, observa-se que os CDs 

apresentam um potencial zeta negativo na ordem dos -16,5 mV, enquanto o PEI 

apresenta um valor positivo na ordem dos 9,4 mV. Estes valores negativos e positivos 

para os CDs e PEI, respetivamente, estão de acordo com Martins et al.136 e Kong et al.117 

que apresenta um valor de potencial zeta negativo para os CDs e Mady et al.209 que 

apresenta um valor de PEI positivo. Os valores negativos dos CDs, apresentam-se em 

concordância com os grupos carboxilo na superfície, detetados pelo FTIR. Quando 

colocamos a mesma razão de massa entre os CDs e o PEI (mix1) verifica-se que estas 

partículas apresentam um potencial zeta na ordem dos 0 mV. Ao adicionar o dobro de 

PEI (mix2), as partículas formadas apresentam valores mais positivos na ordem dos 3,8 

mV, e ao adicionarmos quatro vezes mais PEI (mix4), o potencial zeta das partículas 

aumenta ainda mais (10,7 mV). Estas evidências permitem afirmar que houve uma 

interação entre os CDs e o PEI em todos os mix em estudo, fazendo com que o PEI 

conseguisse camuflar a carga negativa dos CDs. À medida que se aumenta a quantidade 

de PEI, aumenta também o potencial zeta das amostras em análise. 
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Figura 27. Potencial zeta dos nanoplexos preparados nas diferentes proporções massa.  Os resultados 
provêm de medições em triplicado, independentes, e encontram-se representados como a média ± 
desvio-padrão, em mV. 

 

 

1.1.4. Espetroscopia UV-Vis 
Na Figura 28, o espetro UV-Vis dos CDs apresenta duas bandas com comprimentos de 

onda máximos de 222nm e 266nm. O ácido ascórbico apresenta apenas um pico de 

absorvância no valor de 272nm. 

Segundo Martins et al.136, os CDs têm absorção em comprimentos de onda de 227nm 

que corresponde a transições π-π*(CC) e 275nm que corresponde a transições n-π*(CO, 

sistema conjugado), enquanto o ácido ascórbico apresenta uma banda a 264nm 

correspondente a transições π-π*(CC). Como era de esperar, todos estes comprimentos 

de onda estão na mesma faixa de valores que os resultados obtidos, uma vez que todo 

o processo de síntese dos CDs realizado neste trabalho foi semelhante ao referido no 

artigo.  
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Figura 28. Espectro de absorção UV-Vis dos CDs e do seu precursor, concentração final=50µg/mL.  Os 
resultados provêm de medições em triplicado, independentes (n=3). 

 

A Figura 29 pretende mostrar tanto as bandas caraterísticas de CDs e PEI como as 

bandas formadas a partir dos complexos CDS/PEI (mix1, mix2 e mix4). Os complexos 

CDs/PEI, apresentam o pico de absorvância nos 264nm, 272nm e 268nm 

correspondentes aos mix1, mix2 e mix4, respetivamente, que correspondem ao pico aos 

268nm nos CDs. No entanto, este pico não se apresenta tão evidente no mix4 uma vez 

que o PEI se apresenta em maior quantidade a interagir com os CDs, o que faz com que 

o pico de absorvância diminua. 

 

Figura 29. Espectro de absorção UV-Vis dos CDs, PEI e dos vários mix CDs/PEI em estudo, com uma 
concentração final de 200µg/mL.  Os resultados provêm de medições em triplicado, independentes (n=3). 
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A Figura 30 foi obtida por excitações sucessivas dos CDs, num intervalo de 20 em 

20nm. Observando a figura conclui-se que os CDs têm uma fluorescência máxima aos 

430nm de absorção, quando excitado aos 340nm (região azul), resultados corroborados 

por Zhang et al.210.  

 

 

Figura 30. Espectro de emissão de fluorescência dos CDs (concentração final=50µg/mL). Os resultados 
provêm de medições em triplicado, independentes (n=3). 

 

A Figura 31 pretende mostrar que para um comprimento de onda de excitação de 

340nm há um comprimento de onda máximo de emissão diferente para cada amostra. 

O PEI não apresenta fluorescência enquanto os CDs, apresentam uma fluorescência 

máxima aos 430nm. Com o aumento da quantidade de PEI nos diferentes mix, esse 

comprimento de onda de emissão dos CDs nos mix vai aumentando, sofrendo um desvio 

batocrómico (para a zona do vermelho), adquirindo valores de emissão de 463nm, 

468nm e 462nm correspondentes ao mix1, mix2 e mix4 respetivamente. Isto significa 

que existe algum composto na superfície dos CDs que está a interferir no comprimento 

de onda de emissão. Verifica-se também que com o aumento da quantidade de PEI nos 

complexos, há uma diminuição da fluorescência, outra razão que permite confirmar a 

interação do PEI com a superfície dos CDs.  

Por outras palavras, estes dois acontecimentos podem ser explicados que, os CDs 

têm a sua própria fluorescência num determinado comprimento de onda de emissão. 

Quando algum composto interage com a sua superfície faz alterar o comprimento de 
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onda de emissão original, fazendo também com que a sua fluorescência diminua. 

Através deste pressuposto entende-se que o PEI está a interagir com a superfície dos 

CDs. 

 

Figura 31. Espectro de emissão de fluorescência das diferentes proporções com a excitação a 340nm. 

 

1.2. Estudo da compactação com o pDNA 

1.2.1. DLS/ELS 
Na Figura 32 encontra-se representado o gráfico de distribuição de tamanho 

hidrodinâmico, em função da intensidade, dos complexos CDs/PEI/pDNA. Gráficos em 

função do volume e número encontram-se em anexo (Anexos - Figura A. 4 e Figura A. 

