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Resumo

A aplicacdo da técnica de manipulacdo génica a células estaminais, tornando possivel o
controle da diferenciagao celular, tem aberto novos caminhos a medicina regenerativa.
Neste contexto, uma vez que as células mesenquimais humanas (hMSCs) sao dificeis de
transfetar, é importante desenvolver estratégias capazes de facilitar esse processo. O
objetivo principal desta dissertacao foi, pois, desenvolver um sistema, a base de pontos
de carbono (carbon dots, CDs) e polietilenimina (PEI) para a entrega do gene da proteina
morfogénica do osso-2 (BMP-2) em hMSCs, com a finalidade de induzir a sua
diferenciacdo osteogénica. Este sistema apresenta a vantagem de associar os CDs
(nanoparticulas fluorescentes que apresentam pequeno tamanho, biocompatibilidade e
facilidade de funcionalizacdo) ao PEIl (um polimero catidonico amplamente utilizado como
sistema de entrega de genes devido a sua capacidade de compactar o DNA e facilitar a
sua entrada nas células), tirando partido das qualidades dos dois componentes. Os
nanoveiculos CDs/PEl formados a diferentes propor¢bes massicas (1CDs/1PEl,
1CDs/2PEl e 1CDs/4PEl) mostraram capacidade de complexar e neutralizar o DNA
plasmidico (pDNA). Os nanoplexos assim formados mostraram, ainda, capacidade de
transfetar o pDNA codificante da proteina verde fluorescente e da luciferase (pEGFPLuc),
a diferentes razdes 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
razdes N/P10 e N/P15, foi estudada a citotoxicidade e diferenciacdo osteogénica. Estes
estudos mostraram que se obteve transfecdo do pBMP-2 com os nanoplexos CDs/PEl em
estudo onde, houve um aumento da atividade metabdlica ao longo do tempo, propondo
a ocorréncia da diferenciacao celular. Aparentemente, ocorreu uma expressao inicial da
BMP-2, suficiente para aumentar a atividade metabdlica celular e expressar a ALP no
periodo inicial da diferenciacdo (7 dias), ndo sendo claramente evidente, a formacado de

depdsitos de calcio/fosfato, mesmo apds os 21 dias.

Palavras-chave: Manipulacdo génica, Células estaminais mesenquimais humanas
(hMSCs), Pontos de carbono (CDs), polietilenimina (PEl), BMP-2 (proteina morfogenética

Ossea), diferenciacdo 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/1PEl, 1CDs/2PEl and 1CDs/4PEl) 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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1. Células estaminais

As células estaminais sdo células ndo especializadas, capazes de se diferenciarem em
qualquer célula de um organismo (Figura 1) e com capacidade de autorrenovacdo.! Estas
podem ser classificadas como embrionarias ou adultas consoante a sua origem,? e ainda
de acordo com o seu potencial de especializacdo, classificando-se em totipotentes,

pluripotentes, multipotentes ou unipotentes.!

Totipotente

A
( N\

Ovo fertilizado .

Células estaminais totipotentes
Pluripotente {

=

Células estaminais Células estaminais  Células estaminais
hem: i mesenquimais

Multipotente

(tecido especifico)

’
o> \\// » 1 Maxima
}1 ) [ 4{ $ 2 maturacéo
: v
. R e

Células sanguineas
Células do sistema Cartilagem dssea

nervoso de tecido conjuntivo

Figura 1. Classificacdo das células estaminais.(Adaptado: Rajabzadeh et al.?)

As células estaminais totipotentes sdo capazes de se dividir e se diferenciar em
células de qualquer parte do organismo. Um exemplo de célula totipotente é o zigoto,
resultante da fertilizacido de um espermatozoide com um évulo.* A totipoténcia
corresponde ao maior potencial de diferenciacdo, sendo permitido as células formarem
estruturas embriondrias e extraembrionarias. Essas células podem desenvolver-se,
posteriormente, em qualquer uma das trés camadas germinativas ou formar uma
placenta. Apds 4 dias, a massa celular interna do blastocisto é composta por células
pluripotentes.! Estas ddo origem a células de todas as camadas germinativas, mas ndo
de estruturas extraembriondrias, como a placenta.®> Uma das carateristicas Unicas destas

células embrionarias 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 rapido para evitar uma diferenciacdo precoce.®’ No entanto, a utilizacdo
destas células levanta algumas questées éticas pelo facto de serem isoladas a partir de
embrides, razao pela qual a investigacdo passou a centrar-se nas células estaminais
adultas.'?

As células estaminais adultas, também designadas de multipotentes, possuem uma
capacidade de diferenciacdo limitada quando comparada com as pluripotentes. Sdo
células indiferenciadas com capacidade limitada de autorrenovacdo e diferenciacido
geralmente restrita aos tipos de células do tecido da sua origem.*® Podem ser obtidas a
partir de tecidos mesodérmicos, como a medula éssea, o musculo, o tecido adiposo, a
membrana sinovial e o peridsteo.” Um exemplo é uma célula estaminal hematopoiética,
a qual se pode transformar em vérios tipos de células sanguineas.?

As células estaminais unipotentes sdo também células estaminais adultas, embora
caraterizadas por uma capacidade de diferenciacdo mais limitada, ou seja, sdo capazes
de formar apenas um tipo especializados de células.> Podem, pois, ser igualmente
aplicadas na medicina regenerativa.! Um exemplo deste tipo de células sdo as células
estaminais musculares adultas.

Alguns estudos demonstraram que células estaminais adultas, como as células
hematopoiéticas (HSCs) e as células estaminais mesenquimais (MSCs), libertam muitos
fatores moleculares com carateristicas anti-apoptdticas, imunorreguladoras,
angiogénicas e quimioatrativas que estimulam a regeneracdo, sendo por isso as mais

utilizadas.?®

1.1. Células estaminais mesenquimais
As células estaminais mesenquimais (MSCs) foram inicialmente identificadas na
medula dssea na década de 1960 por Friedenstein e posteriormente caraterizadas e
renomeadas por Arnold Caplan.® Friedenstein et al., em 1960, demonstraram a formacdo
ectopica de tecido déssea por transplante de células da medula dssea e, em 1970,
isolaram células aderentes provenientes de medula 6ssea em cultura, as chamadas,
“células estaminais mesenquimais” (MSCs).® Em 1991, Caplan et al. isolaram,

caraterizaram e renomearam as MSCs.1!

Pagina | 3



O primeiro ensaio clinico com MSCs foi realizado em 1995, o qual mostrou ser seguro
o transplante de MSCs autélogas. Anos mais tarde, estas células foram entdo aplicadas
pela primeira vez em associacdo com biomateriais para reconstrucdo de defeitos
0sseos.'213 Em 1999, Pittenger et al. mostraram efetivamente a capacidade de
diferenciacdo das MSCs nas linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica e até
hoje, diversos ensaios continuam a validar a capacidade de diferenciacdao destas
células.’*

As MSCs sao células estaminais adultas, multipotentes (ndo hematopoiéticas) e com
elevada capacidade de proliferagdao e diferenciacdo celular. Estas células sdo, ainda,
capazes de se multiplicar, mantendo o seu estado indiferenciado, apresentando baixa
imunogenicidade e fungdes de reparagdo tecidual. Elas também levantam menos
questdes éticas em comparacdo com as células estaminais embrionarias.>*>17 Estas
células podem ser isoladas da medula éssea (BMSCs)!8, corddo umbilical (UCMSCs)?*?,
sangue periférico (PB-MSCs)?°, placenta fetal?!, dentes (células estaminais da polpa
dentéria, DPSCs)?? e tecido adiposo (AD-MSCs)*®, podendo se diferenciar em células
Osseas?3, cartilaginosas?* e adiposas.?®

Em 2006, a “International Society for Cellular Therapy” (ISCT) descreveu
carateristicas minimas estabelecidas e claramente definidas para as células estaminais
mesenquimais, nomeadamente a:

(1) adesdo ao substrato plastico sob condi¢bes padrao de cultura celular;

(2) expressdo de marcadores de superficie especificos (CD105, CD73, CD90 e Sca-1);

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

(4) capacidade de diferenciacdo in vitro em trés linhagens, a saber: osteoblastos
(confirmado pela coloragao de nédulos mineralizados), condrécitos (com produgdo de
colagénio tipo Il ou glicosaminoglicanos) e adipdcitos (verificado pela acumulacdo de
goticulas lipidicas).?627

No entanto, estes critérios ndo sdo validos na maioria das situacdes uma vez que
estas células apresentam diversas variacées dependendo das condi¢Ges de cultura, do
tecido e espécie de origem, entre outros.?® Vérios estudos relatam que as MSCs de
diferentes tecidos podem expressar diferentes tipos de marcadores especificos. No caso
das células estaminais derivadas do tecido adiposo, expressam CD10, CD13 e CD49d,

enguanto as células MSCs derivadas da medula éssea e de tecido muscular expressam
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mais CD73, CD90, CD105 e CD44. Além destes marcadores de superficie especificos, as
MSCs também expressam outras moléculas de superficie funcionais como recetores de
quimiocinas, recetores de citocinas, moléculas de adesdo e moléculas co-inibidoras.?”%°

As MSCs derivadas da medula dssea (BMSCs) tém a capacidade de se diferenciar em
multiplas linhagens, incluindo a osteogénica, condrogénica, miogénica e adipogénica,
sendo relativamente faceis de isolar e com uma capacidade de expans3o significativa.3°
Estas podem ser isoladas por varios métodos, sendo o mais frequente por centrifugacao
de gradiente de densidade para obtencdo de células mononucleares. As células
mononucleares isoladas sdao depois cultivadas em meio contendo soro fetal, dai se obter
as MSCs que aderem ao plastico.3! Algumas células da linhagem hematopoiética
também podem aderir, mas, com o tempo, devido as varias trocas de meio de cultura,
sdo removidas. Desta forma, a heterogeneidade da cultura diminui progressivamente e
sdo obtidas MSCs que se distinguem pela sua forma semelhante aos fibroblastos, ou
seja, fusiforme.31733 Estas células também tém capacidade de se expandir numerosas
vezes em cultura, mantendo o seu potencial de crescimento e pluripotencialidade, com
um tempo de duplicacdo que depende do doador do qual as células foram obtidas e da
densidade de cultura inicial, sendo este ultimo um parametro critico para assegurar uma

boa taxa de expansdo e a manutencdo do potencial de diferenciacdo das MSCs.3%34

1.1.1. Diferenciacdo osteogénica

A diferenciacdo osteogénica é um processo bioldgico crucial para a manutencdo da
remodelacdo dssea, sendo a glicdlise aerdbica a sua principal fonte de energia.?®

A remodelacdo dssea é um processo dindmico de formacao-reabsorcdo dssea, pelo
qual o osso antigo é substituido por novo, resultando na renovacgdo do esqueleto
aproximadamente a cada 10 anos.3® Neste processo, é crucial a interacdo entre células
do tecido d6sseo nomeadamente os osteoblastos, responsaveis pela sintese dos
componentes organicos da matriz dssea e osteoclastos, responsaveis pela reabsorcao
6ssea.?” O osso é remodelado pela reabsorcdo do osso antigo pelos osteoclastos, e pela
formacdo e mineralizagdo de novo osso pelos osteoblastos que sdo recrutados para o
local (Figura 2).3® A osteogénese anormal compromete a homeostase dssea, induzindo
um desequilibrio entre a formacao e a reabsorcdo, levando a disturbios, como
osteoporose e osteoartrite.3°
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Figura 2. Microambiente dsseo. Renovacio dssea. (Adaptado: Halloran et al.38)

Quando ha necessidade de formar novo tecido dsseo, as MSCs podem diferenciar-se
em osteoblastos, os quais ficam depois incorporados no tecido e se transformam em
ostedcitos.3 Este processo é controlado por véarias moléculas sinalizadoras.*® A principal
responsavel por esta diferenciacdo é a BMP-2, uma proteina que é produzida durante a
reabsorcdo 6ssea e expressa numa variedade de células, sendo capaz de funcionar e
ativar eficazmente muitas vias de sinalizacdo.3®4%42 Uma das vias de sinalizacdo é a
angiogénese, pois os compostos com atividade anti-angiogénica bloqueiam a formacao
Ossea ectdpica induzida por BMP-2.434 A proteina BMP-2, liga-se a determinados
recetores (BMPRs — recetores das proteinas morfogénicas désseas) nas células alvo e
ativam vias de sinalizacdo especificas com a finalidade de ativar determinados genes
osteogénicos, como o Runt-Related Transcription Factor 2 (Runx-2) e o osterix (Osx). Esta
proteina mostra uma atividade osteogénica elevada devido a presenca de varios
mediadores na formac3o da cartilagem e do 0ss0.384>46

O papel da BMP-2 na osteogénese foi demonstrado por varios investigadores. Em
1990, Wang et al.*” demonstraram que a BMP-2 tem um papel importante na
cicatrizacdo de defeitos dsseos quando combinada com um transportador. Em 2010,
Huang et al.*® provaram que um curto periodo de expressdo de BMP-2 é suficiente para
induzir a regeneracdo éssea. Estas evidéncias sugerem a hipotese de que a BMP-2 é um
dos promotores mais ativos para a diferenciacio de células mesenquimais em

osteoblastos in vitro, além de poder induzir a formacdo dssea in vivo.***°
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O processo de osteogénese é compreendido por vdrias fases com expressao de
diferentes marcadores especificos de cada uma delas. Nos estagios iniciais da
osteogénese, as MSCs proliferam ativamente mas, ao longo do tempo, a sua velocidade
de proliferacdo diminui (Figura 3) e iniciam a expressdao de marcadores osteogénicos
precoces como a fosfatase alcalina (ALP) segregada pelos osteoblastos (fase de
maturacdao da matriz), e, posteriormente, marcadores osteogénicos tardios, como a
osteocalcina (OCN) (fase de mineraliza¢cdo), provocando uma acumulac¢do de célcio.*°
Tanto a atividade enzimatica da ALP como o teor de calcio podem ser quantificados por
ensaios colorimétricos.”>>2 Ao nivel molecular, a osteogénese é controlada por
interagdes entre varias hormonas e fatores de transcricdo como o Runx-2. O fator de
transcricdo Runx-2 inicializa a expressao de genes especificos do 0sso, por exemplo, os
genes do osterix (Osx), do colagénio tipo 1 alfa-1 (Collal), da osteocalcina (OCN) e da
sialoproteina éssea (IBSP), através da ligacdo aos promotores destes genes.>® Runx-2,
ALP, Collal sdo marcadores precoces da diferenciacdo osteobldstica, enquantoa OCe a
OPN sdo expressas posteriormente no processo de diferencia¢cdo. No final da fase de
formacdo dssea, as células podem tornar-se em células do revestimento ésseo (bone

lining cells, BLCs), ostedcitos ou entrar no processo de apoptose.>3

Diferenciagao

Fase proliferativa Maturagdo Mineralizagao
da matriz
Linha celular 6ssea

Fosfatase z
¢ Osteocalcina
alcalina
@ \ B

- ab%

MSCs Pré-osteoblastos oyeoblaslosﬂ Ostedcitos
Osso

5 s Apoptose
Proliferagcao

Figura 3. Diferenciacdo osteogénica das MSCs. (Adaptado: Infante et al.>3)

O processo de diferenciacdo das MSCs é, pois, controlado por proteinas e

biomoléculas reguladoras especificas, diferenciando-se de forma aleatdria e nao
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direcional, sem a intervengdo de estimuladores ou fatores fisico/quimicos especificos. A
sua rapida proliferagdo e a diferenciacdo descontrolada podem limitar grandemente a
sua aplicacdo em certos casos clinicos, pelo que ha a grande necessidade de regular a
diferenciagdo nas células alvo e monitorizar a migragao, distribuicdao, sobrevivéncia,
diferenciacdo e outros comportamentos das MSCs in vivo, para poderem ser aplicadas
em engenharia de tecidos e terapia celular.}’44

Em laboratério, com recurso a cultura in vitro de células em monocamada, é
necessario um periodo minimo de 3 semanas de tratamento continuo de uma
monocamada confluente de células com meio de cultura suplementado com
Dexametasona (DEXA) em combinacdo com B-glicerofosfato e acido ascérbico para
induzir o fendtipo osteogénico de osteoblastos.*

A DEXA é um glicocorticoide sintético que, dependendo da dosagem, promove
efeitos distintos. Quando utilizada em altas dosagens, promove a diferenciacdo
osteogénica, condrogénica e adipogénica das MSCs, enquanto baixas dosagens sdo
utilizadas para promover a proliferacdo das MSCs.>* A DEXA induz a transcri¢cdo de genes
especificos do 0sso, como o da sialoproteina éssea (IBSP), e melhora a expressdo das
integrinas que promovem a diferenciacdo osteoblastica das MSCs.*>>° Esta molécula é
capaz de levar a diferenciacdo osteogénica, regulando positivamente o fator de
transcricdo do Runx-2, necessarios para o processo de osteogénese, sendo responsavel
pela ativacdo de genes de diferenciacdo de osteoblastos.>%>

O impacto da DEXA sobre as MSCs ndao s6 parece estar relacionado com a sua
concentragao, mas também com a duracdo do tratamento e estagio de diferenciacao
osteoblastica. Como referido num estudo feito numa linhagem semelhante as MSCs, por
Sordi et al.”®, doses baixas de DEXA (0,1 pM) favoreceram a proliferacdo e a angiogénese
in vitro, oferecendo protegao contra a apoptose.

O 4cido ascorbico (vitamina C) tem sido amplamente utilizado como suplemento no
meio de cultura para crescimento e diferenciacdo celular, sendo importante durante
todos os estagios de diferenciacio osteogénica.”’ Este serve de cofator para a
hidroxilacdo da prolina envolvida na sintese do colagénio.>® Thaler et al.>® demonstraram
a importancia do acido ascérbico e as suas funcdes epigenéticas que precedem a
deposicdo e maturacdo do colagénio e que promovem a diferenciacdo. Bhandi et al.>®

estudou a utilizacdo do acido ascorbico para a diferenciacao adipogénica, osteogénica e
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condrogénica. Uma das conclusdes retiradas deste trabalho foi o facto do acido
ascorbico promover o aumento na secre¢do da maioria dos fatores envolvidos no
desenvolvimento e crescimento do tecido ésseo e, desta forma, aumentar o potencial
de diferenciagao osteogénico.

O PB-glicerofosfato, que é enzimaticamente hidrolisado pela fosfatase alcalina,
fornece uma fonte de fosfato organico para mineralizagdo da matriz extracelular in
vitro.>> Em 1992, Chung et al.’° demonstraram que o cultivo de células semelhantes a
osteoblastos com B-glicerofosfato promoveu a formacdo de minerais, a producado de
lactato, o aumento da atividade de ALP, bem como a sintese de proteinas e fosfolipidos,
indicando diferenciacao osteogénica melhorada.

Ao se diferenciarem em osteoblastos, as MSCs passam de um formato fibroblastico
para a forma de cubo, produzem matriz composta principalmente por colagénio tipo |, e
num estagio posterior, formam agregados ou nddulos que podem ser corados
positivamente pelas técnicas de vermelho de alizarina e von Kossa. °9%!

Santos et al.®> modificaram MSCs para expressar a BMP-2 com o objetivo de
promover a diferenciacdo osteogénica, utilizando dendrimeros PAMAM como o veiculo
de entrega de genes. Para avaliar a transfecdo das MSCs, foram utilizados marcadores
osteogénicos quantitativos (atividade da fosfatase alcalina, secrecdo de osteocalcina e
deposicdo de calcio) e qualitativos (coloracdo de von Kossa), sendo estes marcadores
significativamente mais fortes nas células transfetadas. Os autores demonstraram
transfecdo nestas condicdes e concluiram ndo ser necessario uma elevada eficiéncia de

transfecdo para a osteogénese ocorrer.

1.1.2. AplicacOes terapéuticas

Sao varios os estudos que demonstram que as MSCs tém uma importancia relevante,
tanto na engenharia genética, como na engenharia de tecidos.? A sua multipoténcia,
proliferacdo in vitro, efeito imunorregulador e capacidade de migrar para o local exato
da lesdo s3o das propriedades mais importantes para o seu uso clinico (Figura 4).>%3 As
MSCs podem ser administradas por via intravenosa® ou diretamente no local de
interesse®. Esta variedade de propriedades permite que as MSCs desempenhem um
papel de elevada importancia na terapia celular e reconstrucdo de tecidos humanos.?'’
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Figura 4. Propriedades bioldgicas que apoiam o uso clinico das MSCs. (Adaptado: Squillaro et al.%3)

Dadas as propriedades destas células e com recurso a engenharia genética, é possivel
introduzir genes exdgenos nas MSCs e, posteriormente, reintroduzi-las no individuo,
promovendo assim a estimula¢do da producdo de proteinas especificas.®¢%8

Na engenharia de tecidos, o uso das MSCs apoia-se em trés vertentes: (1) células,
geralmente de origem autdloga; (2) matriz, que fornece suporte, proliferacdo e funcao
das células; e (3) sinais quimicos ou estimulos que simulem in vitro o microambiente
existente in vivo para a regeneracdo da forma ou func¢do de um tecido ou érgdo lesado.
Assim, estas células podem ser cultivadas em biomateriais que vao servir de suporte
temporario para produzir um tecido funcional, o qual serd posteriormente
transplantado.®®~"!

As MSCs, por possuirem um comportamento imunoldgico privilegiado e
propriedades anti-inflamatdrias, podem também ser utilizadas em aplicagdes sistémicas.
As evidéncias atuais mostram que as MSCs podem melhorar o envelhecimento,
promovendo as funcGes de multiplos 6rgaos importantes, incluindo cérebro, musculos,
coracdo e sistema enddcrino.”? Li et al.”® fazem um apanhado de iniUmeros estudos
relacionados com o uso de MSCs para a reparacdo de o6rgdos. Por outro lado, outros

autores descreveram o tratamento de diversas doencas com recurso as MSCs.”47>
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Gugliandolo et al. demonstraram que as MSCs podem ser utilizadas para o
tratamento da doenca de Parkinson.’® Constantinescu et al. evidenciaram que a
esclerose multipla é outra das doencas que pode ser tratada com recurso a MSCs.”” Sato
et al. demonstraram que as MSCs podem diferenciar-se em hepatdcitos, podendo ser
Uteis no tratamento de doencas hepéticas.”® Jung et al. investigaram o uso das MSCs
associadas com nanoparticulas de 6xido de ferro para o tratamento da doenca do
Alzheimer em ratos e concluiu que este sistema tinha potencial para ser usado no seu
tratamento.”® Estudos sobre osteoartrite mostraram resultados clinicos positivos, com
melhoria da fungdo articular, nivel de dor e qualidade de vida, isto devido as suas

propriedades anti-inflamatdrias, imunomoduladoras e regenerativas das MSCs.°
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2. Entrega de genes

No final da década de 1970 e inicio dos anos 80, surgiram os primeiros trabalhos
sobre técnicas de transferéncia de genes em células de mamiferos utilizando retrovirus
como sistemas de entrega de genes.®!

Muitas doencas surgem como resultado de altera¢des genéticas e a descoberta de
novas tecnologias de DNA recombinante levaram ao tratamento dessas doengas através
da manipulagdo e alteragao dos acidos nucleicos das células doentes, mostrando-se
assim a terapia génica como uma abordagem muito promissora no tratamento de muitas
doencgas hereditarias, assim como noutros disturbios/doengcas como infarto de
miocardio, infe¢es virais, cancros, insuficiéncia cardiaca, doenc¢as neurodegenerativas
e metabdlicas e sindrome da imunodeficiéncia adquirida.**31-83

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 fisicas e quimicas. Na
terapia génica ex vivo, as células-alvo sdo coletadas do paciente e, em seguida, o material
genético é administrado as células in vitro, as quais sdo programadas antes de re-

administradas no corpo do paciente.?*

In vivo Ex vivo -

3hie Células estaminais
;;”L\;A do paciente l

- /' Cundens‘:cao do .
\) gene num sistema »,;/‘6‘11’

Condensacao do

Gene terapéutico .
necao K gene num sistema

Figura 5. Classificacdo da terapia génica.
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Um sistema ideal de entrega de genes deve atender a trés critérios: a transferéncia
do acido nucleico para o tecido alvo deve ser eficiente (dai ser impraticavel a
administracdo sistémica de genes desprotegidos devido a sua vulnerabilidade,
degradacdo por nucleases, rdpida depura¢do por macréfagos e auséncia de
especificidade para as células-alvo);®> o material genético tem de ser entregue ao
compartimento celular alvo, pelo que é necessdrio ter sempre em atengdao a alta
densidade de carga negativa, tamanho e forte hidrofilicidade dos acidos nucleicos; e, o
processo ndao deve causar nenhum efeito toxico. Deste modo, para levar o material
genético as células-alvo, esta terapia utiliza sistemas de entrega, os quais podem ser

divididos em virais e ndo virais.81,82:84

2.1. Sistemas de entrega de genes

Os sistemas de entrega de genes tém como objetivo principal a entrega de moléculas
terapéuticas ao compartimento celular desejado superando os problemas de
internalizacdo criados pelas barreiras existentes. Os sistemas de entrega virais
comecaram por ser utilizados devido a sua elevada eficiéncia de transfecdo e capacidade
de utilizar a maquinaria celular para iniciar a expressdao do genoma, sendo os mais
comumente utilizados em ensaios clinicos os adenovirus, retrovirus, lentivirus, virus
herpes simplex e virus da variola, cada um com propriedades e vantagens especificas.
No entanto, quando usados como vetores, os virus apresentam diversas desvantagens,
tais como imunogenicidade, carcinogenicidade, baixa especificidade relativamente ao
tipo celular a transfetar e capacidade limitada de empacotamento de DNA,82-8486-89

Os sistemas de entrega ndo virais, comparados aos virus, sdo menos imunogénicos,
possuem a capacidade de compactar materiais genéticos maiores e tém facilidade de
serem produzidos em larga escala. Adicionalmente, podem ser desenhados por forma a
serem biocompativeis. Assim, estes sistemas podem levar a estratégias mais vantajosas

para o transporte de acidos nucleicos.82-848688
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2.1.1. Sistemas de entrega de genes nao virais

Os sistemas de entrega ndo virais podem ser amplamente classificados em métodos
fisicos e quimicos.84

Os métodos fisicos, ndo fazem uso de transportadores e dependem de uma forga
fisica que enfraguece a membrana celular permitindo que o DNA entre nas células por
difusdo, o que oferece varias vantagens, incluindo simplicidade e possibilidade de
controlar os parametros do processo para necessidades especificas de tratamento. Aqui
incluem-se, por exemplo, a injecdao por agulha, a eletroporagao e os ultrassons. No
entanto, estes métodos levam a uma alta taxa de morte celular durante o processo,
apresentam baixa eficiéncia de entrega de genes quando comparados com os sistemas
virais, e a transferéncia de genes para érgdos internos é dificil pois requer um
procedimento cirdrgico para atingir o tecido-alvo.8488%

Os métodos quimicos permitem a entrega de material genético exdgeno nas células
com recurso a compostos, naturais ou sintéticos, usados como transportadores. Estes
podem interagir eletrostaticamente com o material genético, protegendo-o da
degradacdo durante o processo de entrega, e conduzir a uma internalizacdo celular por
endocitose.’® As principais vantagens destes métodos sdo a sua simplicidade, a
capacidade de se poder modificar os compostos de forma a ultrapassar questdes de
citotoxicidade ou baixa eficiéncia, e a facilidade de producdo em larga escala.®*

Dentro dos métodos quimicos, inclui-se a utilizacdo de polimeros catidnicos
como vetores. O quitosano, os polipéptidos catidnicos (por exemplo, a poli(L-lisina)
(PLL)) e a polietilenimina (PEl) destacam-se por apresentarem varias vantagens, como a
estabilidade, maior resisténcia as nucleases, facilidade de escape endossomal (alguns
apresentam o “efeito esponja de protdes”) e promocdo de endocitose inespecifica,
aumentando assim a eficiéncia da entrega do material genético. Outras vantagens
incluem baixa imunogenicidade do hospedeiro, possibilidade de producdo em larga
escala e baixo risco de mutacdo comparativamente com o uso de sistemas de entrega
virais. No entanto, este tipo de polimeros tém a desvantagem de apresentar uma

eficiéncia de transfecdo mais baixa relativamente aos sistemas de entrega virais.?>>*
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2.1.2. Barreiras bioldgicas a entrega de genes

Os nanosistemas podem ser introduzidos no corpo por varias vias de administracao
como a entérica (oral, sublingual ou anal), parenteral (intravascular, intramuscular,
subcutanea ou inalagdo), tépica (pele ou membrana mucosa) e por implantacdo (como
componentes de dispositivo de implantes). Consoante o0 modo de administracdo e o
tecido alvo, os nanosistemas terdo sempre de enfrentar barreiras bioldgicas.?>®

De facto, existem diversas barreiras bioldgicas ao processo de transfecdo, estando
elas associadas a mecanismos de defesa dos tecidos e células contra agentes externos.
Estas barreiras impedem/dificultam a entrega eficiente de acidos nucleicos por
nanoplexos ndo 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.®>’

Se a administracdo dos nanoplexos for por injecdo intravenosa, a barreira endotelial
pode constituir um obstdculo importante a entrega de genes. A permeabilidade da
barreira endotelial varia em diferentes segmentos de microvasculatura, assim como
entre os 6rgdos. Na realidade, os vasos sanguineos sdo heterogéneos, podendo
classificar-se como continuos, fenestrados e descontinuos, 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 hematoencefalica é também de extrema relevancia. Esta é uma barreira entre
o sangue circulante e o fluido extracelular do cérebro no sistema nervoso central cuja
principal fungao é proteger este 6rgdo. Esta restringe o fluxo transvascular de solutos e
macromoléculas através dos vasos sanguineos, o que é atribuido a juncdes apertadas e
transcitose limitada. Esta barreira pode ser ultrapassada através da funcionalizagao dos
nanomaterias para a transcitose mediada por recetores.?®°°

A barreira estromal refere-se a estruturas presentes no tecido estromal, que é o
tecido de suporte encontrado em varios orgaos do corpo. Esta barreira pode ser
ultrapassada com a modificagdo dos sistemas de entrega tendo em conta o seu tamanho,
carga superficial, flexibilidade, funcionalizacdo da superficie, etc.%

De realcar, no entanto, que quando os nanoplexos sdo administrados por via
sistémica (Figura 6), as primeiras barreiras a ser encontradas tém a ver com o seu

contacto com os constituintes do sangue (sdo de natureza extracelular). Estas incluem a
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atividade de enzimas (endo e exonucleases) que podem levar
a degradac¢do do nanoplexo, a opsonizagao por parte de proteinas do plasma sanguineo
qgue se ligam ao nanoplexo alterando a sua carga, ou de anticorpos do sistema
imunoldgico, que ativam o sistema fagocitario mononuclear (MPS), podendo levar a
eliminacdo do nanoplexo ou a respostas imunes indesejadas como consequéncia da

libertacdo de citocinas.”’
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Figura 6. Visdo geral das barreiras extracelulares e intracelulares para terapia génica ndo viral apés

administrac3o sistémica.(Adaptado: Vermeulen et al.”’)

Ja nos tecidos, @ membrana celular e a membrana dos organelos sdao as principais
barreiras que os nanosistemas tém de enfrentar. A membrana celular é constituida por
uma camada fosfolipidica contendo proteinas. Uma vez que os nanoplexos, muitas vezes
de natureza hidrofilica, ndo se conseguem fundir com a membrana, estes sdo
internalizados pelo processo de endocitose.'% Para os acidos nucleicos atingirem o
compartimento celular desejado (o nucleo para o DNA ou o citosol para o RNA), estes

tém ainda de ultrapassar a membrana endossomal, que constitui uma barreira para a
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libertacdo de carga genética dos nanoplexos endocitados para o citosol.” Apds a
endocitose, os nanoplexos encontram-se em vesiculas endossomais e fisicamente
separados do citosol, dai estes terem de escapar da via endossomal antes que ocorra a
degradacdo nos lisossomas. No citosol, varias outras barreiras devem ser evitadas,
incluindo autofagia e degradacdo citoplasmatica. Apenas algumas nanoparticulas
conseguem escapar a membrana endossomal, pelo que varias estratégias tém sido
exploradas, sendo a mais conhecida a baseada em polimeros catidnicos e chamada
“efeito esponja de protdes”.8”°>101 No caso de entrega de DNA, este tem de ser entregue
no nucleo, pelo que deve ultrapassar uma barreira extra, a membrana nuclear, e ai sofrer

a descompactacdo e poder interagir com o seu alvo.?’
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3. Polimeros de polietilenimina (PEI)

A polietilenimina (PEI) é um polimero catidnico, alifatico e de natureza bdsica. Os
polimeros de PEl sdo carregados positivamente a pH fisiolégico, por possuirem
numerosos grupos amina. A abundancia de grupos amina pode gerar fortes ligacdes de
hidrogénio com compostos organicos contendo grupos funcionais de oxigénio ou
nitrogénio.102-104

Estes polimeros sdo altamente sollUveis em agua, podendo apresentar-se na forma
linear ou ramificada (Figura 7) com pesos moleculares que variam de 700Da a
1000kDa.1%%1% Enquanto o PEI ramificado contém varias aminas primarias, secundarias
e terciarias numa proporcao de 1:2:1, o PEl linear contém maioritariamente aminas
secundarias.1°®1%7 De facto, a estrutura e o peso molecular, sdo os principais fatores que
afetam tanto a atividade bioldgica como a biocompatibilidade dos complexos a base de
PEIL.2® O PEI com baixo peso molecular é frequentemente submetido a conjugacdo com
ligandos biodegraddveis para preservar a condensacao favordvel do acido nucleico e, ao

mesmo tempo promover maior biocompatibilidade.1%¢
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Figura 7. Estrutura quimica do polimero de polietilenimina (PEl): (a)linear; (b)ramificada. (Adaptado: Li et

al.1)

Comparando os dois tipos de PEI, ramificado e linear, o PEl ramificado apresenta
maior capacidade de complexacdo e tamponamento por possuir mais grupos amina

primdrias passiveis de protonac3o.?” Tanto o PEl ramificado de alto peso molecular
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como o de baixo peso molecular sao utilizados como transportadores de acido nucleicos,
sendo que o de alto peso molecular demonstrou maior capacidade para formar
complexos com o DNA compactos e estdveis e assim maior eficiéncia de transfe¢do.%®

O PEl, um sistema de entrega nao viral, apresenta vdrias vantagens como
simplicidade de producdo e capacidade de entregar materiais genéticos de grande
tamanho, sendo considerado um dos mais eficientes entre todos os polimeros. A
complexacdo de acidos nucleicos por parte do PEI pode ser conseguida de forma facil e
reprodutivel. Este polimero apresenta uma excelente capacidade de condensar e
estabilizar dcidos nucleicos, resultando nos chamados poliplexos.1%19 Os poliplexos de
PEI sdo faceis de manusear, estaveis a temperatura ambiente e permitem o
armazenamento a longo prazo por congela¢do, mantendo-se totalmente ativos.!!!

A sua alta eficiéncia de transfecdo torna-o um vetor bem conhecido para aplicacdes
biomédicas, e esta alta eficiéncia de transfecdo é devida a capacidade de
tamponamento de pH por parte do PEl, o chamado efeito “esponja de protdes” (Figura
8). O PEl tem a capacidade de estabelecer poros e defeitos na membrana, criando canais
para o DNA atravessar para o nucleo da célula. A formacdo de poros aumenta a medida
gue a interacdo eletrostatica entre o PEl catidnico e as membranas lipidicas carregadas
negativamente se torna mais forte.'%° Os complexos PEI/DNA s3o geralmente carregados
positivamente e interagem eletrostaticamente com a membrana externa da célula, o que
permite a captura dos poliplexos por parte de um endossoma.’? Apds haver esta
interagdo e posteriormente internalizagao celular do PEI, haverd um influxo de protdes
assim como de ides cloreto pelas ATPases endossomais levando a redugao do pH. O
aumento drastico na forca idnica dentro do endossoma, cuja entrada de protdes é
exacerbada com a protonacdo do PEl (o efeito esponja de protdo, que leva a uma
expansao da rede polimérica por repulsdo de carga), induzird ao inchagco osmatico do
endo-lisossoma e provocara a rutura.?” Desta forma, o PEl tem a capacidade de proteger
o DNA da degradacao enzimatica no citoplasma, uma vez que o DNA sozinho nao

conseguiria ultrapassar esta barreira.'%8
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Figura 8. Hipdtese da esponja de protdes.(Adaptado: Vermeulen et al.®’)Hipdtese descrita em 1997 por

Behr et al..11?

No entanto, a toxicidade do PElI é um aspeto relevante a ter em consideracgdo. Esta
estd sobretudo relacionada com o peso molecular e com a sua estrutura.'*314 Estudos
recentes mostraram que quanto maior o grau de ramificacdo do PEl ramificado, mais
favoravel serd a formacgao de pequenos complexos de transfe¢cdo, melhorando assim a
eficiéncia do processo. O PEl ramificado mostrou também um tamponamento
significativo numa ampla faixa de pH, teve o maior potencial de carga catidnica e
condensou o DNA plasmidico (pbDNA) em comparacdo com o PEl linear.83108

O PEl de alto peso molecular, embora tenha maior eficiéncia de transfecao,
apresenta citotoxicidade significativa em células de mamiferos, devido a sua elevada
carga e nao degradabilidade, o que limita a sua aplicacdo clinica. Esta elevada
citotoxicidade induz a desestabilizacdo da membrana plasmatica e autofagia. Para
superar estes problemas, muitas vezes sao utilizadas estratégias como a modificacdo da
superficie do PEIl, com uma reacao de PEGuilagdo para diminui¢cdo da sua carga positiva.
Esta modificacdo do PEl com cadeias de polietilenoglicol (PEG) pode melhorar a
estabilidade do sistema e prolongar a circulacdo sanguinea. Além disso, o efeito de
repulsao dos segmentos hidrofilicos de PEG também pode camuflar o excesso de carga
positiva, reduzindo assim a toxicidade do material catidnico, fazendo com que o
complexo apresente menor toxicidade e maior eficiéncia de transfec3o.8394110 Qutras

modificagdes quimicas sdo também passiveis de serem efetuadas como acetilagdo,
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carboxilagdo, hidroxilagdo, e modificacdo com oligossacaridos, grupos/moléculas para

direcionamento ou marcadores fluorescentes (Figura 9).1%°
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Figura 9. llustracdo esquematica das modificagGes possiveis do PEl quando incorporado em

nanosistemas. (Adaptado: Li et al.1%)

O PEI de baixo peso molecular, por ser menos toxico, tem sido ativamente explorado
como alternativa. No entanto, apresenta a desvantagem da tendéncia a formar
complexos com DNA menos condensados e estaveis devido ao pequeno tamanho da
cadeia polimérica, geralmente resultando numa eficiéncia de transfecdo insatisfatoria.
Uma solucdo vidvel para este dilema seria expandir reversivelmente o tamanho do PEl
de baixo peso molecular, reticulando-o com ligacdes clivaveis, no entanto, é dificil gerir

esta reticulacdo de uma forma controlada. °**10

3.1. Aplicacdes do PEI

A aplicacdo do PEI como reagente de transfecao celular foi relatada pela primeira vez
em 1995 por Boussif et al., onde demonstraram que o PEl era capaz de transferir DNA
para o cérebro de ratos recém-nascidos, dando assim a primeira evidéncia para a
aplicacdo in vivo do polimero.!'®> Desde entdo, tornou-se o segundo sistema de entrega

ndo viral utilizado para transferir acidos nucleicos para as células. Varios estudos,
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utilizando diferentes tipos de PEl, mostraram uma eficiéncia relativamente alta na
expressdo génica em comparacdo com outros sistemas de entrega poliméricos.’>11®

O PEI é um polimero com capacidade de se ligar ou interagir com nanomateriais,
funcionalizando a sua superficie com o objetivo de melhorar a eficiéncia de transfegao
do sistema de entrega. Este € amplamente utilizado para funcionalizar nanomateriais
como CDs ou nanoparticulas magnéticas sendo muito eficiente a nivel de internalizacao
celular.193117 Qg sistemas baseadaos em PEl para entrega de acidos nucleicos tém um
potencial promissor, em particular nas dreas de oncologia, vacinacdo e doencas
pulmonares.1° Meher et al. funcionalizaram pontos de carbono de heparina com o PEI
para facilitar o carregamento de um farmaco anticancerigeno e conseguir administra-lo
de forma mais eficiente.!*® Manzoor et al. funcionalizaram nanotubos de carbono de
parede simples (single wall carbon nanotubes, SWCNTs) com PEl e amido para fabricar
um sensor para detec3o reversivel de CO, em determinadas condi¢cbes ambientais.*t®

O PEl tem sido utilizado para criar modelos/condicdes de doengas humanas em
células. Li et al. utilizaram a transfecao com PEI para introduzir muta¢des em células e
estudar o efeito dessas mutac¢des na funcdo celular.??° Também tem sido utilizado para
estudar a funcdo de proteinas nas células. Zhang et al. usaram a transfecdo de células
com PEI para expressar proteinas fluorescentes e visualizar a localizacao e a dindmica
das proteinas dentro da célula.'?!