5). Através dos resultados de percentagem de intensidade, Figura 32, foi possível 

constatar que os poliplexos CDs/PEI/pDNA apresentaram uma redução de tamanho 

hidrodinâmico quando comparados com os componentes individualmente (CD e PEI), 

assim como quando comparados com os mix sem pDNA (Tabela 5). Os complexos 

CDs/PEI/pDNA resultou em partículas com tamanhos hidrodinâmicos inferiores a 100 

nm. 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

350 400 450 500 550 600

Fl
u

o
re

sc
ên

ci
a 

(u
.a

.)

Comprimento de onda (nm)

CDs PEI Mix1 Mix2 Mix4



Página | 74  
 

 

Figura 32. Diâmetro hidrodinâmico médio dos nanoplexos com o pDNA, assim como dos CDs e PEI 
individualmente determinados por DLS. Os resultados provêm de medições em triplicado, independentes. 

 

Na observação dos dados obtidos do potencial zeta, Figura 33, verifica-se que, nos 

complexos de pDNA com os mix CDs/PEI, a carga dos complexos aumenta para valores 

positivos com a proporção de PEI para CDs (mix1 < mix2 < mix4), sendo os complexos 

preparados com o mix4 os que possuem carga superficial positiva. Da mesma forma, a 

carga aproxima-se de valores positivos com o que realmente houve compactação do 

pDNA por parte do nanoplexo CDs/PEI. Nos complexos preparados com PEI também se 

consegue observar uma compactação do pDNA por parte do PEI que se traduz no 

aumento sucessivo da carga do complexo formado. Mady et al.209 mostra no seu 

trabalho a mesma tendência de potencial zeta, corroborando os resultados obtidos. 
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Figura 33. Potencial zeta dos nanoplexos preparados nas diferentes proporções massa com pDNA.  Os 
resultados provêm de medições em triplicado, independentes, e encontram-se representados como a 
média ± desvio-padrão, em mV. 

 

1.2.2. Eletroforese em gel de agarose 
A eletroforese é das principais técnicas para a separação de proteínas ou ácidos 

nucleicos. Esta descreve a migração e separação de partículas carregadas (iões) sob 

influência de um campo elétrico. A separação das partículas iónicas resulta de diferenças 

nas suas velocidades de migração, que é o produto da velocidade da mobilidade da 

partícula e intensidade do campo. Essa mobilidade da partícula é determinada pelo 

tamanho, forma e carga das partículas, a uma temperatura constante.211 

Nesta eletroforese foi utilizado um gel de agarose 1%, o EZ-Vision como corante e 

um Ladder de 1kpb que permite determinar o tamanho dos fragmentos presentes na 

amostra por comparação. Para auxiliar na corrida como eletrólitos, proteger o DNA da 

inibição de nucleases e ajustar o valor de pH, foi utilizado o tampão TAE.211,212 

Analisando os géis obtidos, Figura 34, verificou-se que o pDNA sofreu compactação 

desde o N/P10 do mix1, resultando na retenção dos complexos CDs/PEI/pDNA nos 

poços. No caso do mix4, observou-se desde o N/P mais baixo (N/P2,5) uma migração da 

banda para o sentido oposto. Uma vez que no mix4 existe quatro vezes mais PEI que os 

CDs, os complexos migraram no sentido oposto devido ao aumento de cargas positivas 

e consequentemente a alteração da própria carga dos complexos, factos também 

corroborados pelos resultados do potencial zeta (Figura 33). Como também essa 

distância de migração em sentido contrário (ascendente) aumenta com as razões N/P 

-15

-10

-5

0

5

10

15

C
D

s

P
EI

p
D

N
A

N
/P

2
,5

N
/P

5

N
/P

7
,5

N
/P

1
0

N
/P

1
5

N
/P

2
0

N
/P

2
,5

N
/P

5

N
/P

7
,5

N
/P

1
0

N
/P

1
5

N
/P

2
0

N
/P

2
,5

N
/P

5

N
/P

7
,5

N
/P

1
0

N
/P

1
5

N
/P

2
0

N
/P

2
,5

N
/P

5

N
/P

7
,5

N
/P

1
0

N
/P

1
5

N
/P

2
0

Mix1 Mix2 Mix4 PEI

P
o

te
n

ci
al

 z
e

ta
 (

m
V

)



Página | 76  
 

isto indica que estes complexos, além de apresentarem carga positiva, formaram 

complexos com tamanhos mais pequenos, permitindo-os sair dos poços do gel. Como 

controlo deste ensaio, complexos preparados com PEI/pDNA, preparados a uma razão 

de N/P2,5 e N/P5 pelo que não se pode afirmar com tanta certeza a máxima 

neutralização visto que não se consegue ver com clareza as bandas retidas no poço, 

podendo representar um problema de pouca amostra no poço. Kim et al.213 mostrou que 

os complexos formados com o PEI (CDs/PEI e Au/PEI) tinham uma boa capacidade de 

complexação com o pDNA devido às suas interações de carga, do que os compostos 

sozinhos (CDs e Au). Assim, para validar a certeza destes resultados, foi realizado outro 

ensaio, o ensaio Picogreen®. 

 

 

Figura 34. Eletroforese em gel de agarose 1% referente às diferentes proporções do nanoplexo CDs/PEI e 

diferentes razões N/P (Ladder-Gene Ruler 1kb DNA). 

 

1.2.3. Ensaio do PicoGreen® 
O ensaio do PicoGreen® permite-nos identificar em que proporções o pDNA se 

encontra compactado. Quanto menor a intensidade de fluorescência, mais compacto 

está o pDNA porque o reagente Picogreen® não se consegue ligar ao pDNA e não produz 

fluorescência.214 Neste ensaio, foram escolhidas três razões N/P de cada mix analisadas 

anteriormente (N/P7,5, N/P10 e N/P15). Através da observação da Figura 35, verifica-se 

que logo que se adiciona o PEI, o pDNA começa a complexar. Com o aumento de PEI na 
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solução verifico que há uma pequena perda da capacidade de complexação, não sendo 

muito significativa. Também pode afirmar-se que o mix4 apresenta menor compactação 

do pDNA comparando com os outros dois mix em estudo, o que corrobora os resultados 

obtidos na eletroforese. Por último pode afirmar-se que o nanoplexo CDs/PEI condensa 

melhor o pDNA quando comparado com o PEI isolado. Assim, o poliplexos desenvolvido 

(CDs/PEI/pDNA) parece formar um sistema ótimo e pronto para testar a transfeção. 

 

 

Figura 35. Ensaio Picogreen® referente às diferentes proporções massa entre CDs e PEI, realizado em 
triplicado (n=3).  Os resultados encontram-se representados como a média ± desvio-padrão, em %. 
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2. Estudos in vitro de viabilidade celular e de entrega da 

proteína verde fluorescente (EGFP), em células HEK293T e 

hMSCs, utilizando os nanoplexos CDs/PEI 
 

2.1. Estudo da atividade metabólica e transfeção em HEK 293T – Ensaio 

da atividade metabólica através da resazurina e expressão de EGFP 

por microscopia de fluorescência e citometria de fluxo 

O ensaio da resazurina é um método fluorimétrico que pretende avaliar a atividade 

metabólica das células, uma medida indireta da viabilidade celular. A quantidade de 

resazurina reduzida a resorufina é diretamente proporcional à atividade metabólica das 

células, uma medida indireta da quantidade de células viáveis.193 

Na Figura 36, podemos observar a percentagem de atividade metabólica das células 

HEK293T quando expostas às diferentes proporções dos complexos em estudo 

considerando como controlo, as células expostas a PBS, solvente utilizado para a 

preparação dos complexos. 

Com este ensaio verifica-se que as células expostas ao poliplexo CDs/PEI/pDNA 

apresentam uma maior atividade metabólica do que nas células expostas ao nanoplexo 

PEI/ pDNA, resultados que estão de acordo com Wang et al.83 onde é demonstrado que 

o nanoplexo PEI/pDNA resulta numa menor atividade metabólica quando comparado 

com o poliplexo formado pelo PEI/PEG/pDNA. Verifica-se, igualmente, que quanto maior 

proporção de PEI nos mix CDs/PEI, caso do mix4, resulta numa menor atividade 

metabólica. Também é possível observar que há uma tendência na diminuição da 

atividade metabólica com o aumento da razão N/P (maior quantidade de mix em relação 

à quantidade de pDNA), bem evidente nas condições de mix4 e PEI. Esta tendência não 

se verifica muito ao nível dos mix1 e mix2, pelo que a proporção de PEI nestes mix é 

inferior, revelando que este polímero é responsável pelos efeitos citotóxicos dos 

complexos, devido à sua carga catiónica.109 
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Figura 36. Percentagem de atividade metabólica das células HEK293T expostas 48h a diferentes complexos 
CDs/PEI/pDNA e PEI/pDNA.  Os resultados apresentados são referentes a dois ensaios realizados nas 
mesmas condições, em dias diferentes. Cada ensaio foi realizado numa placa de 96 poços com 8 réplicas 
para cada proporção (n=16). Os resultados encontram-se representados como a média ± desvio-padrão, 
em %. 

 

Após 48h de exposição das células aos nanoplexos, foi avaliada a transfeção através 

do microscópio confocal para a visualização da fluorescência emitida pelas células a 

expressarem EGFP. A Figura 37 mostra imagens da fluorescência das células HEK293T, 

após 48h de transfeção. 

 

 

Figura 37. Imagens do microscópio ótico de HEK293T vivas após 48h expostas aos nanoplexos CDs/PEI 
(mix1, mix2 e mix4), a diferentes razões N/P. Escala 100µm. 
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Comparando as imagens de fluorescência obtidas nos diferentes mix verifica-se a 

presença de uma maior quantidade de células com emissão de fluorescência verde, ou 

seja, com expressão de EGFP, nas células transfetadas com o mix4 de nanoplexos 

CDs/PEI. Isto é atribuído ao facto de este mix4, além de resultar em complexos com 

tamanho hidrodinâmico inferior a 100nm, serem os únicos complexos com carga 

superficial (potencial zeta) positivo, permitindo a sua interação mais eficiente com a 

membrana celular e, segundo Pandey et al.108, com os complexos preparados com PEI, 

este possui uma boa capacidade de formar complexos com o pDNA notando-se numa 

alta eficiência de transfeção. Também é possível verificar que para N/Ps mais altos (maior 

quantidade de mix CDs/PEI para pDNA), maior a quantidade de células com emissão de 

fluorescência EGFP. No entanto, verifica-se a existência de menor número de células com 

o aumento da razão N/P, o que corrobora os resultados anteriormente obtidos nos 

ensaios da atividade metabólica. Esta situação também ocorre, igualmente, com o PEI 

verificando-se uma diminuição significativa de atividade metabólica para NPs mais altos, 

e que está de acordo com vários estudos reportados na literatura. Por último, nos mix1 

e 2, é visível alguma transfeção, embora se verifique uma intensidade de fluorescência 

mais baixa. 