Relativamente aos CDs, os quais apresentam propriedades fluorescentes, a sua
modificacdo/funcionalizacdo 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 PEl ndo so gera muitos pontos de interacao,

mas também confere aos CDs uma boa estabilidade coloidal.102103,117

Pagina | 22



4. Pontos de carbono (Carbon Dots)

A nanomedicina é uma area de investigacdao em rdpido crescimento que visa aplicar
nanoparticulas na medicina para o tratamento ou diagndstico de doengas.'?>71%> Em
2004, Xu et al. descobriram nanoparticulas de carbono com dimensdes inferiores a
18nm.%%% Estas exibiam propriedades de fluorescéncia fascinantes dependendo do
tamanho e apresentavam capacidade de funcionalizacdo da superficie. 12’-12° Em 2006,
Sun et al. sintetizaram essas nanoparticulas de carbono fluorescente estdveis e com
cerca de 5nm de didmetro a partir de p6 de grafite, utilizando a técnica de ablacdo a
laser, denominando-os pela primeira vez de “Carbon Dots” (CDs), que em portugués se
traduz para “pontos de carbono”.'3® Apds esta descoberta, houve uma extensa
investigacdo em torno das propriedades dos CDs e da sua conjugacdo a polimeros, com
a finalidade de perceber melhor as suas aplica¢Oes. Li et al. realizaram a sintese e
purificacdo de CDs, verificando-se que a fotoluminescéncia exibida era dependente do
tamanho.’3! Com este conhecimento, os CDs foram sintetizados através de diferentes
métodos com o objetivo de produzir CDs com niveis de fotoluminescéncia adequados a
cada finalidade. Zhu et al., em 2013, prepararam CDs altamente fotoluminescentes com
um rendimento quantico de até 80% pelo método hidrotérmico utilizando, como
precursores, acido citrico e etilenodiamina (EDA).132 Desde ent3o, varias estratégias e
tecnologias foram desenvolvidas para sintetizar CDs com melhor rendimento
quantico.1?®

Embora a estrutura quimica dos CDs ndo seja ainda exatamente clara, sabe-se que
pode depender dos precursores usados e, das condi¢cdes de rea¢do.'3* Os CDs podem
apresentar carga positiva, negativa ou neutra por possuirem diferentes grupos
funcionais a superficie.!3* Adicionalmente, podem ser funcionalizados através de
ligacOes covalentes, pontes de hidrogénio e intera¢des eletrostaticas, adquirindo novas
propriedades.'”/128

Os CDs podem ter 4tomos de carbono com hibridac¢do sp? ou sp® e podem apresentar
estrutura cristalina ou amorfa. Assim, com base nas suas carateristicas e mecanismo de
formacao, sdo principalmente classificados como pontos quanticos de carbono (carbon

quantum dots, CQDs), pontos quanticos de grafeno (graphene nanodots, GQDs) e
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nanopontos de carbono (carbon nanodots, CNDs) (Figura 10). Os CQDs tém estrutura
cristalina de carbono sp?/ sp3 e sdo, geralmente, nanoparticulas esféricas. Os GQDs sdo
caraterizados por apresentarem estruturas de carbono sp?, sendo descritos como
nanoparticulas constituidas por uma ou mais camadas de grafeno (inferior a 5 camadas)
com grupos funcionais a superficie, e com um diametro inferior a 100nm, exibindo
propriedades elétricas e oticas interessantes. Os CNDs, por seu lado, possuem nucleos

amorfos (n3o organizados), apresentando dimensdes abaixo dos 10nm.124133,135>-137

Pontos quanticos de grafeno (GQDs)

Montagem, : £
polimerizagéo,
7y 7
«Carbon Dots” Pontos quénticos de carbono (CQDs) R — Mols6ulss peguenas J
(CDs) ligacéo cruzada, e =
carbonizagao A\ Q7
<7 RRY \Q\“‘ et
Az -
— ou W 24 o8 —_— =Y
# & - ;"/;"” -
LA .
oz . i
= Polimeros Biomassa

Nanopontos de carbono (CNDs)

Figura 10. Classificacdo dos CDs e suas principais abordagens de sintese.(Adaptado: Liu et al.??)

Os pontos de carbono sao, pois, constituidos por um nudcleo e uma camada mais
superficial, a qual pode ser composta por grupos funcionais como acido carboxilico, éter,
carbonilo, epdxi, amina e hidroxilo, dependendo do método de sintese, proporcionando-
Ihes uma alta hidrofilicidade e a facilidade de funcionalizagdo com diversas espécies
inorganicas, organicas, poliméricas ou bioldgicas.128129 £ esta funcionalizagdo superficial
(Figura 11) que permite o aperfeicoamento das suas propriedades fisico-quimicas como
a dispersibilidade em solventes diferenciados, a fotoestabilidade, a area superficial, a
condutividade, a atividade catalitica e as propriedades oticas, incluindo

fluorescéncia.102:104,123,138
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Figura 11. Visdo geral das interacGes moleculares usadas para exploragdo de pontos de carbono e as

suas aplicacdes.(Adaptado: Arcudi et al.**)

4.1. Sintese de CDs
4.1.1. Métodos

Os métodos de sintese dos CDs, dependendo da fonte de utilizagdo de carbono
utilizada, podem ser divididos em dois tipos: “top-down” e “bottom-up” (Figura

12).127,129
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Figura 12. Métodos de sintese de CDs.(Adaptado: Sharma et al.*?)
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O método top-down refere-se a quebra de estruturas maiores de carbono, como a
grafite, para obter estruturas menores de carbono com dimensdes inferiores a 10nm.
Este pode ser realizado através da oxidac¢do quimica?’, sintese eletroquimica’*!, ablacdo

142 e ultrassons!#3. No entanto, esta técnica exige o uso de equipamentos caros,

a laser
condicGes de reacBes adversas (por exemplo, elevada acidez, energia e tempo de reacdo)
que sdo relativamente dificeis de controlar.127,144-147

O método bottom-up, refere-se a sintese de CDs a partir de precursores moleculares
apropriados (normalmente, pequenas moléculas organicas) sob condicdes especificas,
tais como oxidacdo eletroquimica/quimical®, tratamento hidrotérmico'#®, irradiacdo de
micro-ondas!®®, tratamento ultrassénico’® e técnicas de decomposi¢cdo térmica/
pirdlise/carbonizacdo. Este é o método mais vantajoso em relagdo ao anterior uma vez
gue permite obter CDs com uma composicao quimica mais homogénea e com menos
defeitos.127'145'147

Dentro dos métodos bottom-up, a sintese hidrotérmica é um método
ecologicamente correto, de baixo custo, ndo téxico e de facil operacdo. Este processo de
preparacdo de CDs ocorre numa Unica etapa, com diversas op¢des de materiais
precursores como fonte de carbono, nomeadamente, acidos (ascorbico e citrico),
produtos de origem animal (leite de vaca, albumina bovina sérica e albumina do ovo),
guitosano, sementes de café, sumo de laranja, banana, mel, leite de soja, celulose, cinza
de papel, entre outros. Estes precursores organicos reagem num reator hidrotérmico
selado, a elevadas temperaturas. Esta sintese apresenta rendimentos baixos e tempos
de reacdo elevados. No entanto, é muito utilizada devido a facilidade e vertente

ecoldgica (ecofriendly).1?>14
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Tabela 1. Métodos adicionais para a preparac¢do de CDs, 125145151

Métodos Principio Vantagens
Micro-ondas | Transformacdo de energia eletromagnética em Econdmico
energia térmica quando a solucdo é colocada Simples
sob micro-ondas. Rapido
Pirdlise Os materiais sdo submetidos a condig¢Ges de Operagao
temperatura e pressao controladas, acima do simplificada
seu ponto de fusdo e na auséncia de oxigénio. Abordagem sem
As propriedades 6ticas destes CDs obtidos por solventes
este método sdo ajustadas em funcdo da Maior tolerancia
temperatura da reacao, duracdo da reacao e ao precursor
pH. Menor tempo de
reacao
Baixo custo
Ultrassons Utilizacdo de ultrassons que promovem a Baixa
guebra de ligagdes quimicas para produzir temperatura

Aquecimento

simples

Sintese

quimica

Ablacao a

laser

CDs.

Aqguecimento dos materiais precursores a
elevadas temperaturas para promocao da
formacao de CDs por cristalizagao.

Utilizacdo de diversos reagentes quimicos
como acidos e bases que sao utilizados como
agentes redutores.

Um feixe de luz de alta intensidade incide
sobre o material precursor promovendo a sua
fragmentag¢do em pequenas partes a serem

utilizadas na sintese dos CDs.

Ecologicamente
correta
Simples

Baixo custo

Capacidade de
catalisar as
reagoes
Ecologicamente
correta

Eficiente

Sem necessidade
de produtos

qguimicos
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A sintese de CDs com recursos aos métodos acima mencionados requer a utilizacdo
de técnicas de separagao e purificagdo como cromatografia, didlise e eletroforese em

gel 145

4.1.2. Precursores

A composicdo e estrutura dos CDs variam em fun¢do dos precursores utilizados e das
condi¢des de sintese. 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 disponiveis e
baratos, sendo a sele¢cdo do precursor baseada na aplicacdo pretendida. Isto afeta a
variacdo de heteroatomos e grupos funcionais que influenciardo as propriedades oticas
e elétricas dos CDs, 124134151

Os CDs podem ser sintetizados utilizando biomoléculas, biopolimeros e plantas como
precursores. Os aminodcidos e proteinas sdo os precursores mais utilizados por
possuirem grupos amina (-NH;) e grupos funcionais carboxilico (-COOH), e ainda serem
abundantes, de baixo preco, com boa solubilidade e biocompatibilidade.'>>>2 De igual
forma, glicose, acidos nucleicos, acido fdélico, glutationa e outras vitaminas sao
amplamente utilizadas como precursor de CDs devido a sua elevada solubilidade em
dgua, baixo custo e n3o toxicidade.'>3

Considerando uma vertente de aproveitamento de biomassa, a sintese de CDs pode
recorrer a diversos materiais como a biomassa derivada de vegetais, fruta ou de diversas
partes das plantas.1>%1>%155 Estes tipos de precursores sdo ecologicamente sustentdveis
e de baixo custo evitando outros componentes no processo de sintese. Estes precursores
vegetais sdo ricos em biomoléculas, metais, ndo metais e grupos funcionais, fazendo
com que os CDs formados possam apresentar propriedades interessantes, como ser nao
toxicos, biocompativeis e altamente luminescentes.*>! Muitas plantas tém servido como
precursoras de CDs com diferentes tamanhos e comprimentos de onda de emissdo. Por
exemplo, CDs de diferentes plantas exibem propriedades de superficie e morfologia

muito diferentes devido as suas diferentes composic3o e concentracdo quimicas.'>®
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4.1.2.1. Acido ascérbico como percursor
O 4cido ascorbico (Figura 13), também conhecido como vitamina C, é uma vitamina
hidrossoluvel, abundante em frutas e vegetais e com um papel importante em processos
metabdlicos complexos como oxidac¢do e reducdo.>®
Esta molécula organica encontra-se entre os precursores mais utilizados como fonte
de carbono na sintese de CDs por ser uma fonte barata e por potenciar a sua futura
aplicagdo clinica. O acido ascérbico torna-se um precursor interessante uma vez que o0s
grupos quimicos presentes nesta molécula, nomeadamente, os que contém oxigénio,

podem resultar em CDs com propriedades Unicas como a fotoestabilidade.'3®

157

Figura 13. Representagdo da estrutura quimica do acido ascoérbico.

4.2. Propriedades dos CDs

Os CDs apresentam propriedades que dependem do método de sintese, do tipo de
precursor e das condi¢des experimentais utilizadas.>>*>8 Nestas propriedades incluem-
se as referidas na Figura 14. Estas propriedades fornecem vantagens quando comparados
com outros materiais fluorescentes, como moléculas organicas, nanoparticulas

metélicas e pontos quanticos semicondutores (quantum dots).102127,128,147,158,159
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Propriedades dticas Baixa toxicidade

Quimicamente inerte Biocompatibilidade

Propriedades
CDs

Baixa fotodegradacdo Dispersiveis em agua

Facil funcionalizacdo Tamanho variavel

Estabilidade quimica Fotoluminescéncia

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 sdo dispersiveis em
agua e mais estaveis, dependendo dos grupos funcionais que irdo apresentar na sua
superficie. 137,160

Os espetros de emissdo de CDs tém uma faixa de comprimentos de onda de 330nm
a 475nm, mas como estes sdo altamente fluorescentes, esta pode ainda ser observada
na zona do verde a amarelo (< 550nm-580nm).137:160

Na sequéncia de varias sinteses de CDs, Ding et al. %' descobriram que poderiam
sintonizar a fotoluminescéncia da regido do ultravioleta do espetro de luz até a regiao
do infravermelho em varios solventes, utilizando sempre o mesmo comprimento de
onda de excitacdo. Lu et al. afirmaram que ao diminuir a temperatura da reagdo de
sintese havia uma mudanca observada na emiss3o de seus CDs da regido UV para IR.162

Estes pontos de carbono ndo sdo facilmente fotobranqueados, ao contrario de alguns
corantes e proteinas fluorescentes. Eles mantém a capacidade de emitir luz de forma
eficiente mesmo quando excitados por um laser durante um periodo prolongado. Uma
vez que sdo, normalmente, sintetizados a elevadas temperaturas, sdo estaveis em
condicOes ambientais normais e tém a capacidade de suportar valores de pH extremos
e elevada forga idnica, podendo ser armazenados por um longo periodo preservando as
suas propriedades.6?

Outra propriedade também muito importante é a biocompatibilidade. O facto de
evidenciarem uma “baixa toxicidade” em diferentes estudos, é muito importante para

aplicacbes bioldgicas. No entanto, deve ter-se em atencdo que a “baixa citotoxicidade”
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€ um termo vago e que estes sdao relatados como tendo uma toxicidade nao
negligencidvel, visto que acima de uma concentra¢do ideal, os CDs levardo ao
comprometimento da integridade da membrana celular, levando a morte
celular.129163164 s CDs podem ser funcionalizados através de liga¢des covalentes
tornando-os nanomateriais com baixa citotoxicidade e alta estabilidade. Diferentes
grupos funcionais na superficie, resultam em CDs com diferentes cargas e com
capacidade distinta de serem funcionalizados com moléculas organicas ou
inorganicas.®®%> Algumas das moléculas comumente utilizadas para funcionalizar os CDs
s3o o polietilenoglicol (PEG) e a polietileneimina (PEl).1?°

Quanto a eletroquimica, os CDs podem desempenhar um papel como aceitadores e
dadores de eletrdes, participando em reacgdes redox. A presenca de uma maior
guantidade de grupos funcionais nos CDs pode levar a uma transferéncia de eletrdes

mais lenta.1%4

4.3. Caraterizagao dos CDs

Existem varias técnicas que permitem caraterizar os CDs sintetizados com a
finalidade de escolher CDs com propriedades pertinentes de acordo com as aplicaces
necessarias. Para isso, varios parametros sao estudados e ajustados como tamanho,
grupos funcionais, estrutura, composicdo elementar, fluorescéncia e muitas outras
propriedades fisicas e quimicas.*>!

A espetroscopia de UV-Vis é uma técnica que permite medir a absorcdo de radiacdo
eletromagnética na regido UV-Vis e, assim, aferir sobre as propriedades dticas dos CDs.
Os CDs apresentam excelente absor¢do na faixa de 280—-380 nm, emitindo fluorencéncia
com um desvio de Stokes muito pequeno (alguns nandmetros). Os espectros de UV-vis
normalmente apresentam duas bandas de absor¢do, uma para a transi¢cao n-nt* de anéis
aromaticos sp? e outra para a transi¢do n-t* de varios grupos funcionais de superficie,
como grupos carbonilo, hidroxilo, éster e carboxilo. 131163166 No entanto, o espetro de
absorcdo varia em funcdo do método de sintese utilizado e da natureza dos grupos de
superficies presentes.63

A espetroscopia de fotoluminescéncia (PL) é outra técnica comum que também
permite medir as propriedades dticas dos CDs. Para obter os espetros de emissdo, é
importante ter um espetro de absorcao obtido através do UV-vis, sendo os espetros de
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emissao dependentes dos comprimentos de onda de excitagao utilizado. Alteragdes do
comprimento de onda de excitag¢ao resulta numa mudanga no comprimento de onda do
pico de emissdo, com um desvio de Stokes carateristico de alguns nanédmetros.162:164
Além disso, varios outros fatores, como tamanho de particula, formato, estrutura interna
e composicdo também desempenham um papel importante nas propriedades de
fotoluminescéncia dos CDs.1°1/166

Estas duas técnicas espetroscépicas, UV-Vis e PL, podem ser usadas juntas para
determinar o rendimento quéantico dos pontos de carbono. Este rendimento quéntico
(quantum yield (QY)) é determinado por comparag¢ao com a do sulfato de quinina, um
rendimento quantico conhecido e utilizado como referéncia.'®’

A espetroscopia de radiacdo Infravermelha com transformada de Fourier (FTIR) é
outra técnica utilizada para caraterizacdo dos CDs. Consiste numa analise qualitativa que
se baseia na medicdo da absor¢do/transmitancia de radiacdo eletromagnética com
comprimentos de onda na regido do infravermelho (4000—400 c¢cm).1%6 Os picos de
absorcao correspondem a frequéncias de vibracdo das ligagcdes entre os atomos que
compdem a amostra, Util para a identificacdo dos grupos funcionais presentes na
superficie dos CDs, e a intensidade dos sinais é um indicador direto da concentra¢do dos
compostos presentes.'>1¢ Uma vez que a sintese dos CDs é realizada com uma oxidacdo
parcial do precursor de carbono, os grupos apresentados a superficie dos CDs sao
maioritariamente identificados como grupos carboxilo, ou acido carboxilico, grupos
hidroxilo e éter/epdxi.163167

A espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma ferramenta de
analise estrutural, podendo dar informacdo sobre o tipo de hibridacdo presente nos
atomos de carbono constituintes dos CDs.631% O RMN possibilita a identificacdo com
precisdo dos grupos funcionais de superficie e fornece informacdo quanto a natureza da
sua ligacdo a superficie da particula.®”

A Microscopia Eletrénica de Transmissao (transmission electron microscopy (TEM)) é
uma técnica de microscopia na qual um feixe de eletrGes passa através de um material
ultrafino e interage com a amostra formando uma imagem a partir dos eletrdes
transmitidos.*! Esta técnica fornece informacdes sobre o tamanho real das particulas,

distribuicdo de tamanho e morfologia das amostras.'®’
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O espalhamento dinamico de luz (DLS) é uma tecnologia robusta para caraterizar o
tamanho hidrodinamico das particulas e a distribuicdo do tamanho na amostra através
do indice de polidispersdo (Pdl).1®® Este baseia-se no movimento browniano das
particulas em solugdo e calcula o tamanho hidrodinamico de cada particula através da
incidéncia de um feixe de luz monocromatico e detecdo da luz dispersa pelas
particulas.'®?