 

A citometria de fluxo é uma técnica que permite obter informação sobre partículas 

em suspensão através de um laser como fonte de luz. A partir desta técnica é possível 

tirar conclusões do número e complexidade das partículas em suspensão, assim como a 

medição da intensidade de fluorescência de proteínas fluorescentes presentes na 

amostra, como a EGFP.215,216 

Os resultados apresentados na Figura 38 referem-se à quantificação, através de 

citometria de fluxo, da fluorescência de EGFP nas células HEK293T, 48h após a 

transfeção. Verifica-se que a intensidade de fluorescência é baixa para os mix1 e mix2, 

enquanto esta intensidade de fluorescência é superior nas células transfetadas com o 

mix4 de CDs/PEI, e esta aumenta com a razão N/P (quantidade de complexo CDs/PEI 

para pDNA). Relativamente às células transfetadas com os complexos de PEI, a 

intensidade de fluorescência é maior, sendo máxima para o N/P7,5. Estes resultados vão 

de encontro com as imagens de fluorescência apresentadas anteriormente (Figura 37). 
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Figura 38. Resultados de citometria de fluxo em intensidade de fluorescência da EGFP (u.a.) das HEK293T 
expostas 48h a diferentes proporções dos nanoplexos CDs/PEI (mix1, 2 e 4) e PEI, a diferentes razões N/P.  
Os resultados provêm de medições em quadruplicado, independentes, e encontram-se representados 
como a média ± desvio-padrão, em u.a.. 

 

 

2.2. Estudo da expressão do gene da luciferase em HEK 293T 
O ensaio da luciferase é um ensaio bioquímico em que é utilizado o gene responsável 

pela expressão da luciferase, como um gene repórter, para medir a atividade desta 

enzima pela deteção da luz que é emitida durante a reação. A quantidade de atividade 

enzimática desta enzima será proporcional ao nível de expressão do gene e, 

consequentemente, medida da eficiência de transfeção. Esta enzima catalisa uma reação 

de bioluminescência, em que envolve a transferência de energia do ATP para o substrato 

luciferina que é oxidada dando origem à oxiluciferina, com libertação de AMP, CO2 e 

luz.217 

Normalizando os valores da luciferase (Anexos - Figura A. 7 e Figura A. 8) com os 

obtidos no ensaio de proteína total, obtém-se o gráfico apresentado na Figura 39. De 

acordo com os resultados obtidos, pode-se afirmar que a atividade média foi superior 

nas células HEK293T transfetadas com os complexos CDs/PEI mix4 e o PEI. Este resultado 

está de acordo com as imagens obtidas no microscópio de fluorescência, assim como 

com os resultados de intensidade de fluorescência obtidos na citometria de fluxo. 
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Figura 39. Atividade enzimática da luciferase (RLU/mg proteína) nas células HEK293T expostas 48h a 
diferentes proporções dos nanoplexos CDs/PEI e PEI, nas diferentes razões N/P. Os resultados 
apresentados são referentes a dois ensaios realizados nas mesmas condições, mas em dias diferentes. 
Cada ensaio foi realizado numa placa de 96 poços com 4 réplicas para cada proporção (n=8). Os resultados 
encontram-se representados como a média ± desvio-padrão, em RLU/mg proteína. 

 

 

2.3. Estudo da atividade metabólica e transfeção em hMSCs – Ensaio da 

atividade metabólica através da resazurina e expressão de EGFP por 

microscopia de fluorescência e citometria de fluxo 
 

Relativamente aos resultados de atividade metabólica da exposição das células 

hMSCs aos referidos complexos (Figura 40), verifica-se a mesma tendência de 

diminuição da atividade metabólica das células nas diferentes condições, com a mesma 

tendência do poliplexos CDs/PEI/pDNA ser menos citotóxico para as células do que o 

nanoplexos PEI/pDNA. Também é possível observar que a atividade metabólica sofre 

uma diminuição com o aumento da proporção de PEI nos complexos CDs/PEI, assim 

como com o aumento da razão N/P. 
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Figura 40. Percentagem de atividade metabólica das células hMSCs expostas 48h a diferentes complexos 
CDs/PEI/pDNA e PEI/pDNA.  Os resultados apresentados são referentes a dois ensaios realizados nas 
mesmas condições, em dias diferentes. Cada ensaio foi realizado numa placa de 96 poços com 8 réplicas 
para cada proporção (n=16). Os resultados encontram-se representados como a média ± desvio-padrão, 
em %. 

 

Após a análise dos resultados obtidos neste ensaio pode-se concluir que os 

nanoplexos CDs/PEI formados possuem melhor biocompatibilidade do que apenas com 

o PEI mesmo a razões N/P superiores (maior concentração de nanoplexos), não 

induzindo a valores de citotoxicidade elevados, mesmo considerando o mix4. É também 

possível aferir que esta biocompatibilidade diminui com o aumento da massa do PEI 

maioritariamente atribuído à capacidade dos CDs neutralizarem parcialmente a carga 

catiónica do PEI. Este resultado vai de encontro com os resultados obtidos por Bu et 

al.177, que obtiveram uma melhor biocompatibilidade do nanosistema CDs/PEI que 

apenas no PEI. 