Para uma melhor compreensao das propriedades fundamentais dos CDs, podem ser
usadas outras técnicas analiticas, como as técnicas eletroforéticas. Estas permitem
separar particulas dispersas num solvente com base no tamanho, forma e ionizacao da
superficie das nanoparticulas, de acordo com os seus comportamentos de migracdo no
gel sob influéncia de um campo elétrico.'”1’0 0 método de centrifugacdo em gradiente

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

nanoparticulas com base no seu tamanho, forma ou densidade.®’

4.4. Aplicagcdes dos CDs

Desde a descoberta dos CDs, as suas propriedades Unicas tém sido extensivamente
estudadas para serem aplicadas em diversos campos cientificos, como a fotoquimica,
eletroquimica, nanomedicina e na quimica verde.33

Na nanomedicina, sdo varias as aplicacdes biomédicas descritas (Figura 15). Os CDs
podem ser utilizados no diagndstico e monitorizacdo de doencas, como agentes de
contraste de bioimagem e integrados em biossensores, ou na entrega de farmacos e de

genes para o tratamento de doencas e cicatrizacdo de feridas.4’
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Figura 15. Aplicacdes bioldgicas dos CDs. (Adaptado: Yuan et al.'’!)

A bioimagem é a aplicacdo em que os CDs atuam como agentes de contraste devido
a sua capacidade de penetrar nas células vivas, e fornecer sinais fluorescentes nitidos.
Isto permite visualizar células e compartimentos celulares e assim compreender melhor
as estruturas e fungdes fisioldgicas in vivo e in vitro.*3”:14> Os CDs tém sido utilizados para
rastreamento de células e detecdo de biomoléculas, como proteinas e &acidos
nucleicos.?8133 A imagem com contraste 6tico entre a zona de interesse marcada e a
regido circundante permite a detecdao precoce, triagem e diagndstico de doencas
potencialmente fatais como o cancro, por exemplo, neste caso possibilitando obter
informacdes sobre o tipo, tamanho e localizacdo dos tumores em humanos.37/172173

A aptiddo de emissdao de fluorescéncia dos CDs na zona do infravermelho é de
particular destaque porque a luz nesta regido do espetro tem capacidade de penetragao
mais profunda nos tecidos e os sistemas bioldgicos que sdo permedveis para esses
comprimentos de onda.1#>163

Outra das grandes aplicacdes é na entrega de farmacos ou genes atuando como
sistemas de entrega para o tratamento de diversos tipos de doencas ou para a
regeneracao de tecidos. O objetivo de atingir o local alvo é desafiador devido as barreiras
bioldgicas existentes no percurso. No entanto, a capacidade de funcionaliza¢do dos CDs
facilita esta tarefa havendo a possibilidade de criar sistemas otimizados. Curiosamente,

foi descrito que os CDs tém a capacidade de atravessar uma das barreiras biolégicas mais

Pagina | 34



dificeis, a barreira hematoencefalica (BHE), necessaria a ser ultrapassada no tratamento
de vdrias doencas e disturbios cerebrais. Os CDs, devido ao seu reduzido tamanho,
conseguem penetrar através de difusdo passiva e, para além de conseguirem alcancar
tecidos profundos onde os farmacos ndao conseguiriam normalmente chegar, ha a
possibilidade de serem rastreados devido as suas propriedades dticas Unicas, criando
imagens do ambiente bioldgico/celular,117:133,162,173,174

Relativamente a regeneracao de tecidos, os CDs podem ser utilizados no estudo da
regeneracao de tecido dsseo. Segundo Shao et al.1”>, sintetizaram CDs partindo de acido
citrico, para marcagdo e rastreamento de células estaminais de medula éssea de rato.
Neste estudo constataram que os CDs ndo apresentaram elevada citotoxicidade.

Os CDs podem ser utilizados para a detecdo de varios parametros, como por
exemplo: a temperatura, através da alteracdo da sua intensidade de fluorescéncia, sendo
util para monitorizagao de processos metabdlicos em células vivas; o pH, podendo ser
utilizados em aplicacGes bioldgicas e ambientais para a monitorizacdo de processos
bioldgicos intracelulares e controlo da qualidade de alimentos e bebidas; iGes metadlicos,
como o ferro ou o cobre, podendo os CDs serem modificados para se ligarem
seletivamente a i0es especificos, usados na monitorizacdo eletroquimica em
dispositivos médicos; biomoléculas como glicose, sendo os CDs funcionalizados com
sondas especificas para a sua detecdo, o que é utilizado no diagndstico médico e controle
de qualidade dos alimentos; gases téxicos, podendo os CDs serem modificados para
reagir com gases especificos, o que é util em aplicacbes de seguranca industrial,
monitorizacdo ambiental e diagndstico médico.14>160,162,163,172

Os CDs tém potencial para o controlo de qualidade, como por exemplo na detecdo
de bactérias, tornando as abordagens usadas altamente sensiveis, especificas e rapidas.
Eles podem ser modificados com um anticorpo especifico e fornecer uma analise
qualitativa e quantitativa do alvo na amostra.'®?> Também podem ser utilizados para
interagirem, com sucesso, com diferentes virus e retardar a infe¢do.1% Certos produtos
guimicos também podem ser detetados e quantificados para fins de monitorizacdo de
aguas.l’?

Uma outra aplicacdo dos CDs pode ser a sua utilizacdo como fotocatalisadores. Estes

fotocatalisadores baseados em CDs podem ser estimulados pela luz solar para
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impulsionar, de forma eficiente, as rea¢des quimicas necessdrias para promover a
degradacdo de corantes organicos nocivos e poluentes. 162163

As sondas sdo outras das aplicacdes dos CDs, podendo ser utilizados na seguranca
alimentar, para determinar varios tipos de contaminantes, como pesticidas,
medicamentos veterinarios, bactérias e aditivos proibidos.*?3 Como sensores, permitem
identificar e medir concentragdes de analitos com base em propriedades como
fotoluminescéncia e condutividade elétrica.'?3'%2 Ao interagir com os analitos, levam a
alteracdes da sua intensidade de fluorescéncia ou comprimento de onda de emissao, o
que pode, em Uultima analise, ser Util no ambiente clinico para diagnosticar niveis

anormais de parametros bioquimicos.162173
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5. Nano hibridos a base de pontos de carbono e PEl

Tém sido descritos na literatura varios estudos com CDs e o polimero PElI com o
objetivo de detetar compostos especificos. Zeng et al.1%? 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 anticancerigeno. Também Sen
et al. complexaram o PEl e os CDs para sintetizar um nanomaterial fluorescente, para a
detecdo do 2,4,6-trinitrotolueno (TNT), um composto toxico e mutagénico perigoso, e
prejudicial a saide humana, a vida selvagem e ao meio ambiente.'®® Ren et al. relatam
um método eficiente para a detecdo de nitrito em vegetais e agua utilizando CDs
revestidos com PEI.1>°

Outras investigacdes foram realizadas com a finalidade de avaliar a entrega de genes
através de um nanosistema CDs/PEl. Em 2012, Liu et al. relataram um nanosistema
hibrido baseado em CDs sintetizados através da pirdlise assistida por micro-ondas, tendo
como precursor a glicose, e posteriormente funcionalizado com o PEl. O objetivo foi
avaliar a eficdcia de transfecdo de DNA do nanosistema em células renais de macaco
(COS-7) e células do carcinoma hepatocelular humano (HepG2).193 Ja Thakur et al.l’¢,
sintetizaram CDs fluorescentes hibridos com quitosano-PEI 25 kDa (CP25-CDs) e
quitosano-PEl 2 kDa (CP2-CDs) para entrega direcionada de pDNA e miRNA em células
de adenocarcinoma pulmonar (A549) e carcinoma mamario humano (MDA-MB-231).

Bu et al., sintetizaram CDs com acido ascérbico utilizando o método de pirdlise
assistida por micro-ondas e funcionalizaram-nos com PEl. A finalidade deste
nanosistema era transportar o miR-2861 para células estaminais mesenquimais da
medula dssea (BMSCs) e ai promover a diferenciacdo osteogénica. Os resultados
indicaram o sucesso da transfecdo deste nanoplexo e a sua baixa citotoxicidade.'”’

Kong et al., desenvolveram um sistema baseado nos CDs modificados com o
aptamero de DNA AS1411 com PEl direcionado para células cancerigenas com expressao
elevada de nucleolina. Os resultados mostraram que o nanossistema CDs-PEI-AS1411
possuia maior eficiéncia de internalizacdo em células de adenocarcinoma de mama
humano (MCF-7) do que em fibroblastos de ratos (L929). Para células cancerigenas MCF-

7, a alta afinidade entre o0 AS1411 e o recetor de nucleolina relevante levou a libertacdao
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do aptamero, e a carga superficial do nanossistema aumentou ao mesmo tempo,

resultando em maior internaliza¢do celular.t’
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6. Objetivos gerais da Tese

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

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

potenciais aplicacdes na estimulacdo da regeneracdo dssea. Para isso, foi desenvolvido

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

concebido como um sistema nao viral de entrega de genes.

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

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

2 (proteina morfogénica dssea 2). Com este sistema, o objetivo foi garantir o transporte

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

BMP-2 é promover a inducdo de fatores de transcricdo e a expressdao de genes de

diferenciacdo osteogénica precoce e tardia.

Assim, os objetivos especificos do estudo foram os seguintes:

Amplificar em bactérias e purificar o DNA plasmidico codificante dos genes
a entregar nas células;

Sintetizar os CDs pelo método hidrotérmico, utilizando o acido ascérbico
como precursor; ainda, caraterizar os CDs obtidos por técnicas fisico-
guimicas adequadas;

Preparar e caraterizar os nanossistemas CDs/PEl (nanoplexos), para isso
usando diferentes razdes CDs:PEI (1CDs/1PEI (mix1), 1CDs/2PEl (mix2) e
1CDs/4PEI (mix4));

Avaliar a compactacdao do pDNA e a neutralizacdo da carga alcancada apds
interacdo com os nanoplexos (obtencdo de poliplexos);

Avaliar a citotoxicidade dos nanoplexos CDs/PEI e poliplexos
CDs/PEI/pDNA;

Otimizar a transfecdo levada a cabo pelos poliplexos in vitro em células HEK
293T (células de rim embrionario humano) utilizando um pDNA codificante
dos genes repdrteres proteina verde fluorescente (EGFP) e luciferase

(pEGFPLuc);
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e Utilizar o nanosistema CDs/PEl como sistema de entrega de genes para
transfecdo em hMSCs com pDNA codificante de BMP-2 e avaliar, qualitativa

e quantitativamente, os parametros de diferencia¢cdo osteogénica.
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CAPITULO Il — Seccdo experimental
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1. Amplificacdo, extracdo e quantificacdo de pDNA| Sintese de
CDs e preparacao de nanoplexos| Estudos de caraterizacdo
e compactacao do pDNA

Existem varios métodos de sintese para obter CDs. Neste trabalho, a abordagem
sintética para a prepara¢do de CDs serd pelo método hidrotérmico (sob pressao e
temperaturas elevadas), utilizando o acido ascérbico como percursor e a 4gua como
solvente.

Para caraterizar os CDs sintetizados assim como o seu precursor e 0os nanoplexos
(CDs/PEl), foram utilizadas varias técnicas como: Espalhamento dinamico da
luz/Espalhamento eletroforético da luz (DLS/ELS), Espectroscopia de radiagdo
Infravermelha com transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia de Ressonancia

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

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 proteina verde fluorescente e
luciferase (e resisténcia a canamicina) e o pcDNA3.1/Hist©/hBMP2 vector/plasmid (8.5
kb, pBMP-2) (gentilmente doado pelo Prof. Yasuhiko Tabata, Universidade de Kyoto,
Japao) que codifica o gene da BMP-2 (e resisténcia a ampicilina). As bactérias foram
cultivadas em meio Luria-Bertani (LB broth).

Nesta primeira parte experimental, foi utilizado acido ascdrbico (pureza=99%)
adquirido da TCI Chemicals, membrana de didlise de éster de celulose (MWCO 100-
500Da) adquirida da Spectrumlabs, agua ultrapura purificada pelo sistema de
purificacao Millipore MilliQ com resistividade superior a 18.2 MQ cm, kit de extracao de
pDNA PureLink™ HiPure Plasmid Miniprep, PBS (constituido por 1,37M de NaCl, 27mM
KCl, 100mM Na;HPO4 e 18mM KH2PO4 fornecidos pela Thermo Fisher Scientific), tampao
Tris-EDTA  (TE), tampdo Tris-Acetato-EDTA (TAE), dimetilsulféxido (DMSO),
Polietilenimina (PEI) ramificado de 25kDa (Sigma), agarose RA ™ (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, espetrofotémetro
NanoDrop One Microvolume (ThermoScientific), Shaker Heidolph Unimax 1010,
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments), Sistema de liofilizacdo Labconco Freeze Zone
4.5L, Espetofotdmetro de Fourier transformada de infravermelho acoplado com um
sistema de refletancia total atenuada (ATR) da PerkinElmer. Espetrofotometro de
fluorescéncia (LS55) da Perkin-Elmer, espetrofotémetro UV-Vis (Lambda 25) da Perkin-
Elmer, 400 MHz NMR (UltraShield™ 400 Plus ULTRA LONG HOLD) da Bruker, Nuaire H
Autoflow CO; 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 0 Azure 400 Gel documentation da Azure Biosystems.

1.2.  Amplificacao, extracao e quantificacao de pDNA
A primeira etapa deste trabalho experimental correspondeu a obtencdo de pDNA

para posterior transfecao. Para isso, dois pDNA, o pEGFPLuc e o pBMP2, foram extraidos
separadamente, seguindo o mesmo procedimento. As bactérias Escherichia coli (E. Coli)
transformadas, foram inoculadas a 37°C, em meio LB-agar e antibidtico (100 pg/mL
canamicina e 50 pg/mL ampicilina, para pEGFPLuc e pBMP2, respetivamente). Apds 24h,
as coldnias de bactérias foram selecionadas e colocadas durante 18h a crescer em meio
LB, a 37°C, 150 rpm. Posteriormente o pDNA foi extraido e purificado utilizando um kit
de purificagcdo Pure Link HiPure, seguindo o procedimento recomendado pelo
fornecedor. A concentracdo e a pureza dos pDNA extraidos foram determinadas com o

espetrofotdmetro Nanodrop (NanoDrop One Microvolume UV-Vis).

1.3. Sintese de CDs
A sintese dos CDs foi realizada através do método hidrotérmico com o acido

ascorbico como precursor de acordo com Martins et al.*38. Dissolveu-se 500mg de acido
ascorbico em 10mL de dgua ultrapura. Esta solucdo incolor foi colocada num reator de
aco inoxiddvel de Teflon num banho de 6leo a 200°C durante 5h (Figura 16). Apds as 5h,
o reator arrefeceu a temperatura ambiente. Posteriormente, a solucdo castanha com
odor carateristico a caramelo contendo CDs foi centrifugada (45000xg, 30min) e o

sobrenadante obtido foi depois submetido a didlise com uma membrana de 100-500Da,
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durante 4 dias para remover pequenas moléculas fluorescentes livres geradas durante o
processo de sintese. Por ultimo, a solugdo resultante da didlise foi novamente
centrifugada (45000xg, 30min) para isolar as particulas insoluveis da solucdo de CDs.
Finalmente, a solucdao obtida foi liofilizada durante 72h e armazenada a 4°C para

posterior caraterizagao.

/Ef - -
A" — = — >
A = TP N = T
" 45000x g, 22°C, 4 Membrana de E b oy
30minutos dialise de
200°C, 5 horas 100-500Da, 4 dias

- Carbon dots Liofilizar, 72horas
Armazenar no frio a liofilizados

Figura 16. Resumo esquematico da sintese dos CDs.

1.4. Preparacao dos nanoplexos CDs/PEl
Uma solucdo de PEI (8mg/mL em &gua ultrapura filtrada) foi mantida em banho-

maria a 40°C durante 24h. Apds este tempo, misturou-se a solucdo de PEl com uma
solucdo de CDs (2mg/mL em agua ultrapura filtrada), a diferentes razdes de massa
1CDs/1PEl (mix1), 1CDs/2PElI (mix2) e 1CDs/4PEl (mix4), e deixou-se sob agitacdo a
temperatura ambiente (22°C) durante 5h. Posto isto, as solu¢des dos nanoplexos CDs/PEl
foram liofilizadas durante 72h e de seguida armazenadas a 4°C para posteriores testes

de caraterizacao.
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1.5. Caraterizacao

1.5.1. Espetroscopia de Ressonancia Magnética nuclear (RMN)
Para analisar o produto de partida dos CDs (acido ascérbico) e o produto final (CDs),

foram adquiridos espetros de RMN (*H e *3C), utilizando um equipamento de RMN de
400MHz (UltraShield 400 plus ULTRA LONG HOLD) da Bruker. Cerca de 20mg de amostra
foram dissolvidas em 500uL de DMSO-d6 e foram obtidos um espetro de *3C e um de 'H

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

1.5.2. Espetroscopia de radiacdo Infravermelha com transformada de Fourier
(FTIR)
O FTIR permite obter uma andlise qualitativa da amostra com o objetivo de

identificar os grupos funcionais presentes na superficie das particulas.'®® Para isso, foi
colocado cerca de 2mg de cada nanoplexo CDs/PEl (previamente liofilizados) no
equipamento FTIR espetofotémetro Spectrum Two (PerkinElmer) acoplado a um
acessorio de refletancia total atenuada (ATR). Os espetros foram adquiridos usando uma

faixa de comprimento de onda de 400 a 4000cm™.

1.5.3. Espalhamento dinamico da luz/Espalhamento eletroforético da luz
(DLS/ELS)
Para analisar o tamanho hidrodindmico, assim como o potencial zeta dos nanoplexos

CDs/PEl e dos CDs e PEl individualmente, através do DLS/ELS, prepararam-se as solu¢des
(em triplicado) a uma concentra¢gdo de 200ug/mL, utilizando o PBS (previamente
filtrado) como solvente. Apds a preparagao das amostras, homogeneizou-se no vortex e
colocou-se a incubar por 20 min, a temperatura ambiente (22°C). Por fim, mediu-se o
diametro hidrodinamico e o potencial zeta dos poliplexos em estudo, usando um

Zetasizer Nano Z (Malvern Panalytical).

1.5.4. Espetroscopia UV-vis e Fluorescéncia
Para determinar as propriedades oticas dos CDs e PEl, assim como confirmar a

interacdo bem-sucedida dos nanoplexos CDs/PEl, procedeu-se a caraterizagdo por
espetroscopia UV-vis e de Fluorescéncia com cuvette de quartzo com caminho dtico de
1cm. As solugdes de CDs, PElI e dos nanoplexos CDs/PEl foram preparadas a uma

concentracdo de 200ug/mL, utilizando a agua ultrapura filtrada como solvente. Os
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espetros de absorcdo UV-Vis foram obtidos usando um espetrofotdmetro UV-Vis
(Lambda) da PerkinElmer na gama de comprimento de onda de 200-550nm. Os espetros
de fluorescéncia foram obtidos através de um espetrofotometro de fluorescéncia (LS55)
da PerkinElmer. A faixa de comprimentos de onda de excitagao utilizada foi de 300 a
560nm com espacamento de 20nm. A velocidade de obtencdo do espetro foi ajustada a

200nm/min.