 

As imagens da Figura 41, dizem respeito a células hMSCs, com fluorescência, 48h 

após a transfeção com diferentes nanoplexos. 
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Figura 41. Imagens do microscópio ótico de hMSCs vivas após 48h expostas aos nanoplexos CDs/PEI (mix1, 
mix2 e mix4), a diferentes razões N/P.  Escala=100µm. 

 

Observando as imagens verifica-se que a proporção de nanoplexos CDs/PEI que 

produz maior fluorescência é o mix1, verificando que nas outras duas proporções (mix2 

e mix4) a fluorescência é um pouco menor, apresentando este mix1 também uma boa 

percentagem de taxa metabólica. Com o aumento da razão N/P verifica-se uma pequena 

diminuição da percentagem de atividade metabólica. No caso do PEI, é possível observar 

alguma fluorescência, no entanto, não muito evidente. Ao comparar estes resultados, 

das hMSCS, com os obtidos nas HEK293T constata-se que a eficiência de transfeção das 

hMSCs é mais baixa, como reportado por Santos et al.62. 

 

Os resultados apresentados na Figura 42 referem-se à quantificação, através de 

citometria de fluxo, da fluorescência de EGFP nas células hMSCs, 48h após a transfeção 

com os diferentes complexos. Verifica-se que a intensidade de fluorescência aumenta, 

com o aumento dos nanoplexos CDs/PEI assim como com o aumento da razão N/P, à 

exceção do mix4 em N/Ps mais altos. Verifica-se que a intensidade de fluorescência de 

hMSCs mantém-se estável em todas as condições de CDs/PEI (mix1, 2 e 4), sendo 

ligeiramente inferior nas razões N/P mais altas do mix4. Relativamente aos complexos 

de PEI, a intensidade de fluorescência é muito superior para a razão N/P5. Estes 

resultados não estão de acordo com as imagens obtidas no microscópio de 

fluorescência. Isto pode dever-se ao difícil manuseamento das hMSCs. Durante a 
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elaboração deste método, algumas hMSCs podem ter aderido nos poços interferindo na 

leitura de fluorescência pelo citómetro.  

 

Figura 42. Resultados de citometria de fluxo em intensidade de fluorescência da EGFP (u.a.) das hMSCs 
expostas 48h a diferentes proporções dos nanoplexos em estudo e razões N/P. Os resultados provêm de 
medições em quadruplicado, independentes, e encontram-se representados como a média ± desvio-
padrão, em u.a.. 

 

2.4. Estudo da expressão do gene da luciferase em hMSCs 
A Figura 43, refere-se aos resultados da atividade enzimática da luciferase nas células 

hMSC. Estes resultados, à semelhança dos resultados da expressão de EGFP nas hMSC, 

mostram muita variabilidade entre as réplicas dentro da mesma condição e entre 

experiências. Comparando os resultados obtidos nas HEK293T, as hMSCs apresentam 

muito menor eficiência de transfeção. 

0.00E+00

1.00E+04

2.00E+04

3.00E+04

4.00E+04

5.00E+04

6.00E+04

C
él

u
la

s

P
B

S

N
/P

2
,5

N
/P

5

N
/P

7
,5

N
/P

1
0

N
/P

1
5

N
/P

2
0

N
/P

2
,5

N
/P

5

N
/P

7
,5

N
/P

1
0

N
/P

1
5

N
/P

2
0

N
/P

2
,5

N
/P

5

N
/P

7
,5

N
/P

1
0

N
/P

1
5

N
/P

2
0

N
/P

2
,5

N
/P

5

N
/P

7
,5

N
/P

1
0

mix1 mix2 mix4 PEI

In
te

n
si

d
ad

e 
d

e 
fl

u
o

re
sc

ên
ci

a 
(u

.a
)



Página | 86  
 

 

Figura 43. Atividade enzimática da luciferase (RLU/mg proteína) das hMSCs expostas 48h a diferentes 
proporções dos nanoplexos CDs/PEI e PEI, nas diferentes razões N/P.  Os resultados apresentados são 
referentes a dois ensaios realizados nas mesmas condições, mas em dias diferentes. Cada ensaio foi 
realizado numa placa de 96 poços com 4 réplicas para cada proporção (n=8). Os resultados encontram-se 
representados como a média ± desvio-padrão, em RLU/mg proteína. 
 

Considerando os resultados de EGFP (microscopia e citometria) e Luciferase, verifica-

se que a transfeção das células hMSC com os complexos preparados neste trabalho não 

é elevada, como era esperado e muito reportado na literatura. No entanto, considerou-

se que a transfeção destas células com os CDs/PEI, utilizando um vetor com gene 

codificante de BMP-2, a sua expressão a níveis baixos poderia ser suficiente para induzir 

toda a cadeia de expressão génica e fatores de transcrição necessários para a 

diferenciação osteogénica das hMSC. 
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3. Estudos in vitro da viabilidade celular e de entrega de gene 

codificante da BMP-2, em hMSCs, utilizando os nanoplexos 

CDs/PEI para indução da diferenciação osteogénica 
 

3.1. Estudo da diferenciação osteogénica 
Para estes estudos, as células foram cultivadas de acordo com Gonçalves et al.218, 

utilizando uma passagem de P2 a P3, uma vez que, segundo a literatura, as capacidades 

de diferenciação das MSCs começam a diminuir a partir da passagem 6.181 

3.2. Avaliação da atividade metabólica 
A avaliação da atividade metabólica das células é medida através do ensaio da 

redução da resazurina em resorufina, que possui fluorescência. No caso de avaliar a 

atividade metabólica durante a diferenciação osteogénica, foram efetuadas três 

medições distintas e independentes, aos 7, 14 e 21 dias, Figura 44. 