1.6. Estudo da compactacao do pDNA
Com o objetivo de estudar a capacidade dos nanoplexos CDs/PEl neutralizarem e

condensarem o pDNA, realizaram-se trés ensaios: DLS/ELS, eletroforese em gel de
agarose e ensaio do PicoGreen®. Para isso, foram testados diferentes razGes N/P para os
trés mix preparados anteriormente, assim como o PEl de forma isolada como referéncia.
As razbes N/P em estudo representam o nimero de moles de grupos amina do PEl e
numeros de moles de grupos fosfato do pDNA. As razdes 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 condigdo em triplicado.
O vértex foi utilizado para homogeneizar a solugdo e incubou-se durante 20 minutos a

temperatura ambiente (22°C).

Tabela 2. Preparacdo de complexos de pDNA com os diferentes nanoplexos CDs/PEl, a razdes N/P varidveis,
considerando 1ug de pDNA.

CDs/PEI (m/m)

PEI
massa (pug)
massa (ug)
MIX1 (1:1) MIX2 (1:2) MIX4 (1:4)

N/P2,5 1,9 1,4 1,2 1,0

N/P5 3,8 2,8 2,4 1,9
[-%

>  N/P75 5,7 4,3 3,6 2,8
o

‘g N/P10 7,6 5,7 4,7 3,8
(-4

N/P15 11,4 8,5 7,1 5,7

N/P20 15,2 11,4 9,5 7.6
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1.6.1. DLS/ELS
Com uma solucdo de CDs/PEI a uma concentragdo de 200ug/mL (para todos os mix),

PEl e CDs individualmente a 200ug/mL e pDNA a 0.1pg/uL, os complexos foram
preparados em triplicado e num volume final de 1mL, nas diferentes razées N/P de
acordo com a Tabela 2. Foi utilizado o PBS como solvente. Determinou-se o diametro
hidrodinamico 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 neutralizacdo da carga negativa do pDNA mediante a interacdo 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 tampao TAE (1x) como tampado de corrida,
com um ladder de DNA e com um marcador para visualizacdo 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. Apds terminada a eletroforese, usou-se o Azure

400 Biosystems™ para a revela¢ao do gel.

1.6.3. Ensaio do PicoGreen®
A capacidade das diferentes proporg¢Ges dos nanoplexos CDs/PEl de condensar o

pDNA foi avaliada pelo ensaio do Picogreen® Cada solucdo foi preparada a uma
concentracdo de 200ug/mL CDs/PEl e 0.1ug/uL pDNA. Neste ensaio foram selecionadas
as razdoes N/P de N/P7,5, N/P10 e N/P15, de acordo com a Tabela 2. As solucdes foram
preparadas em triplicado, e adicionou-se Tris-EDTA (TE) para completar um volume final
de 100pL.

Apds a preparacao dos complexos, os 100uL dos complexos foram transferidos para
uma placa opaca de 96 pocos e adicionou-se a solucdo de PicoGreen® (previamente
diluida 200x em tampdo TE). Leu-se a intensidade de fluorescéncia em cada poco a
535nm num espectrofotdmetro de fluorescéncia (Perkin Elmer Victor 3 Multilabel

Reader).
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2. Estudos in vitro de viabilidade celular e de entrega da
proteina 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 embrionario humano (HEK293) sdo células HEK que foram

transformadas pela exposi¢cdao a fragmentos de DNA de adenovirus tipo 5. Sdo facilmente
cultivadas em suspensdo celular sem soro, dividem-se rapidamente, sdo facilmente
transfetadas e altamente eficientes na producdo de proteinas.}’® Esta linha celular
(HEK293T) expressa o antigénio T que permite a replicacdo de plasmideos tornando-se
capaz de expressar varios tipos de genes de vetores virais para uso na terapia
génica. 178179

O crescimento e proliferacdao destas células em laboratdrio faz uso de meio de cultura
D-MEM, com todos os nutrientes necessarios como aminoacidos e vitaminas, assim
como a sua suplementacdo com 10% soro e 1% antibidtico/antimicético. O soro contém
fatores de crescimento, que promovem a proliferacdo e fatores de adesdo e atividade
antitripsina, que promovem a fixagdao celular, sendo também uma fonte de minerais,
lipidos e hormonas. Por outro lado, os antibiéticos/antimicdticos evitam e reduzem a
ocorréncia de contaminacdes por bactérias e fungos.

Relativamente as hMSCs, descritas no capitulo I, s3o células estaminais adultas com
elevada capacidade de proliferacdo e diferenciacdo celular.? A sua cultura é geralmente
realizada com os meios basais Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (D-MEM) com baixo
teor em glucose ou a-modified Minimum Essential Eagle’s Medium (a-MEM) com ou sem
fatores de crescimento, suplementados com 10-20% de soro bovino fetal e 1% de
antibidtico/antimicotico.®”18 Como abordado no capitulo |, estas s3o células delicadas
de colocar em cultura e promover a sua diferenciacdo, pelo que tém que ser tratadas
cuidadosamente com tratamentos especificos como a adicdo de dexametasona em
combinacdo com B-glicerofosfato e acido ascérbico.* Também ¢é importante ter em
conta o numero da passagem a utilizar, uma vez que segundo a literatura, as capacidades

das hMSCs comecgam a diminuir a partir da passagem 6.181
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2.2. Plasmideo EGFP e estudos de transfecao
O plasmideo utilizado nesta fase de otimizacdo para transfetar as células HEK293T e

as hMSCs foi o pEFGFPLuc que codifica a proteina verde fluorescente melhorada (EGFP)
e a luciferase (Luc), Figura 17. A escolha deste plasmideo nesta fase inicial do trabalho
com células, prendeu-se pelo facto deste codificar a EGFP, que permite a verificacdo

imediata da eficiéncia de transfe¢do através da microscopia de fluorescéncia.

a) b) Cromoéforo

EcoR |
(1364)

pEGFPLuc
6.4 kb
Luciferase

Sphl
(2030)

SV40
ori  polyA

Figura 17. Plasmideo pEGFPLuc. a) Plasmideo pEGFPLuc com tamanho de 6.4kb.%82 b) Estrutura cristalina
da proteina verde fluorescente.(Adaptado: Nam et al.'%3)

O vetor pEGFPLuc é um plasmideo que contém um promotor forte que impulsiona a
expressdo do gene de interesse, nomeadamente o gene da EGFP e da Luc.'®* Este
plasmideo, contém também um gene que produz uma proteina que confere resisténcia
as bactérias (e células) ao antibiético canamicina.'®?

A EGFP e Luc sdo dois tipos de proteinas repérter, que apresentam estabilidade em
diferentes condicGes, intensidade acentuada e meia vida longa, utilizadas para estudos
in vivo e imagens de células vivas.'®

A GFP apresenta muitas variantes, que foram sendo desenvolvidas para melhorar a
sua fluorescéncia, sendo uma delas a EGFP. A EGFP é uma proteina verde fluorescente
melhorada muito utilizada na investigacdo e utilizada neste trabalho. Ao contrario das
outras proteinas repdrter bioluminescentes, esta ndo precisa de substrato ou cofator, e

emite luz verde quando é excitada por uma luz azul, apresentando um maximo de

excitacdo de 488nm e um maximo de emissdo de 507nm. No entanto, a sua fluorescéncia
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pode sofrer interferéncia pela sua autofluorescéncia e a interacdo com alguns érgaos
internos diminuem a sua sensibilidade. 8187

A Luc é uma melhor proteina repdrter devido a maior sensibilidade e auséncia de
autofluorescéncia. No entanto, é mais custosa, requer luciferina como substrato e é

dependente de ATP e O, (Figura 18).1%

Célula viavel

H COOH Luciferase
O\GEWN , + ATP ——— Luz
S

Luciferina

Figura 18. Representacdo esquematica do principio do ensaio da luciferase. (Adaptado: Riss et al.1%8)

Neste trabalho, a avaliacdo ndo foi sé avaliada pela presenca da EGFP, mas também
pela atividade da luciferase por mg de proteina. Esta quantidade de proteina é obtida
através do ensaio do acido bicinconinico (BCA).

O ensaio do acido bicinconinico (Figura 19) permite quantificar a quantidade de
proteina total de uma determinada amostra através da reducdo de Cu?* para Cu* pela
proteina, sob condig¢des alcalinas. Este Cu* forma um complexo com duas moléculas de
BCA resultando na producdo de uma cor purpura intensa com absorvancia maxima a
560nm. Uma vez que o conteldo total de proteina é proporcional a este complexo, é
possivel proceder a quantificacdo de proteina com recurso a padrdes de proteina

conhecidos.189-191

Reagente
de trabatho

oo
5% o
> ‘5' Eg" -+ ® —
2O N

Proteina o cu* [CU*-2BCAI
Complexo roxo

Figura 19. Representacdo esquematica do principio do ensaio do BCA. (Adaptado: Smith et al.**?)
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2.2.1. Estudos de viabilidade celular
Existem dois parametros importantes quando avaliamos as células, a vitalidade

celular, que descreve a atividade fisioldgica das células vivas na populacdo e a viabilidade
celular, que é definida como a percentagem de células vivas. Um ensaio de viabilidade
celular deve ser seguro, rapido, confidvel, eficiente e de baixo custo. Os ensaios que
determinam a viabilidade celular sdo baseados em varias fun¢des das células, incluindo
atividade enzimatica, permeabilidade da membrana celular, adesdo celular, producdo de
ATP (adenosina trifosfato), producdo de coenzima e atividade de captagdo de
nucledtidos. Estes podem ser categorizados como, ensaios de exclusdo de corantes,
ensaios colorimétricos, ensaios fluorométricos, ensaios luminométricos e ensaios de
citometria de fluxo.88193,194

Neste trabalho, a viabilidade celular foi avaliada pelo método da resazurina. Este
pretende determinar a atividade metabdlica das células viaveis avaliando os efeitos da
exposicao das células aos complexos preparados.

O método de reducdo da resazurina (Figura 20) assume que apenas as células vidveis
sdo metabolicamente ativas e capazes de transformar resazurina em resorufina, um
composto fluorescente.'®> Mais especificamente, a resazurina (7-Hydroxy-3H-
phenoxazin-3-one 10-oxide) que é um corante azul ndo fluorescente ira ser reduzida, na
mitocondria das células, a resorufina, um composto rosa com elevada fluorescéncia
vermelha. Uma vez que apenas as células vidveis conseguem realizar este processo,
devido a sua atividade metabdlica ativa, entdo, apenas as células vidveis serdo capazes
de converter a resazurina em resorufina.’®3%1%7 Este é um método indireto para
determinar a viabilidade celular e, assim, deduzir a citotoxicidade induzida pelos

complexos as células cultivadas expostas.

Célula viavel

OH . G
. o NADH+/H,0 0 OH

Azul j * * Corderosa

Baixa fluorescéncia Alta fluorescéncia

Figura 20. Representacdo esquematica da conversdo da resazurina em resorufina. (Adaptado: Lavogina et

al.1%)
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Uma outra forma de quantificar a viabilidade celular é através do método direto por
exclusdo, que consiste na utilizacdo 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 seccdo do trabalho, foi utilizado um pDNA que codifica a EGFP e a enzima

luciferase (pEGFPLuc, 6.4 kb) e sdo usadas as células HEK 293T e hMSCs para avaliar a
expressdo 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 intervencdes cirurgicas
efetuadas no Hospital Dr. Nélio Mendonga (Funchal), na sequéncia de situagGes
traumaticas.

Para ensaios de cultura celular é utilizado um meio celular DMEM para as células
HEK293T e o meio a-MEM para as hMSCs, PBS (tampao salino fosfato) (Sigma-Aldrish),
antibidtico/antimicdtico (AA) (Gibco), FBS (soro bovino fetal) (Gibco), BSA (albumina
bovina sérica) (Sigma-Aldrich), BCA (acido bicinconinico) (Sigma-Aldrich), kit Pierce
Firefly Luciferase Glow Assay (ThermoFisher), tripsina-EDTA, colagénio | (150ug/mL em
20mM de acido acético) e resazurina (0.1mg/mL).

Alguns equipamentos foram utilizados como a centrifuga Sigma 3H30, Leitor de
microplacas Victor3 (PerkinElmer), Microscépio Microhub Mica (Leica Microsystems),

agitador orbital 1000 Heidolph, citdmetro de fluxo ACEA— NovoCyte 3000.

2.4. Cultura celular
As células HEK293T e as hMSCs foram descongeladas e centrifugadas a 300xg por 8

minutos a temperatura ambiente (22°C) obtendo-se um “pellet” de células, o qual foi
ressuspendido em 1mL de meio D-MEM e a-MEM suplementado com 10% de FBS e 1%
AA (designado de meio completo), respetivamente. Foram cultivadas 3x10° células
numa placa de petri de 100mm com 10mL de meio completo e incubadas numa
atmosfera humidificada a 5% CO2 a 37°C (CO: Air - Jacketed Incubator). As células foram

monitorizadas, com mudangas de meio até se atingir um minimo de 80% de confluéncia.
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Para estes ensaios de transfecdo, foram utilizadas células HEK 293T passagens P40-P50
para as e células hMSCs nas passagens P5-P7.

Atingida a confluéncia, 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% CO;, 37°C por 5 minutos. Posto isto, adicionou-se 2mL de
meio completo para parar a agdo da tripsina e determinou-se a viabilidade e a densidade
celular a partir de uma suspensao celular com 0.2% de “trypan blue” com uma Camara
de Neubauer. As células foram cultivadas em placas de pocos para os diferentes ensaios,
sendo que as placas cultivadas com HEK 293T foram previamente preparadas com uma
camada de colagénio (incubacdo dos pocos com 100uL de solucdo de colagénio por

30min, seguida de lavagem em PBS) para promover a sua aderéncia a placa.

2.5. Estudo da atividade metabdlica e transfecdo em HEK 293T e
hMSCs — Ensaio da atividade metabdlica através da resazurina e
expressao de EGFP por microscopia de fluorescéncia e citometria

de fluxo
As células foram cultivadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 4x103

células/poco para as HEK 293T e 3x103 células/poco para as hMSCs, em 200uL de meio
completo e colocadas numa atmosfera humidificada de 5% de CO; no ar a 37°C. Apds
24h, os complexos foram preparados, de acordo com a Tabela 3, tendo em conta
0,2pg/poco e 20uL de complexos/pogo (foram preparados complexos em excesso, para
10pocos). O meio foi substituido por 180uL de meio (D-MEM ou a-MEM) completo e
20uL dos complexos foram adicionados a cada poco 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 20uL de PBS por po¢o com células sem
a adicdo dos complexos. As células foram expostas durante 48h aos complexos.
Posteriormente as células foram observadas usando um microscépio confocal sob um
comprimento de onda de excitacdo de 450nm e de emissao de 500nm. Posto isto, as

mesmas células foram utilizadas para o ensaio de viabilidade celular.
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Tabela 3. Preparacdo de complexos de pDNA com os diferentes nanoplexos CDs/PEl, a razdes N/P varidveis,
considerando 2ug de pDNA por condi¢do e num volume final de 200uL (suficiente para 10 réplicas) para
avaliar a transfe¢do. Como solvente foi utilizado o PBS. Controlo — células com meio completo; Controlo
negativo — Células em meio completo e PBS.

CDs/PEI (m/m)
PEI (controlos

Massa (ug)
positivos)
MIX1 (1:1) MIX2 (1:2) MIX4 (1:4)
N/P2,5 3,8 2,8 2,4 1,9
N/P5 7,6 5,7 4,7 3,8
§ N/P7,5 11,4 8,5 71 5,7
(=]
'3 N/P10 15,2 11,4 9,5 7,6
o
N/P15 22,7 17,0 14,2 -
N/P20 30,3 22,7 18,9 .

Para proceder ao ensaio de viabilidade celular através da reducao da resazurina, o
meio foi substituido por meio completo fresco contendo 10% (v/v) de uma solugdo de
resazurina (0,1 mg/mL), seguida de incubacdo por 2h30. Em seguida, 100uL do meio
reduzido foram transferidos para uma placa opaca de 96 pogos e a fluorescéncia da
resorufina foi medida num leitor de microplacas com um Aex=530nm e Aem=590nm. O
meio incubado em pocgos sem células foi usado como branco em medi¢cdes de
fluorescéncia. Foram realizadas duas experiéncias independentes, cada condi¢cdo com 8

réplicas. A atividade metabdlica foi determinada pela equacao:

F(amostra)—F(branco)

% Atividade metabdlica = 100X

Equacdo 1

F(controlo negativo)—F (branco)

Onde, F representa os valores de intensidade de fluorescéncia determinados.

Apds este ensaio, os 100uL de meio sobrantes na placa com células foi removido.

Adicionou-se 50uL de tampdo de lise (1X) a cada poco e colocou-se as placas no

congelador a -20°C para posterior quantificacdo da proteina total.
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Para determinar a intensidade de fluorescéncia da EGFP nas células sujeitas aos
poliplexos em estudo, realizou-se a técnica de citometria de fluxo. Neste ensaio foram
cultivadas 5X10%élulas/mL e 3,7X10%células/mL, para HEK293T e hMSCs
respetivamente, em placas de 24 pogos e incubou-se a 5% de CO,, 37°C por 24h.
Posteriormente, o meio foi substituido por 900uL de meio completo e 100uL dos
complexos preparados contendo 2ug de pEGFPLuc/mL. Células com 100uL de PBS em
vez dos complexos foram utilizadas para controlo negativo. Para controlo positivo foi
adicionado apenas o PEl nas diferentes razdes N/P sem os CDs de acordo com a Tabela
3. As células foram expostas durante 48h aos complexos. Apds os quais, 0 meio de
cultura foi removido e as células lavadas com 200uL de PBS e procedeu-se a tripsinizacao
com 100pL de tripsina/pogo. As placas foram incubadas durante 5min, 5% de CO,, 37°C.
Observou-se as células ao microscdpio para garantir que estas se desagregaram e
adicionou-se 200uL de meio completo a cada pogo para parar a ag¢ao da tripsina. A
suspensdo 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 200uL de PBS. As suspensdes celulares foram transferidas
para uma placa transparente de 96 pocos e analisadas num citdmetro de fluxo (ACEA —
NovoCyte) com estacdo de fluidos e amostrador automatico. Para cada amostra foram
recolhidos 10.000 eventos. O gate e o nivel de fluorescéncia positiva foi definido com
software NovoExpress 1.2.1, considerando as células expostas ao tampadao PBS como
controlo negativo. Os resultados estdo expressos em intensidade de fluorescéncia em

cada uma das condic¢des estudadas.

2.6. Estudo da expressdo do gene da luciferase em HEK 293T e hMSCs
Para medir a expressao do gene da luciferase e consequentemente obter o valor da

eficiéncia de transfecdo das células, foi realizado o ensaio da luciferase. Este ensaio
permite medir a quantidade do gene repdrter e assim inferir sobre a eficiéncia de
transfecdo. 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 quantificacdo da proteina total) transferiram-
se 10uL de cada amostra em estudo para uma placa opaca de 96 pocos, adicionou-se

50uL de solucdo de trabalho de substrato de luciferase (de acordo com o fabricante) e
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incubou-se durante 10 minutos. Mediu-se a luminescéncia num leitor de microplacas a

560nm.

Para determinar a quantidade de proteina e assim concluir sobre a atividade da
luciferse/mg de proteina, procedeu-se ao ensaio de BCA. Deste modo, usou-se um kit de
ensaio acido bicinconinico e albumina bovina sérica (BSA) como standard de acordo com
o fabricante. Primeiramente, preparou-se uma reta de calibra¢gdo de BSA com 6 dilui¢des
seriadas, em triplicado, a partir de uma solugdo stock de BSA (10mg/mL), (Anexos -
Figura A. 6). As placas com os lisados celulares foram descongeladas e transferiram-se
10uL de cada pogo, assim como cada ponto da reta para uma placa transparente de 96
pocos, onde, por fim, foram adicionados 200uL de reagente de BCA a cada poco. Posto
isto, deixou-se as amostras a incubar a 37°C, durante 1h e leu-se a absorvancia num leitor
de microplacas, a 550nm.