Verifica-se que no controlo não houve aumento da atividade metabólica ao longo 

dos dias, contrariando o esperado, uma vez que normalmente as células encontram-se 

em proliferação celular ao longo do tempo e consequentemente apresenta mais 

atividade metabólica. Assim, é provável que estas células a analisar neste ensaio se 

encontrem numa fase mais estacionária.  

Ao observar o controlo positivo (DEXA), verifica-se uma percentagem de atividade 

metabólica significativamente maior desde o primeiro dia de medição (dia 7) até ao 

último (dia 21) comparando com o controlo de células. Este resultado propõe que as 

células entraram em diferenciação celular com a adição da DEXA, uma vez que o 

processo de diferenciação celular é desencadeado por diversas vias que incluem várias 

moléculas sinalizadoras, ativando metabolicamente as células.38,219  

Relativamente às condições em estudo, verifica-se que a percentagem de atividade 

metabólica no dia 7 é mais baixa em comparação com o controlo. No entanto, este valor 

aumenta ao longo dos dias. Estes resultados permitem afirmar que inicialmente, as 

células ao serem expostas aos complexos começam a perder a sua atividade metabólica, 

devido a alguma citotoxicidade do nanosistema (aumentando a citotoxicidade com o 

aumento do PEI no nanocomplexo, resultado corroborado com o obtido na medição 

após 48h de transfeção), mas ao longo do tempo as células que não foram afetadas 

começam a se diferenciar devido à presença de BMP-2 transfetada, juntamente com os 
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precursores de diferenciação, β-GP e ácido ascórbico, adicionados três vezes por 

semana. Este resultado reflete-se no aumento significativo de atividade metabólica ao 

longo dos três dias testados, sendo mais evidente no mix4. 

 

Figura 44. Percentagem de atividade metabólica das hMSCs expostas durante 48h aos poliplexos 
CDs/PEI/pDNA. Os resultados apresentados são referentes a três medições dos três dias de diferenciação 
(7,14 e 21 dias). Cada ensaio foi realizado numa placa de 96 poços com 4 réplicas para cada proporção 
(n=4). Controlo – Células; Controlo positivo – DEXA; Controlos negativos – proporções sem pDNA. Os 
resultados encontram-se representados como a média ± desvio-padrão, em %. 

 

3.3. Avaliação histoquímica – Ensaios qualitativos 
A Figura 45, Figura 46 e Figura 47, mostram a coloração da atividade de ALP, a 

coloração de depósitos de cálcio e coloração de depósitos de fosfato, respetivamente, 

das culturas tratadas com diferentes razões de poliplexos CDs/PEI/pDNA. As células 

positivas para a presença de ALP apresentam coloração amarela/acastanhada220, para a 

coloração de depósitos de cálcio apresentam coloração vermelha52 e os depósitos de 

fosfato apresentam coloração preta202. Na Figura 45, verifica-se logo que o controlo 

positivo (DEXA) apresenta depósitos de ALP mais visíveis e de maiores dimensões do que 

nas outras condições. Como era de esperar, no controlo negativo não há evidência de 

nenhuma alteração na cultura. Relativamente às células expostas aos complexos 

CDs/PEI/pDNA, verifica-se uma quantidade mais significativa de depósitos corados aos 

7 e 14 dias do que aos 21 dias. Sendo a ALP um marcador precoce de diferenciação 

osteoblástica50 é passível de aferir que a entrega do pDNA codificante de BMP-2 

desencadeou o processo de diferenciação.  
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Em relação às colorações de depósitos de cálcio (Figura 46) e de depósitos de fosfato 

(Figura 47), é visível alguns depósitos de cálcio e fosfato aos 7 dias que vai aumentando 

ao longo dos dias 14 e 21. Também é visível alguma modificação morfológica das células 

ao longo do tempo, apresentando-se mais alongadas e com a formação de uma matriz 

celular. No entanto, comparando com os resultados positivos, estes não são muito 

significativos. 

O controlo positivo (DEXA), é o que apresenta uma coloração mais visível para os três 

ensaios histoquímicos e morfologicamente as células apresentam-se mais alongadas. É 

possível visualizar claramente os depósitos de cálcio após 21 dias em cultura, assim 

como apresenta mais formação de depósitos de fosfato, através dos nódulos de 

mineralização que é característico de uma diferenciação acentuada das células.221 De 

facto, os resultados obtidos neste controlo positivo levam à conclusão de que a DEXA 

induz a maturação dos osteoblastos e o crescimento celular. Uma vez que as células 

cultivadas na presença deste indutor e com os precursores de diferenciação (β-

glicerofosfato e ácido ascórbico) apresentam coloração positiva para ALP, depósitos de 

cálcio e fosfato, assim como apresenta uma atividade de ALP aumentada já nos primeiros 

dias.222 

Os suplementos β-GP e ácido ascórbico utilizados para as células foram necessários 

para promover a mineralização da matriz. Sordi et al.56 comprovaram que as células 

mesmo sendo tratadas com DEXA, sem estes precursores, não demonstraram 

capacidade de mineralização da matriz extracelular. Como referido no Capítulo I, o ácido 

ascórbico tem a capacidade de promover o aumento na secreção da maioria dos fatores 

envolvidos no desenvolvimento e crescimento do tecido ósseo e, desta forma, aumentar 

o potencial de diferenciação osteogénico.59 O β-GP, fornece uma fonte de fosfato 

orgânico para mineralização da matriz extracelular in vitro.55  
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Figura 45. Coloração para deteção de atividade de ALP na matriz extracelular, nos dias 7, 14 e 21.  As 
hMSCs foram transfetadas com BMP-2 através do nanoplexos CDs/PEI. O meio foi mudado a cada dois dias 
repondo os precursores osteogénicos (ácido ascórbico e β-glicerofosfato) em todas as condições. Controlo 
positivo – Células expostas aos precursores e ao indutor (DEXA); controlo negativo – células expostas aos 
precursores, aos nanoplexos CDs/PEI mas sem o pBMP2. Escala 100µm. 