Posteriormente estes valores foram tratados e divididos por mg de proteina total
(valores obtidos no ensaio de BCA) obtendo-se resultados de atividade da luciferase

relativamente a quantidade de proteina total (RLU/mg proteina).
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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/PEl para inducdo da diferenciacao osteogénica

3.1. Plasmideo da BMP-2
Como referido no Capitulo I, as BMPs sdao um grande grupo de proteinas de

sinalizacdo que desempenham um papel crucial na formacdo e regeneracdo 0dssea,
sendo que, especificamente, a BMP-2 possui forte atividade indutora do processo de
regeneracdo Ossea.>®*® Para estudar este efeito e para fins de formac3o dssea, o gene
da BMP-2 pode ser introduzido num DNA plasmidico. Tal como todos os outros
plasmideos, este apresenta um gene que confere resisténcia a antibidticos, que neste
caso € a resisténcia a canamicina, que auxilia no processo de selec¢do das bactérias.'®
A transfecdo de células com o plamideo com o gene codificante da BMP-2 tem sido
reportado em diversos estudos, onde a expressdo da BMP-2 leva a inducdo da
osteogénese (Figura 21). A sua expressao despoleta uma cadeia de eventos de expressao
de fatores de transcricdo e uma sucessiva cascata de expressdo 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 sdo expressos

como o caso da osteocalcina, por exemplo.38

Células estaminais Pré-Osteoblasto Osteoblasto inativo Osteoblasto ativo Ostedcito
mesenquimais (MSCs)

\|/
RUNX2
= I — 1
—p —p —p

+ Stro1 + Osx + Osx + RUNX2 -ALP
+ Ecto-5"-nucleosidase + RUNX2 + RUNX2 +Coll -0C

(CD73) + Col1 +Coll +ALP -Coll

+ Thy-1 (CD90) + Fosfatase Alcalina +ALP +0C + Osteopontina
+ Endoglina (CD105) (ALP) + Osteocalcina (OC)  + Ca® + Sialoproteina
+ Colagénio 1 (Col1) + Calcio (Ca?) + Célcio (Ca?’) + Osteonectina Ossea

+ Fosfato
+ Mineralizagé@o

Figura 21. Diferenciacdo de MSCs em osteoblastos impulsionada por BMP-2, juntamente com os outros
fatores listados. (Adaptado: Halloran et al.®)
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3.2. Materiais e reagentes
O plasmideo utilizado nesta ultima fase do trabalho, em que o objetivo é promover

a diferenciagdo osteogénica em células mesenquimais, é o plasmideo que codifica o
gene da BMP-2 (pcDNA3.1/Hist©/hBMP2).29°

Nesta etapa do trabalho apenas foram utilizadas hMSCs para estudar a diferenciagao
utilizando o plasmideo da BMP-2. A cultura celular foi realizada seguindo a descricdo
anterior e utilizando o meio completo a-MEM.

Para a cultura celular é usado um meio celular a-MEM, PBS (tampao salino fosfato)
(Sigma-Aldrish), antibiético/antimicético (AA) (Gibco), FBS (soro bovino fetal) (Gibco),
BSA (albumina bovina sérica) (Sigma-Aldrich), BCA (acido bicinconinico) (Sigma-Aldrich),
tripsina-EDTA. Vérios reagentes sdo também utilizados como a resazurina (0.01mg/mL),
glutaraldeido 1,5% (v/v) (Sigma), dexametasona (Sigma), B-glicerofosfato (Sigma) e acido
ascorbico (CsHsOs) (Sigma), acido cloridrico 37% (HCI) (PanRec), hidréxido de amdnio
32% (NH4OH) (VWR), Alizarina Red S sodium salt (C1aH707SNa) (Alfa Aesar), tampao Tris
0,1 M (Fisher Bioreagents), bicarbonato de sddio (NaHCOs) (Fisher Bioreagents), fast
blue RR salt (Sigma), Phosphatase substrate - naftilfosfato de sédio (Sigma), Etanol 96%,
1-naphthyl phosphate disodium (Sigma), cloreto de magnésio (MgCp,) (Riedel-de Haen),
carbonato de sédio (Na,COs), Hidréxido de sédio (NaOH) (Fisher Bioreagents), Nitrato
de prata (AgNOs) (Alfa Aesar) e Tiossulfato de sddio (Na2S;03) (Sigma-Aldrich).

Alguns equipamentos foram utilizados como a centrifuga Sigma 3H30, Leitor de
microplacas Perkin Elmer Victor 3, Microscépio Microhub Mica (Leica Microsystems),

incubadora 1000 Heidolph.

3.3. Estudo da diferenciacao osteogénica
Para o estudo da diferenciacdo osteogénica em hMSCs, as células foram

descongeladas e, apds confluéncia, foram cultivadas em placas de cultura de 48 pogos a
uma densidade de 5 500 células/cm? com 0,5mL de meio de cultura completo (para os
estudos de diferenciacdo, foram sempre utilizadas células em passagem P2 e P3). Apds
24h, o meio de cultura foi substituido por 450uL de meio de cultura fresco e 50uL de
solugdo dos diferentes poliplexos em estudos, conforme a Tabela 4. Apds 48h, os
poliplexos foram removidos, as células foram lavadas com PBS e adicionado meio de

cultura completo fresco suplementado com 5 mM B-glicerofosfato e 250 uM 4acido
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ascoérbico. Para o controlo de diferenciagdo (células sem adi¢do de poliplexos), o meio
de cultura fresco com B-GP, acido ascérbico e 1 nM de DEXA. Para o controlo negativo
foram cultivadas células em meio de cultura completo (sem adigdo de poliplexos nem
suplementos indutores). Controlos adicionais foram considerados, onde células foram
expostas aos nanoplexos CDs/PEl e PEIl (sem pBMP2 nem suplementos indutores). As
culturas foram mantidas a 37°C e 5% CO; durante 7, 14 e 21 dias renovando o meio de
cultura trés vezes por semana. Para este ensaio apenas foram realizadas as razoes

apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Preparagdo de complexos de pDNA com os diferentes nanoplexos CDs/PEl, a razdes N/P
variaveis, considerando 1ug de pDNA, estudadas para a diferenciagdo das hMSCs.

CDs/PEI (m/m)

PEI
massa (pug)
massa (ug)
MIX1 (1:1) MIX2 (1:2) MIX4 (1:4)

a N/P7.5 - - - 2.8
B3
o N/P10 7.6 5.7 4.7 -
AT
S  N/PIS 11.4 8.5 7.1 -

3.4. Avaliacdo da atividade metabdlica
Para avaliar a atividade metabdlica das células e, consequentemente, concluir sobre

a sua viabilidade celular, foi utilizado o método de reducdo da resazurina. Para este
ensaio as células, cultivadas em placas de 48 pocos e expostas aos diferentes complexos,
nas condicdes anteriormente descritas, foram analisadas nos dias 7, 14 e 21 apds a
exposicao aos complexos de transfecao.

Nos dias selecionados para avaliacdo, o meio de cultura foi removido e substituido
por meio de cultura completo contendo resazurina, a concentracgdo final de 0,1 mg/mL,
e incubou-se durante 3 h, a 37°C, 5% CO,. Posteriormente, foram transferidos 100uL de
cada pogo para uma placa opaca de 96 pocos e efetuada a leitura da fluorescéncia da
resorufina (Aexcitacio=530NmM, Aemissio0=590nm) no leitor de microplacas. Para o branco
foram medidos pocos contendo meio de cultura com resazurina, mas sem contacto com

células. A percentagem de atividade metabdlica foi determinada através da Equagéo 1.

3.5.  Avaliacdo histoquimica — Ensaios qualitativos
Células para caraterizacdo histoquimica foram preparadas em placas de cultura

celular de 48 pocos e expostas as condi¢cdes anteriormente descritas foram analisadas
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apo6s 7, 14 e 21 dias em cultura. As culturas foram fixadas com glutaraldeido 1,5% (v/v)
preparado em PBS por 20 min e depois lavadas com dgua destilada.
Apds os devidos procedimentos de coloracdo, todas as amostras coradas foram

examinadas e fotografadas usando o Microscépio Microhub Mica (Leica Microsystems).

o Coloragao para a presencga de ALP

Para detetar histoquimicamente a presenca de ALP, o método utilizado baseou-se na
hidrélise do naftilfosfato de sédio pela ALP e consequente precipitacdo do fosfato
libertado por reagao com um sal diazénico, formando um produto corado. Amostras com
atividade ALP apresentaram coloragdo amarela, castanha ou preta consoante a
quantidade de ALP presente da amostra.?! Assim, as culturas fixadas anteriormente
adicionaram-se, em cada pogo da placa de 48 pogos, 100uL de uma solugdo preparada
em tampdo Tris 0,1 M, pH 10, contendo 2 mg/mL de naftilfosfato de sédio e 2 mg/mL de
“fast blue RR salt” e incubou-se no escuro durante 60min. Findo este tempo, a reacdo

foi interrompida com a adicdo e lavagem de cada pogo com 4gua ultrapura.

e Coloragao para a presenca de depdsitos de calcio

Para a coloragdo dos depdsitos de célcio foi utilizada a alizarina vermelha, composto
gue é considerado o padrdo ouro para a detecdo e quantificacdo de mineralizacdo, e que,
ao reagir com catides de cdlcio através de um processo de quela¢do resulta numa
coloracdo vermelha.>? Para isso, as amostras anteriormente fixadas foram cobertas com
uma solucdo 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 agua ultrapura. Posteriormente, foram passadas por

etanol acido (lavagem <15s) e lavadas novamente com agua ultrapura.

e Coloragao para a presenca de depositos de fosfato

Para a identificacdo de depdsitos fosfato foi utilizado o método de von Kossa. Este
consiste em duas etapas: o nitrato de prata reage com depdsitos de fosfato de célcio
resultando numa cor amarelada, sendo este depois reduzido a prata metalica através da
radiacdo UV deixando os depdsitos de fosfato com uma coloragdo preta.?°?

Assim, as amostras anteriormente fixadas, foi adicionada uma solucdao aquosa de

2.5% v/v de nitrato de prata e incubadas a radia¢do UV durante 60 min. De seguida, as
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amostras foram lavadas com agua ultrapura e recobertas com solucdo de 5% de

tiossulfato de sddio, durante 2 min, sendo novamente lavadas com agua ultrapura.

3.6. Avaliacdo bioquimica — Ensaios quantitativos
Amostras para a avaliacdo bioquimica foram preparadas em placas de cultura celular

de 48 pogos e expostas aos complexos, de acordo com o anteriormente descrito,
analisadas apds 7, 14 e 21 dias em cultura. Primeiramente, o meio de cultura dos pogos
foi removido e lavou-se duas vezes com tampao PBS. Adicionaram-se 50uL de Triton X-

100, a 0,1% (v/v) e as placas foram colocadas a -20°C para posterior analise.

e Atividade da fosfatase alcalina (ALP)

A atividade da ALP foi quantificada através da hidrélise de p-nitrofenilfosfato
dissdédico a p-nitrofenol (amarelo). Apds a lise celular com a adicdo do Triton X-100 e
congelamento da placa, transferiu-se 20uL dos lisados de cada poc¢o para uma placa de
96 pocos transparente e adicionou-se 200uL da solucdo de substrato (solu¢do de 2 mM
p-nitrofenilfosfato em tampao alcalino, pH 10, contendo 15 mM de MgCl,) e incubou-se
a 37°C, no escuro, durante 60 min. A reacao foi interrompida pela adicao de 10uL de
0,02M NaOH. Leu-se a absorvancia das amostras a 405nm no leitor de microplacas.

A atividade da ALP foi quantificada com recurso a uma reta de calibragdo obtida
através de diluicGes seriadas de p-nitrofenol (Anexos - Figura A. 9). Os resultados foram
normalizados em relagdo a proteina total dos lisados celulares. Os resultados sao

expressos como nmol de p-nitrofenol produzido por minuto e por mg de proteina.

Para se obter a quantidade de proteina (em mg) e desta forma, se procede a
normalizacdo da atividade de ALP, foi realizado o ensaio do BCA. A quantidade de
proteina nos lisados celulares foi determinada utilizando o ensaio de acido bicinconinico
(ensaio BCA) e albumina bovina sérica (BSA) como padrdo. Primeiramente, preparou-se
6 diluicdes seriadas, em triplicado, com diferentes concentrac¢des finais, a partir de uma
solucdo stock de BSA (10mg/mL), com o objetivo de obter uma reta padrdo da proteina
total do BSA (Anexos - Figura A. 10). No caso das amostras, foram transferidos 10ul dos

lisados de cada poco para uma placa de 96 pocos transparente e adicionaram-se 200pL
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de uma solugdo de trabalho de BCA e incubou-se a 37°C, no escuro, durante 60 min. A
leitura das absorvancia das amostras foi efetuada a 550nm usando um leitor de

microplacas. As amostras foram efetuadas em triplicado.
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CAPITULO Ill — Resultados e Discussio
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1. Amplificacdo, extracdao e quantificacdo de pDNA| Sintese de
CDs e preparagao de nanoplexos| Estudos de caraterizacao
e compactacdao do pDNA

1.1. Caraterizacao

1.1.1. RMN (Espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear)
Martins et al 136, descreveram que, durante a sintese de CDs, o acido ascérbico é

degradado e ha a formacdo de novas estruturas e grupos quimicos, gerando pequenas
moléculas fluorescentes ricas em oxigénio. Parte dessas moléculas fluorescentes é entdo
carbonizada para gerar nucleos de carbono, e o restante ligado covalentemente,
formando os pontos de carbono fluorescentes.

Com o objetivo de avaliar as diferencas entre o acido ascérbico e os CDs obtidos antes
e depois da sintese, bem como para identificar os grupos quimicos existentes a superficie
dos CDs, foram realizados espetros de H e 3C, utilizando DMSO-d6 como solvente
(Figura 22 e Figura 23).

Analisando ambos os espetros de 'H e de *3C do acido ascérbico obtidos, verifica-se
gue estdo em concordancia com a sua estrutura quimica com todos os sinais atribuidos

aos respetivos protdes.
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Figura 22. Espectro de RMN H do 4cido ascérbico utilizando o DMSO-d6 como solvente(* - solvente

(DMSO-d6)).

Pagina | 64



1.26+08 - *
1.1e+08 d e
1.0e+08 - o f
9.00+07 -
8.00+07 -
7.0e+07
6.0e+07
5.0e+07
4.0e+07 d
3.004+07 - f

2.0e+07

1.0e+07

0.0e+00

T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 o Ppm

Figura 23. Espectro de RMN *3C do 4cido ascdrbico utilizando o DMSO-d6 como solvente (* - solvente

(DMSO-d6)).

No espetro dos CDs (Figura 24), verifica-se que os sinais nos deslocamentos quimicos
de 5,6 € 6,9/7,1 ppm s3o atribuidos a protdes ligados a estruturas de carbono sp? e anéis
aromaticos. Enquanto sinais com deslocamento quimico entre 3 e 4 ppm sao protdes
proximos a grupos de heterodtomos. Por ultimo, o sinal com um deslocamento quimico
de 1,3 ppm é atribuido a protdes ligados a um carbono sp3. Estes espectros indicam a
preparacdo bem sucedida de CDs, uma vez que estdo em concordancia com Martins et

al.13¢ que sintetizaram CDs através do mesmo método e com 0 mesmo precursor.

| | [ 1] 1] [N\ I
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Figura 24. Espectro de RMN H dos CDs utilizando o DMSO-d6 como solvente (* - solvente (DMSO-d6)).
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Relativamente ao espetro de RMN 3C de CDs, Figura 25, varios sinais com
deslocamentos quimicos entre 60 e 80 ppm sdo atribuidos a carbonos em grupos C-O,
C-OH e CCO. Nos sinais de 110 a 160 ppm temos carbonos sp? e aromaticos. O sinal de

deslocamento quimico de 170 ppm corresponde ao carbono em grupos carboxilicos.
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Figura 25. Espectro de RMN 3C dos CDs utilizando o DMSO-d6 como solvente (* - solvente (DMSO-d6)).

1.1.2. FTIR (Espetroscopia de radiag¢do Infravermelha com transformada de
Fourier)
De modo a caraterizar as estruturas quimicas tanto dos CDs como do seu precursor,

procedeu-se a analise do espetro de FTIR. Esta andlise estuda as interacdes entre a
matéria e radiacdo eletromagnética, dando origem a um espetro com os sinais
carateristicos para cada molécula. Na Figura 26 estdo representados os espetros do acido
ascorbico e dos CDs preparados.?®3

O 4&cido ascérbico apresenta uma banda a 3524 cm? correspondente ao
alongamento do OH livre, enquanto duas bandas entre 3406 e 3312 cm™ sdo atribuidas
a ligacdo intramolecular de hidrogénio. Entre 1752 e 1653 cm™ estdo bandas de
alongamento do carbonilo (v-C=0) e do alongamento da ligacdo dupla de carbonos
(C=C), respetivamente. Em 1024 cm™ foi detetado o alongamento de C-O. Relativamente
aos CDs, a banda larga em 3360 cm™ é atribuida ao alongamento de hidroxilo (-OH) e
2934 cm™ ao alongamento de C-H. Bandas de vibracdo a 1707 cm™ correspondem ao

carbonilo (v-C=0) e 1396 cm™ & flexdo C-H. Duas outras bandas, 1188 e 1016 cm™
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atribuidas ao alongamento das ligacdes C-O-C e C-O. Assim conclui-se que os grupos
funcionais detetados nos CDs sdao maioritariamente grupos carboxilo e hidroxilo na

superficie.
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Acido ascérbico Carbon dots

Figura 26. Espetro do FTIR-ATR relativo ao acido ascérbico e aos Carbon dots.

Estes resultados estdo, novamente, de acordo com os resultados obtidos por Martins

et al. 136,

1.1.3. DLS/ELS (Espalhamento dindmico da luz/Espalhamento eletroforético
da luz)
Viérios sdo os fatores como o pH, a temperatura, a solubilidade, o tamanho e a carga

dos nanoplexos que determinam a eficiéncia da interagdao entre o sistema de entrega e
os acidos nucleicos e que, por sua vez, permitem a entrada nas células e a sua
transfe¢do.?%4 Desta forma, foi determinado o tamanho hidrodindmico dos nanoplexos e
a sua carga pelo método DLS/ELS.

A analise de distribuicdo de tamanho de particulas numa solug¢do por espalhamento
dinamico da luz fornece a informacao da intensidade da luz dispersa pelas particulas e,
por conseguinte, o seu tamanho hidrodindamico, assim como a proporcao em termos de

numero e volume que ocupam. A luz emitida por um laser, que viaja através da solugao
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coloidal, é analisada em funcdo do tempo e a partir dessa informacdo podemos
determinar o tamanho da particula, tendo em conta os efeitos do movimento
browniano.168205,206

Foram analisados através deste método, tanto os nanoplexos em estudo (mix1
(1CDs/1PEl), mix2 (1CDs/2PEl), mix4 (1CDs/4PEl)), assim como cada composto
separadamente (CDs e PEI).

A Tabela 5 mostra os valores médios de intensidade, assim como o Pdl das amostras
em estudo. Também foram realizados os graficos de percentagem de intensidade,
volume e numero 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 sdo
muito maiores no Mix1, comparativamente com os outros dois em estudo. Quanto maior
a massa de PEl nas amostras, menor a intensidade média das particulas das amostras
em estudo. A adi¢cdo do PEl aos CDs permitiu a interagao entre dois componentes e a
formacdo de complexos mais pequenos e mais vantajosos para ultrapassar as barreiras
bioldgicas e entrar nas células por endocitose. De Smedt et al.?%’, mostram, nos seus
trabalhos, que particulas de dimensdes de 100-500nm sdo capazes de serem

internalizadas pelas células.