 

Figura 46. Coloração de alizarina vermelho para deteção de depósitos de cálcio na matriz extracelular, nos 
dias 7, 14 e 21. As hMSCs foram transfetadas com BMP-2 através do nanoplexos CDs/PEI. O meio foi 
mudado a cada dois dias repondo os precursores osteogénicos (ácido ascórbico e β-glicerofosfato) em 
todas as condições. Controlo positivo – Células expostas aos precursores e ao indutor (DEXA); controlo 
negativo – células expostas aos precursores, aos nanoplexos CDs/PEI mas sem o pBMP2. Escala 100µm. 

 

Figura 47. Coloração de von Kossa para deteção de depósitos de fosfato na matriz extracelular, nos dias 7, 
14 e 21.  As hMSCs foram transfetadas com BMP-2 através do nanoplexos CDs/PEI. O meio foi mudado a 
cada dois dias repondo os precursores osteogénicos (ácido ascórbico e β-glicerofosfato) em todas as 
condições. Controlo positivo – Células expostas aos precursores e ao indutor (DEXA); controlo negativo – 
células expostas aos precursores ou aos nanoplexos CDs/PEI mas sem o pBMP2. Escala 100µm. 
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3.4. Avaliação bioquímica – Ensaios quantitativos 
 

•Atividade da fosfatase alcalina (ALP) 

A Figura 48 mostra a atividade de ALP em nm/min/mg de proteína. De uma forma 

geral, verifica-se que a atividade de ALP apresenta-se mais elevada no dia 7. Quando 

analisamos as células tratadas com DEXA (controlo positivo) permite afirmar que a ALP 

tem uma maior atividade aos 7 dias, mas depois a sua atividade começa a diminuir. Este 

facto prova que a ALP é um marcador precoce de diferenciação osteoblástica.50 No 

entanto, a quantificação da atividade da ALP demonstra-se não conclusiva, devido à 

variação entre réplicas em algumas condições. Isto pode explicar os resultados 

histoquímicos, onde não é visível uma clara e proeminente presença dos depósitos de 

cálcio/fosfato e atividade de ALP como no controlo positivo de DEXA, no entanto, 

apresentam algumas diferenças em relação ao controlo negativo. Aparentemente, 

parece haver uma tendência de menor atividade da ALP nas células expostas ao 

complexo CDs/PEI mix4.  

 

 

 

Figura 48. Atividade de ALP (nmol/min/mg proteína) das hMSCs, expostas 48h a diferentes proporções de 
nanoplexos CDs/PEI. Os resultados apresentados são referentes a três medições dos três dias de 
diferenciação (7,14 e 21 dias). Cada ensaio foi realizado numa placa de 96 poços com 3 réplicas para cada 
proporção (n=3). Controlo – Células; Controlo positivo – DEXA; Controlos negativos – proporções sem 
pDNA. Os resultados encontram-se representados como a média ± desvio-padrão, em %. 
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As células expostas aos poliplexos foram capazes de entrar em processo de 

diferenciação porque apresentaram a atividade de ALP aumentada logo no início 

(confirmada tanto pelos testes histoquímicos como pela quantificação de ALP). Também 

podemos verificar através da atividade metabólica, da morfologia celular e presença de 

alguma mineralização, quando comparada com o controlo negativo, que houve alguma 

diferenciação celular. No entanto, quando comparamos tais resultados com o controlo 

positivo pode afirmar-se que os resultados obtidos não são muito significativos. Assim, 

aparentemente houve alguma diferenciação, mas não significativamente visível que se 

possa afirmar tal facto com clareza. Esta experiência carece de ser repetida, com uma 

quantidade maior de réplicas, para se retirar conclusões com mais certeza. 
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Conclusão e perspetivas futuras 
 

A terapia génica é uma técnica versátil e cada vez mais em exponencial crescimento 

devido à possibilidade de tratar, ou até mesmo curar, doenças genéticas que antes eram 

consideradas incuráveis. Ao introduzir, modificar ou substituir genes defeituosos 

diretamente nas células dos pacientes, permite corrigir as causas subjacentes de 

determinadas doenças. O facto desta terapia poder ser combinada com as células 

estaminais mesenquimais abre novas possibilidades no campo da medicina regenerativa 

e medicina personalizada com a vantagem de oferecer tratamentos mais específicos e 

menos invasivos. 

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo final desenvolver um nanosistema à 

base de CDs e PEI para transportar um pDNA que codifica a BMP-2, e ser entregue em 

células estaminais mesenquimais humanas com a finalidade de induzir a diferenciação 

osteogénica.  

Através da caraterização realizada verificamos que a síntese dos CDs foi bem 

sucedida, assim como a interação entre os CDs e o PEI, formando um nanoplexos CDs/PEI 

através da interação eletrostática. Estes nanoplexos formados apresentavam-se com um 

tamanho hidrodinâmico mais pequeno e um potencial zeta suficientemente positivo 

para poder interagir com a membrana celular. Quando colocados a interagir com o 

pDNA, verificou-se a sua compactação e neutralização completa para o mix1 e mix2, 

enquanto para o mix4, houve uma compactação e neutralização mais baixa formando 

complexos com o pDNA mais positivos. 