Tabela 5. Valores médios de intensidade * desvio padrdo e Pdl médio, dos nanoplexos CDs/PEI, CDs e PEI
determinados por DLS. Os resultados provém de medigdes em triplicado, independentes (n=3).

Amostras Intensidade média Pdl médio Desvio padrao
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 determinacao dos didametros dos complexos, foram obtidos
dados referentes ao Pdl. O Pdl, indice de polidispersdo, € uma medida da distribuicdo de
tamanho de particulas numa amostra e é frequentemente utilizado para avaliar a
homogeneidade de amostras coloidais, e geralmente varia de 0 a 1. Valores de PdI
proximos de 0 indicam uma amostra como sendo monodispersa, ou seja, em que as

particulas tém uma distribuicdo de tamanhos muito semelhantes entre si. Por outro
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lado, valores de Pdl maiores do que 0,1 geralmente indicam uma amostra polidispersa,
em que as particulas tém tamanhos mais heterogénea.?%>

Na Tabela 5, estdo representados os resultados médios de Pdl. Verifica-se que as
amostras apresentam um indice de polidispersdao alto (superior a 0,1), pelo que
apresentam tamanhos mais heterogéneos e que as amostras sdao consideradas
polidispersas.

Também foram realizadas medicdes de potencial zeta, com o objetivo de avaliar a
carga e estabilidade dos complexos em solucdo. Em suspensdo, as nanoparticulas
apresentam uma carga superficial. Assim que o campo elétrico é aplicado, uma particula
comeca a se mover devido a interagdo entre o campo elétrico e a particula carregada. A
velocidade do movimento com que essa particula se move é determinada através do
espalhamento da luz, determinando-se assim o potencial zeta. Este representa a
diferenca de potencial entre o meio onde as particulas se encontram dispersas (o
solvente) e a camada estacionaria de fluido existente em torno dessas particulas. Em
termos praticos, quanto maior for o valor absoluto do potencial zeta, maior a repulsdo
existente entre as particulas numa solucdo e maior a resisténcia a agregacdo dessas
mesmas particulas (hd uma maior estabilidade da solu¢do).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, estdo de acordo com Martins et al.13¢ e Kong et al.1¥’
que apresenta um valor de potencial zeta negativo para os CDs e Mady et al.?% que
apresenta um valor de PEI positivo. Os valores negativos dos CDs, apresentam-se em
concordancia com os grupos carboxilo na superficie, detetados pelo FTIR. Quando
colocamos a mesma razao de massa entre os CDs e o PEl (mix1) verifica-se que estas
particulas apresentam um potencial zeta na ordem dos 0 mV. Ao adicionar o dobro de
PEI (mix2), as particulas formadas apresentam valores mais positivos na ordem dos 3,8
mV, e ao adicionarmos quatro vezes mais PEl (mix4), o potencial zeta das particulas
aumenta ainda mais (10,7 mV). Estas evidéncias permitem afirmar que houve uma
interacdo entre os CDs e o PEI em todos os mix em estudo, fazendo com que o PEIl
conseguisse camuflar a carga negativa dos CDs. A medida que se aumenta a quantidade

de PEl, aumenta também o potencial zeta das amostras em analise.
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Figura 27. Potencial zeta dos nanoplexos preparados nas diferentes proporgGes massa. Os resultados
provém de medi¢Ges em triplicado, independentes, e encontram-se representados como a média +
desvio-padrao, em mV.

1.1.4. Espetroscopia UV-Vis
Na Figura 28, o espetro UV-Vis dos CDs apresenta duas bandas com comprimentos de

onda maximos de 222nm e 266nm. O acido ascérbico apresenta apenas um pico de
absorvancia no valor de 272nm.

Segundo Martins et al.13¢, os CDs tém absor¢do em comprimentos de onda de 227nm
que corresponde a transi¢cdes m-nt*(CC) e 275nm que corresponde a transi¢ées n-rt*(CO,
sistema conjugado), enquanto o dacido ascérbico apresenta uma banda a 264nm
correspondente a transi¢des m-nt*(CC). Como era de esperar, todos estes comprimentos
de onda estdao na mesma faixa de valores que os resultados obtidos, uma vez que todo

o processo de sintese dos CDs realizado neste trabalho foi semelhante ao referido no

artigo.
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Figura 28. Espectro de absor¢do UV-Vis dos CDs e do seu precursor, concentragdo final=50ug/mL. Os
resultados provém de medigGes em triplicado, independentes (n=3).

A Figura 29 pretende mostrar tanto as bandas carateristicas de CDs e PEl como as
bandas formadas a partir dos complexos CDS/PEI (mix1, mix2 e mix4). Os complexos
CDs/PEl, apresentam o pico de absorvancia nos 264nm, 272nm e 268nm
correspondentes aos mix1, mix2 e mix4, respetivamente, que correspondem ao pico aos
268nm nos CDs. No entanto, este pico ndo se apresenta tdo evidente no mix4 uma vez
gue o PEIl se apresenta em maior quantidade a interagir com os CDs, o que faz com que
o pico de absorvancia diminua.
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Figura 29. Espectro de absor¢do UV-Vis dos CDs, PEl e dos varios mix CDs/PEl em estudo, com uma
concentragdo final de 200ug/mL. Os resultados provém de medigdes em triplicado, independentes (n=3).
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A Figura 30 foi obtida por excitagdes sucessivas dos CDs, num intervalo de 20 em
20nm. Observando a figura conclui-se que os CDs tém uma fluorescéncia maxima aos
430nm de absorgao, quando excitado aos 340nm (regido azul), resultados corroborados

por Zhang et al.?%0,
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Figura 30. Espectro de emissdo de fluorescéncia dos CDs (concentracdo final=50ug/mL). Os resultados
provém de medi¢des em triplicado, independentes (n=3).

A Figura 31 pretende mostrar que para um comprimento de onda de excitacdao de
340nm ha um comprimento de onda maximo de emissao diferente para cada amostra.
O PEl n3o apresenta fluorescéncia enquanto os CDs, apresentam uma fluorescéncia
maxima aos 430nm. Com o aumento da quantidade de PEl nos diferentes mix, esse
comprimento de onda de emissao dos CDs nos mix vai aumentando, sofrendo um desvio
batocrémico (para a zona do vermelho), adquirindo valores de emissdo de 463nm,
468nm e 462nm correspondentes ao mix1, mix2 e mix4 respetivamente. Isto significa
gue existe algum composto na superficie dos CDs que estd a interferir no comprimento
de onda de emissdo. Verifica-se também que com o aumento da quantidade de PEl nos
complexos, hd uma diminuicdo da fluorescéncia, outra razdo que permite confirmar a
interacdo do PEl com a superficie dos CDs.

Por outras palavras, estes dois acontecimentos podem ser explicados que, os CDs
tém a sua proépria fluorescéncia num determinado comprimento de onda de emissao.

Quando algum composto interage com a sua superficie faz alterar o comprimento de
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onda de emissdo original, fazendo também com que a sua fluorescéncia diminua.
Através deste pressuposto entende-se que o PEl estd a interagir com a superficie dos

CDs.
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Figura 31. Espectro de emissao de fluorescéncia das diferentes propor¢des com a excitagao a 340nm.

1.2. Estudo da compactacao com o pDNA

1.2.1. DLS/ELS
Na Figura 32 encontra-se representado o grafico de distribuicdo de tamanho

hidrodinamico, em fungdo da intensidade, dos complexos CDs/PEI/pDNA. Graficos em
fungdo do volume e nimero encontram-se em anexo (Anexos - Figura A. 4 e Figura A.
5). Através dos resultados de percentagem de intensidade, Figura 32, foi possivel
constatar que os poliplexos CDs/PEI/pDNA apresentaram uma redugdo de tamanho
hidrodinamico 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 particulas com tamanhos hidrodindmicos inferiores a 100

nm.
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Figura 32. Diametro hidrodinamico médio dos nanoplexos com o pDNA, assim como dos CDs e PEl
individualmente determinados por DLS. Os resultados provém de medi¢Ges em triplicado, independentes.

Na observacdo dos dados obtidos do potencial zeta, Figura 33, verifica-se que, nos
complexos de pDNA com os mix CDs/PEl, a carga dos complexos aumenta para valores
positivos com a proporc¢do de PEl 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 compactacdo do
pDNA por parte do nanoplexo CDs/PEl. Nos complexos preparados com PEl também se
consegue observar uma compactacdo do pDNA por parte do PEl que se traduz no
aumento sucessivo da carga do complexo formado. Mady et al.?®®> mostra no seu

trabalho a mesma tendéncia de potencial zeta, corroborando os resultados obtidos.
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Figura 33. Potencial zeta dos nanoplexos preparados nas diferentes propor¢des massa com pDNA. Os
resultados provém de medicGes em triplicado, independentes, e encontram-se representados como a
média + desvio-padrdo, em mV.

1.2.2. Eletroforese em gel de agarose
A eletroforese é das principais técnicas para a separacao de proteinas ou acidos

nucleicos. Esta descreve a migracdo e separacao de particulas carregadas (iGes) sob
influéncia de um campo elétrico. A separacao das particulas idnicas resulta de diferencas
nas suas velocidades de migracdo, que é o produto da velocidade da mobilidade da
particula e intensidade do campo. Essa mobilidade da particula é determinada pelo
tamanho, forma e carga das particulas, a uma temperatura constante.?!?

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 comparagado. Para auxiliar na corrida como eletrélitos, proteger o DNA da
inibicdo de nucleases e ajustar o valor de pH, foi utilizado o tamp3o TAE.21%212

Analisando os géis obtidos, Figura 34, verificou-se que o pDNA sofreu compactagao
desde o N/P10 do mix1, resultando na retencdo dos complexos CDs/PEI/pDNA nos
pocos. No caso do mix4, observou-se desde o N/P mais baixo (N/P2,5) uma migracdo da
banda para o sentido oposto. Uma vez que no mix4 existe quatro vezes mais PEl que os
CDs, os complexos migraram no sentido oposto devido ao aumento de cargas positivas
e consequentemente a alteracdo da propria carga dos complexos, factos também
corroborados pelos resultados do potencial zeta (Figura 33). Como também essa

distancia de migracdo em sentido contrario (ascendente) aumenta com as razdes N/P
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isto indica que estes complexos, além de apresentarem carga positiva, formaram
complexos com tamanhos mais pequenos, permitindo-os sair dos pogos do gel. Como
controlo deste ensaio, complexos preparados com PEI/pDNA, preparados a uma razido
de N/P2,5 e N/P5 pelo que ndo se pode afirmar com tanta certeza a maxima
neutralizacdo visto que ndo se consegue ver com clareza as bandas retidas no poco,
podendo representar um problema de pouca amostra no poco. Kim et al.?'* mostrou que
os complexos formados com o PEI (CDs/PEl e Au/PEl) tinham uma boa capacidade de
complexacdo com o pDNA devido as suas interacdes de carga, do que os compostos
sozinhos (CDs e Au). Assim, para validar a certeza destes resultados, foi realizado outro

€nsaio, o ensaio Picogreen®.

Figura 34. Eletroforese em gel de agarose 1% referente as diferentes propor¢des do nanoplexo CDs/PEl e
diferentes razdes N/P (Ladder-Gene Ruler 1kb DNA).

1.2.3. Ensaio do PicoGreen®
O ensaio do PicoGreen® permite-nos identificar em que propor¢des o pDNA se

encontra compactado. Quanto menor a intensidade de fluorescéncia, mais compacto
esta o pDNA porque o reagente Picogreen® ndo se consegue ligar ao pDNA e ndo produz
fluorescéncia.?!* Neste ensaio, foram escolhidas trés razdes N/P de cada mix analisadas
anteriormente (N/P7,5, N/P10 e N/P15). Através da observacdo da Figura 35, verifica-se

gue logo que se adiciona o PEl, o pDNA comeca a complexar. Com o aumento de PEl na
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solucdo verifico que hd uma pequena perda da capacidade de complexacdo, ndo sendo
muito significativa. Também pode afirmar-se que o mix4 apresenta menor compactagao
do pDNA comparando com os outros dois mix em estudo, o que corrobora os resultados
obtidos na eletroforese. Por ultimo pode afirmar-se que o nanoplexo CDs/PEI condensa
melhor o pDNA quando comparado com o PEl isolado. Assim, o poliplexos desenvolvido

(CDs/PEI/pDNA) parece formar um sistema étimo e pronto para testar a transfegdo.
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Figura 35. Ensaio Picogreen® referente as diferentes proporgGes massa entre CDs e PEl, realizado em
triplicado (n=3). Os resultados encontram-se representados como a média * desvio-padrdo, em %.
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2. Estudos in vitro de viabilidade celular e de entrega da
ulas HEK293T e

proteina verde fluorescente (EGFP), em cé
hMSCs, utilizando os nanoplexos CDs/PEI

2.1. Estudo da atividade metabdlica e transfecdo em HEK 293T — Ensaio
da atividade metabdlica através da resazurina e expressao de EGFP
por microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo

O ensaio da resazurina é um método fluorimétrico que pretende avaliar a atividade
metabdlica das células, uma medida indireta da viabilidade celular. A quantidade de
resazurina reduzida a resorufina é diretamente proporcional a atividade metabdlica das
células, uma medida indireta da quantidade de células vidveis.**3

Na Figura 36, podemos observar a percentagem de atividade metabdlica das células
HEK293T quando expostas as diferentes propor¢des dos complexos em estudo
considerando como controlo, as células expostas a PBS, solvente utilizado para a
preparagdao dos complexos.

Com este ensaio verifica-se que as células expostas ao poliplexo CDs/PEI/pDNA
apresentam uma maior atividade metabdlica do que nas células expostas ao nanoplexo
PEI/ pDNA, resultados que est3o de acordo com Wang et al.8% onde é demonstrado que
o nanoplexo PEI/pDNA resulta numa menor atividade metabdlica quando comparado
com o poliplexo formado pelo PEI/PEG/pDNA. Verifica-se, igualmente, que quanto maior
propor¢do de PElI nos mix CDs/PEl, caso do mix4, resulta numa menor atividade
metabdlica. Também é possivel observar que ha uma tendéncia na diminuicdao da
atividade metabdlica com o aumento da razdo N/P (maior quantidade de mix em relagdo
a quantidade de pDNA), bem evidente nas condicdes de mix4 e PEI. Esta tendéncia ndo
se verifica muito ao nivel dos mix1 e mix2, pelo que a propor¢ao de PEIl nestes mix é
inferior, revelando que este polimero é responsavel pelos efeitos citotdxicos dos

complexos, devido a sua carga catiénica.l®®
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Figura 36. Percentagem de atividade metabdlica das células HEK293T expostas 48h a diferentes complexos
CDs/PEI/pDNA e PEI/pDNA. Os resultados apresentados sdo referentes a dois ensaios realizados nas
mesmas condi¢es, em dias diferentes. Cada ensaio foi realizado numa placa de 96 pogos com 8 réplicas
para cada proporg¢do (n=16). Os resultados encontram-se representados como a média + desvio-padrao,
em %.

Apds 48h de exposicdo das células aos nanoplexos, foi avaliada a transfecao através
do microscépio confocal para a visualizacdo da fluorescéncia emitida pelas células a
expressarem EGFP. A Figura 37 mostra imagens da fluorescéncia das células HEK293T,

apos 48h de transfecao.

N/P2,5 N/P5 N/P7,5 N/P10 N/P15 N/P20

h | | ‘ --

Figura 37. Imagens do microscépio 6tico de HEK293T vivas apds 48h expostas aos nanoplexos CDs/PEl
(mix1, mix2 e mix4), a diferentes razées N/P. Escala 100um.
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Comparando as imagens de fluorescéncia obtidas nos diferentes mix verifica-se a
presenca de uma maior quantidade de células com emissao de fluorescéncia verde, ou
seja, com expressdao de EGFP, nas células transfetadas com o mix4 de nanoplexos
CDs/PEL. Isto é atribuido ao facto de este mix4, além de resultar em complexos com
tamanho hidrodindmico inferior a 100nm, serem os Unicos complexos com carga
superficial (potencial zeta) positivo, permitindo a sua interagdao mais eficiente com a
membrana celular e, segundo Pandey et al.1%8, com os complexos preparados com PEI,
este possui uma boa capacidade de formar complexos com o pDNA notando-se numa
alta eficiéncia de transfecdo. Também é possivel verificar que para N/Ps mais altos (maior
quantidade de mix CDs/PEIl para pDNA), maior a quantidade de células com emissdo de
fluorescéncia EGFP. No entanto, verifica-se a existéncia de menor nimero de células com
o aumento da razdo N/P, o que corrobora os resultados anteriormente obtidos nos
ensaios da atividade metabdlica. Esta situagcdo também ocorre, igualmente, com o PEI
verificando-se uma diminuicdo significativa de atividade metabdlica para NPs mais altos,
e que esta de acordo com varios estudos reportados na literatura. Por ultimo, nos mix1
e 2, é visivel alguma transfecdo, embora se verifigue uma intensidade de fluorescéncia

mais baixa.

A citometria de fluxo é uma técnica que permite obter informacdo sobre particulas
em suspensao através de um laser como fonte de luz. A partir desta técnica é possivel
tirar conclusdes do numero e complexidade das particulas em suspensdo, assim como a
medicdo da intensidade de fluorescéncia de proteinas fluorescentes presentes na
amostra, como a EGFPp.21>216

Os resultados apresentados na Figura 38 referem-se a quantificacdo, através de
citometria de fluxo, da fluorescéncia de EGFP nas células HEK293T, 48h apds a
transfecdo. Verifica-se que a intensidade de fluorescéncia é baixa para os mix1 e mix2,
enguanto esta intensidade de fluorescéncia é superior nas células transfetadas com o
mix4 de CDs/PEI, e esta aumenta com a razdo N/P (quantidade de complexo CDs/PEIl
para pDNA). Relativamente as células transfetadas com os complexos de PEl, a
intensidade de fluorescéncia é maior, sendo maxima para o N/P7,5. Estes resultados vdo

de encontro com as imagens de fluorescéncia apresentadas anteriormente (Figura 37).
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Figura 38. Resultados de citometria de fluxo em intensidade de fluorescéncia da EGFP (u.a.) das HEK293T
expostas 48h a diferentes propor¢des dos nanoplexos CDs/PEI (mix1, 2 e 4) e PEl, a diferentes razdes N/P.
Os resultados provém de medi¢des em quadruplicado, independentes, e encontram-se representados
como a média + desvio-padrao, em u.a..

2.2. Estudo da expressdo do gene da luciferase em HEK 293T
O ensaio da luciferase é um ensaio bioquimico em que é utilizado o gene responsavel

pela expressdo da luciferase, como um gene repérter, para medir a atividade desta
enzima pela detecdo da luz que é emitida durante a reagao. A quantidade de atividade
enzimatica desta enzima serd proporcional ao nivel de expressio do gene e,
consequentemente, medida da eficiéncia de transfecdo. Esta enzima catalisa uma reacao
de bioluminescéncia, em que envolve a transferéncia de energia do ATP para o substrato
luciferina que é oxidada dando origem a oxiluciferina, com libertacdo de AMP, CO; e
luz.2’

Normalizando os valores da luciferase (Anexos - Figura A. 7 e Figura A. 8) com os
obtidos no ensaio de proteina total, obtém-se o grafico 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/PElI mix4 e o PEI. Este resultado

estd de acordo com as imagens obtidas no microscdpio de fluorescéncia, assim como

com os resultados de intensidade de fluorescéncia obtidos na citometria de fluxo.
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Figura 39. Atividade enzimatica da luciferase (RLU/mg proteina) nas células HEK293T expostas 48h a
diferentes proporgdes dos nanoplexos CDs/PEl e PEl, nas diferentes razdes N/P. Os resultados
apresentados sdo referentes a dois ensaios realizados nas mesmas condi¢des, mas em dias diferentes.
Cada ensaio foi realizado numa placa de 96 pogos com 4 réplicas para cada proporc¢ao (n=8). Os resultados
encontram-se representados como a média + desvio-padrdo, em RLU/mg proteina.