Após os estudos de caraterização dos poliplexos, seguiram-se os ensaios in vitro com 

a exposição de células HEK293T e hMSCs aos diferentes poliplexos em estudo utilizando 

como DNA o pEGFPLuc, para avaliar a citotoxicidade dos poliplexos e a transfeção. A 

citotoxicidade mostrou ser maior em proporções de CDs/PEI e razões N/P elevadas, 

assim como mostrou ser um pouco maior para as hMSCs do que para as HEK293T. Os 

estudos de transfeção mostraram que realmente as células HEK293T têm maior 

facilidade de serem transfetadas verificando-se logo a transfeção desde as primeiras 

proporções de CDs/PEI e razões N/P, assim como valores mais altos na intensidade de 

fluorescência e atividade da enzima luciferase. No entanto, também foi conseguida 

alguma transfeção nas hMSCs mostrando uma maior fluorescência para o N/P10, N/P15 
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e N/P20 do mix1. Tendo em conta este facto, para as HEK293T obteve-se melhor 

transfeção no mix4 para N/P5, N/P7,5 e N/P10 com atividade metabólica de 85%, 82% e 

76% respetivamente, e para as hMSCs, obteve-se melhor transfeção no mix1 para 

N/P7,5, N/P10 e N/P15 com atividade metabólica de 86%, 81% e 89%, respetivamente. 

Por último, foram realizados os estudos de diferenciação osteogénica aos 7, 14 e 21 

dias, tendo um indutor de diferenciação osteogénica (DEXA) como controlo positivo. 

Estes estudos mostraram que se obteve transfeção do pBMP2 com os nanoplexos 

CDs/PEI em estudo onde, houve um aumento da atividade metabólica ao longo do 

tempo e em relação ao controlo de células, propondo a ocorrência da diferenciação 

celular. Aparentemente, ocorreu uma expressão inicial da BMP-2, suficiente para 

aumentar a atividade metabólica celular e expressar a ALP no período inicial da 

diferenciação (7 dias). No entanto, mais estudos teriam de ser realizados para se poder 

identificar com mais clareza a formação de depósitos de cálcio/fosfato nos estágios mais 

tardios.  

De uma perspetiva futura, alguns ensaios teriam de ser otimizados e repetidos com 

o objetivo de se determinar com mais certeza a proporção ideal e posteriormente passar 

para a parte da diferenciação osteogénica. Os resultados obtidos neste último ponto 

foram preliminares, pelo que, para uma melhor eficácia e confirmação destes resultados, 

o ensaio poderia ser repetido e poderiam ser utilizadas outras técnicas como o real-time 

polymerase chain reaction (RT-PCR) com o objetivo de obter informação mais detalhada 

ao nível da expressão dos genes caraterísticos de cada fase da diferenciação e 

microscopia eletrónica de varrimento (Scanning Electron Microscope, SEM) para se obter 

uma imagem tridimensional dos depósitos existentes. 
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ANEXOS 
 

 

Figura A. 1. Percentagem (%) de intensidade dos nanoplexos CDs/PEI, assim como estes individualmente, 
determinados por DLS.  Os resultados provêm de medições em triplicado, independentes (n=3). 

 

 

Figura A. 2. Percentagem (%) de volume dos nanoplexos CDs/PEI, assim como estes individualmente, 
determinados por DLS.  Os resultados provêm de medições em triplicado, independentes (n=3). 
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Figura A. 3. Percentagem (%) do número dos nanoplexos CDs/PEI, assim como estes individualmente, 
determinados por DLS. Os resultados provêm de medições em triplicado, independentes (n=3). 

 

 

Figura A. 4. Percentagem (%) de volume dos nanoplexos com o pDNA, assim como dos CDs e PEI 
individualmente, determinados por DLS.  Os resultados provêm de medições em triplicado, 

independentes (n=3). 
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Figura A. 5. Percentagem (%) de número dos nanoplexos com o pDNA, assim como dos CDs e PEI 
individualmente, determinados por DLS.  Os resultados provêm de medições em triplicado, 

independentes (n=3). 

 

 

Figura A. 6. Reta padrão obtida pela construção do gráfico das absorvâncias do BSA vs concentração de 
BSA (µg/µL). 
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Figura A. 7. Avaliação da atividade da luciferase, nas células HEK293T, dos nanoplexos CDs/PEI em 
estudo, a diferentes razões N/P. 

 

 

Figura A. 8. Avaliação da atividade da luciferase, nas hMSCs, dos nanoplexos CDs/PEI em estudo, a 
diferentes razões N/P. 
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Figura A. 9. Reta padrão obtida pela construção do gráfico das absorvância do ALP vs atividade de ALP 
(nmol). 

 

 

Figura A. 10. Reta de calibração obtida pela construção do gráfico das absorvâncias do BSA vs 
concentração de BSA (µg/µL). 

 
 

 

 

 

 

y = 1E-09x + 0.0127
R² = 0.9986

0.000

0.200

0.400

0.600

0.800

1.000

1.200

1.400

1.600

1.800

0.0E+00 5.0E+08 1.0E+09 1.5E+09

A
b

so
rv

ân
ci

a 
(u

.a
.)

Atividade de ALP (nmol)

y = 0.5622x + 0.1267
R² = 0.9936

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

0 1 2 3 4 5 6

A
b

so
rv

ân
ci

a 
(u

.a
.)

Concentração de BSA (µg/µL)



Página | 123  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Página | 124  
 

 

 

 

 

 

 

 