2.3. Estudo da atividade metabdlica e transfecao em hMSCs — Ensaio da
atividade metabdlica através da resazurina e expressdao de EGFP por
microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo

Relativamente aos resultados de atividade metabdlica da exposicdo das células
hMSCs aos referidos complexos (Figura 40), verifica-se a mesma tendéncia de
diminuigdo da atividade metabdlica das células nas diferentes condi¢des, com a mesma
tendéncia do poliplexos CDs/PEI/pDNA ser menos citotdxico para as células do que o
nanoplexos PEI/pDNA. Também é possivel observar que a atividade metabdlica sofre
uma diminuicdo com o aumento da proporg¢do de PEl nos complexos CDs/PEI, assim

como com o aumento da razdo N/P.
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Figura 40. Percentagem de atividade metabdlica das células hMSCs expostas 48h a diferentes complexos
CDs/PEI/pDNA e PEI/pDNA. Os resultados apresentados sdo referentes a dois ensaios realizados nas
mesmas condi¢es, em dias diferentes. Cada ensaio foi realizado numa placa de 96 pogos com 8 réplicas
para cada propor¢do (n=16). Os resultados encontram-se representados como a média + desvio-padrdo,
em %.

Apds a andlise dos resultados obtidos neste ensaio pode-se concluir que os
nanoplexos CDs/PEl formados possuem melhor biocompatibilidade do que apenas com
o PEl mesmo a razbes N/P superiores (maior concentracdo de nanoplexos), ndo
induzindo a valores de citotoxicidade elevados, mesmo considerando o mix4. E também
possivel aferir que esta biocompatibilidade diminui com o aumento da massa do PEIl
maioritariamente atribuido a capacidade dos CDs neutralizarem parcialmente a carga
catidnica do PEl. Este resultado vai de encontro com os resultados obtidos por Bu et
al.t’’, que obtiveram uma melhor biocompatibilidade do nanosistema CDs/PEl que

apenas no PEI.

As imagens da Figura 41, dizem respeito a células hMSCs, com fluorescéncia, 48h

apos a transfecdo com diferentes nanoplexos.
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Figura 41. Imagens do microscopio 6tico de hMSCs vivas apds 48h expostas aos nanoplexos CDs/PEI (mix1,
mix2 e mix4), a diferentes razdes N/P. Escala=100um.

Observando as imagens verifica-se que a proporcdo de nanoplexos CDs/PEIl que
produz maior fluorescéncia é o mix1, verificando que nas outras duas propor¢ées (mix2
e mix4) a fluorescéncia é um pouco menor, apresentando este mix1 também uma boa
percentagem de taxa metabdlica. Com o aumento da razdo N/P verifica-se uma pequena
diminuicdo da percentagem de atividade metabdlica. No caso do PEl, é possivel observar
alguma fluorescéncia, no entanto, ndo muito evidente. Ao comparar estes resultados,
das hMSCS, com os obtidos nas HEK293T constata-se que a eficiéncia de transfe¢do das

hMSCs é mais baixa, como reportado por Santos et al.®2.

Os resultados apresentados na Figura 42 referem-se a quantificacdo, através de
citometria de fluxo, da fluorescéncia de EGFP nas células hMSCs, 48h apds a transfecao
com os diferentes complexos. Verifica-se que a intensidade de fluorescéncia aumenta,
com o aumento dos nanoplexos CDs/PEI assim como com o aumento da razdo N/P, a
excecdo do mix4 em N/Ps mais altos. Verifica-se que a intensidade de fluorescéncia de
hMSCs mantém-se estavel em todas as condicdes de CDs/PElI (mix1, 2 e 4), sendo
ligeiramente inferior nas razées N/P mais altas do mix4. Relativamente aos complexos
de PEl, a intensidade de fluorescéncia é muito superior para a razdo N/P5. Estes
resultados ndo estdo de acordo com as imagens obtidas no microscépio de

fluorescéncia. Isto pode dever-se ao dificil manuseamento das hMSCs. Durante a
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elaboracdo deste método, algumas hMSCs podem ter aderido nos pocos interferindo na

leitura de fluorescéncia pelo citémetro.
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Figura 42. Resultados de citometria de fluxo em intensidade de fluorescéncia da EGFP (u.a.) das hMSCs
expostas 48h a diferentes proporg¢ées dos nanoplexos em estudo e razdes N/P. Os resultados provém de
medi¢cdes em quadruplicado, independentes, e encontram-se representados como a média + desvio-
padrdo, em u.a..

2.4. Estudo da expressdo do gene da luciferase em hMSCs
A Figura 43, refere-se aos resultados da atividade enzimatica da luciferase nas células

hMSC. Estes resultados, a semelhanga dos resultados da expressao de EGFP nas hMSC,
mostram muita variabilidade entre as réplicas dentro da mesma condicdo e entre
experiéncias. Comparando os resultados obtidos nas HEK293T, as hMSCs apresentam

muito menor eficiéncia de transfecao.
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Figura 43. Atividade enzimatica da luciferase (RLU/mg proteina) das hMSCs expostas 48h a diferentes
propor¢des dos nanoplexos CDs/PEl e PEI, nas diferentes razées N/P. Os resultados apresentados sido
referentes a dois ensaios realizados nas mesmas condi¢cdes, mas em dias diferentes. Cada ensaio foi
realizado numa placa de 96 pogos com 4 réplicas para cada proporc¢do (n=8). Os resultados encontram-se

representados como a média * desvio-padrdo, em RLU/mg proteina.

Considerando os resultados de EGFP (microscopia e citometria) e Luciferase, verifica-

se que a transfecdo das células hMSC com os complexos preparados neste trabalho ndo

¢é elevada, como era esperado e muito reportado na literatura. No entanto, considerou-

se que a transfecdo destas células com os CDs/PEI, utilizando um vetor com gene

codificante de BMP-2, a sua expressao a niveis baixos poderia ser suficiente para induzir

toda a cadeia de expressdo génica e fatores de transcricdio necessdrios para a

diferenciacdao 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/PEIl para inducdo da diferenciacdo osteogénica

3.1. Estudo da diferenciacao osteogénica
Para estes estudos, as células foram cultivadas de acordo com Gongalves et al.?!8,

utilizando uma passagem de P2 a P3, uma vez que, segundo a literatura, as capacidades

de diferenciacdo das MSCs comecam a diminuir a partir da passagem 6.1

3.2. Avaliacdo da atividade metabdlica
A avaliacdo da atividade metabdlica das células é medida através do ensaio da

reducdo da resazurina em resorufina, que possui fluorescéncia. No caso de avaliar a
atividade metabdlica durante a diferenciacdo osteogénica, foram efetuadas trés
medicoes distintas e independentes, aos 7, 14 e 21 dias, Figura 44.

Verifica-se que no controlo ndo houve aumento da atividade metabdlica ao longo
dos dias, contrariando o esperado, uma vez que normalmente as células encontram-se
em proliferacdo celular ao longo do tempo e consequentemente apresenta mais
atividade metabdlica. Assim, é provavel que estas células a analisar neste ensaio se
encontrem numa fase mais estacionaria.

Ao observar o controlo positivo (DEXA), verifica-se uma percentagem de atividade
metabdlica significativamente maior desde o primeiro dia de medicdo (dia 7) até ao
ultimo (dia 21) comparando com o controlo de células. Este resultado propde que as
células entraram em diferenciacdo celular com a adicdo da DEXA, uma vez que o
processo de diferenciacao celular é desencadeado por diversas vias que incluem varias
moléculas sinalizadoras, ativando metabolicamente as células.3821°

Relativamente as condi¢des em estudo, verifica-se que a percentagem de atividade
metabdlica no dia 7 é mais baixa em comparagcao 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 comecam a perder a sua atividade metabdlica,
devido a alguma citotoxicidade do nanosistema (aumentando a citotoxicidade com o
aumento do PEl no nanocomplexo, resultado corroborado com o obtido na medicao
apos 48h de transfecdo), mas ao longo do tempo as células que ndo foram afetadas

comecam a se diferenciar devido a presenca de BMP-2 transfetada, juntamente com os
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precursores de diferenciacdo, B-GP e dacido ascérbico, adicionados trés vezes por
semana. Este resultado reflete-se no aumento significativo de atividade metabdlica ao

longo dos trés dias testados, sendo mais evidente no mix4.
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Figura 44. Percentagem de atividade metabdlica das hMSCs expostas durante 48h aos poliplexos
CDs/PEI/pDNA. Os resultados apresentados sdo referentes a trés medic¢bes dos trés dias de diferenciagio
(7,14 e 21 dias). Cada ensaio foi realizado numa placa de 96 pogos com 4 réplicas para cada proporg¢ado
(n=4). Controlo — Células; Controlo positivo — DEXA; Controlos negativos — propor¢des sem pDNA. Os
resultados encontram-se representados como a média + desvio-padrao, em %.

3.3.  Avaliagdo histoquimica — Ensaios qualitativos
A Figura 45, Figura 46 e Figura 47, mostram a coloracdo da atividade de ALP, a

coloracdo de depésitos de calcio e coloracdo de depdsitos de fosfato, respetivamente,
das culturas tratadas com diferentes razées de poliplexos CDs/PEI/pDNA. As células

positivas para a presenca de ALP apresentam coloracdo amarela/acastanhada??®

, para a
coloracdo de depdsitos de calcio apresentam coloracdo vermelha®? e os depdsitos de
fosfato apresentam coloracdo preta?®?. Na Figura 45, verifica-se logo que o controlo
positivo (DEXA) apresenta depdsitos de ALP mais visiveis e de maiores dimensdes do que
nas outras condi¢cdes. Como era de esperar, no controlo negativo ndo ha evidéncia de
nenhuma alteracdo na cultura. Relativamente as células expostas aos complexos
CDs/PEI/pDNA, verifica-se uma quantidade mais significativa de depdsitos corados aos
7 e 14 dias do que aos 21 dias. Sendo a ALP um marcador precoce de diferenciacdo

osteoblastica®® é passivel de aferir que a entrega do pDNA codificante de BMP-2

desencadeou o processo de diferenciacao.
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Em relacdo as coloragGes de depdsitos de cdlcio (Figura 46) e de depdsitos de fosfato
(Figura 47), é visivel alguns depdsitos de calcio e fosfato aos 7 dias que vai aumentando
ao longo dos dias 14 e 21. Também é visivel alguma modificacdo morfoldgica das células
ao longo do tempo, apresentando-se mais alongadas e com a formagao de uma matriz
celular. No entanto, comparando com os resultados positivos, estes ndo sdo muito
significativos.

O controlo positivo (DEXA), é o que apresenta uma coloracdo mais visivel para os trés
ensaios histoquimicos e morfologicamente as células apresentam-se mais alongadas. E
possivel visualizar claramente os depdsitos de calcio apds 21 dias em cultura, assim
como apresenta mais formacdo de depdsitos de fosfato, através dos nddulos de
mineralizacdo que é caracteristico de uma diferencia¢do acentuada das células.??! De
facto, os resultados obtidos neste controlo positivo levam a conclusao de que a DEXA
induz a maturacdo dos osteoblastos e o crescimento celular. Uma vez que as células
cultivadas na presenca deste indutor e com os precursores de diferenciacdo (pB-
glicerofosfato e acido ascérbico) apresentam coloragdo positiva para ALP, depdsitos de
calcio e fosfato, assim como apresenta uma atividade de ALP aumentada ja nos primeiros
dias.???

Os suplementos B-GP e acido ascérbico utilizados para as células foram necessarios
para promover a mineralizacdo da matriz. Sordi et al.>® comprovaram que as células
mesmo sendo tratadas com DEXA, sem estes precursores, ndo demonstraram
capacidade de mineralizacdo da matriz extracelular. Como referido no Capitulo |, o acido
ascorbico tem a capacidade de promover o aumento na secrecao da maioria dos fatores
envolvidos no desenvolvimento e crescimento do tecido dsseo e, desta forma, aumentar
o potencial de diferenciacdo osteogénico.”® O B-GP, fornece uma fonte de fosfato

organico para mineralizagdo da matriz extracelular in vitro.>®
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Figura 45. Coloragdo para detegdo de atividade de ALP na matriz extracelular, nos dias 7, 14 e 21. As
hMSCs foram transfetadas com BMP-2 através do nanoplexos CDs/PEIl. O meio foi mudado a cada dois dias
repondo os precursores osteogénicos (acido ascorbico e B-glicerofosfato) em todas as condigdes. 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 100um.
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Figura 46. Coloragdo de alizarina vermelho para detegdo de depdsitos de calcio na matriz extracelular, nos
dias 7, 14 e 21. As hMSCs foram transfetadas com BMP-2 através do nanoplexos CDs/PEl. O meio foi
mudado a cada dois dias repondo os precursores osteogénicos (acido ascérbico e B-glicerofosfato) em
todas as condigdes. Controlo positivo — Células expostas aos precursores e ao indutor (DEXA); controlo
negativo — células expostas aos precursores, aos hanoplexos CDs/PEI mas sem o pBMP2. Escala 100um.
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Figura 47. Coloragao de von Kossa para detegdo de depdsitos 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 (acido ascorbico e B-glicerofosfato) em todas as
condi¢Ges. 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 100um.
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3.4. Avaliacao bioquimica — Ensaios quantitativos

eAtividade da fosfatase alcalina (ALP)

A Figura 48 mostra a atividade de ALP em nm/min/mg de proteina. 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 comeca a diminuir. Este
facto prova que a ALP é um marcador precoce de diferenciacdo osteobldstica.”® No
entanto, a quantificacdo da atividade da ALP demonstra-se ndo conclusiva, devido a
variacdo entre réplicas em algumas condices. Isto pode explicar os resultados
histoquimicos, onde ndo é visivel uma clara e proeminente presenca dos depdsitos de
calcio/fosfato e atividade de ALP como no controlo positivo de DEXA, no entanto,
apresentam algumas diferencas em relacdo ao controlo negativo. Aparentemente,
parece haver uma tendéncia de menor atividade da ALP nas células expostas ao

complexo CDs/PEI mix4.
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Figura 48. Atividade de ALP (nmol/min/mg proteina) das hMSCs, expostas 48h a diferentes proporg¢des de
nanoplexos CDs/PEl. Os resultados apresentados sdo referentes a trés medi¢cdes dos trés dias de
diferenciagdo (7,14 e 21 dias). Cada ensaio foi realizado numa placa de 96 pogos com 3 réplicas para cada
proporc¢do (n=3). Controlo — Células; Controlo positivo — DEXA; Controlos negativos — propor¢des sem
pDNA. Os resultados encontram-se representados como a média + desvio-padrao, em %.
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As células expostas aos poliplexos foram capazes de entrar em processo de
diferenciagdo porque apresentaram a atividade de ALP aumentada logo no inicio
(confirmada tanto pelos testes histoquimicos como pela quantificacdo de ALP). Também
podemos verificar através da atividade metabdlica, da morfologia celular e presenca de
alguma mineralizacdo, quando comparada com o controlo negativo, que houve alguma
diferenciagdo celular. No entanto, quando comparamos tais resultados com o controlo
positivo pode afirmar-se que os resultados obtidos ndo sdo muito significativos. Assim,
aparentemente houve alguma diferenciacdo, mas nao significativamente visivel que se
possa afirmar tal facto com clareza. Esta experiéncia carece de ser repetida, com uma

guantidade maior de réplicas, para se retirar conclusdes com mais certeza.
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Conclusdo e perspetivas futuras

A terapia génica é uma técnica versatil e cada vez mais em exponencial crescimento
devido a possibilidade de tratar, ou até mesmo curar, doencgas genéticas que antes eram
consideradas incurdveis. Ao introduzir, modificar ou substituir genes defeituosos
diretamente nas células dos pacientes, permite corrigir as causas subjacentes de
determinadas doengas. 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 especificos e
menos invasivos.

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo final desenvolver um nanosistema a
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 diferenciacdo
osteogénica.

Através da caraterizacdo realizada verificamos que a sintese dos CDs foi bem
sucedida, assim como a interag¢do entre os CDs e o PEIl, formando um nanoplexos CDs/PEI
através da interacdo eletrostatica. Estes nanoplexos formados apresentavam-se com um
tamanho hidrodinamico 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 compactacdo e neutralizacdo completa para o mix1 e mix2,
enguanto para o mix4, houve uma compacta¢ao e neutralizagdo mais baixa formando
complexos com o pDNA mais positivos.

Apds os estudos de caraterizacao dos poliplexos, seguiram-se os ensaios in vitro com
a exposicdo de células HEK293T e hMSCs aos diferentes poliplexos em estudo utilizando
como DNA o pEGFPLuc, para avaliar a citotoxicidade dos poliplexos e a transfecdao. A
citotoxicidade mostrou ser maior em proporcdes de CDs/PEIl e razdes N/P elevadas,
assim como mostrou ser um pouco maior para as hMSCs do que para as HEK293T. Os
estudos de transfecdo mostraram que realmente as células HEK293T tém maior
facilidade de serem transfetadas verificando-se logo a transfecdo desde as primeiras
proporc¢des de CDs/PEI e razGes N/P, assim como valores mais altos na intensidade de
fluorescéncia e atividade da enzima luciferase. No entanto, também foi conseguida

alguma transfe¢do nas hMSCs mostrando uma maior fluorescéncia para o N/P10, N/P15

Pagina | 93



e N/P20 do mix1. Tendo em conta este facto, para as HEK293T obteve-se melhor
transfecdo no mix4 para N/P5, N/P7,5 e N/P10 com atividade metabdlica de 85%, 82% e
76% respetivamente, e para as hMSCs, obteve-se melhor transfecdo no mix1 para
N/P7,5, N/P10 e N/P15 com atividade metabdlica de 86%, 81% e 89%, respetivamente.

Por ultimo, foram realizados os estudos de diferenciacdo osteogénica aos 7, 14 e 21
dias, tendo um indutor de diferenciagcdo osteogénica (DEXA) como controlo positivo.
Estes estudos mostraram que se obteve transfecio do pBMP2 com os nanoplexos
CDs/PEl em estudo onde, houve um aumento da atividade metabdlica ao longo do
tempo e em relagdo ao controlo de células, propondo a ocorréncia da diferenciagao
celular. Aparentemente, ocorreu uma expressao inicial da BMP-2, suficiente para
aumentar a atividade metabdlica celular e expressar a ALP no periodo inicial da
diferenciacdo (7 dias). No entanto, mais estudos teriam de ser realizados para se poder
identificar com mais clareza a formacgdo de depdsitos de célcio/fosfato nos estagios mais
tardios.

De uma perspetiva futura, alguns ensaios teriam de ser otimizados e repetidos com
o objetivo de se determinar com mais certeza a propor¢do ideal e posteriormente passar
para a parte da diferenciacdo osteogénica. Os resultados obtidos neste ultimo ponto
foram preliminares, pelo que, para uma melhor eficacia e confirmacao 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 informacdo mais detalhada
ao nivel da expressdo dos genes carateristicos de cada fase da diferenciacdo e
microscopia eletrénica de varrimento (Scanning Electron Microscope, SEM) para se obter

uma imagem tridimensional dos depdsitos existentes.
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ANEXOS
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Figura A. 1. Percentagem (%) de intensidade dos nanoplexos CDs/PEl, assim como estes individualmente,
determinados por DLS. Os resultados provém de medi¢des em triplicado, independentes (n=3).
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Figura A. 2. Percentagem (%) de volume dos nanoplexos CDs/PEl, assim como estes individualmente,
determinados por DLS. Os resultados provém de medi¢des em triplicado, independentes (n=3).
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Figura A. 3. Percentagem (%) do numero dos nanoplexos CDs/PEI, assim como estes individualmente,
determinados por DLS. Os resultados provém de medigdes em triplicado, independentes (n=3).
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Figura A. 4. Percentagem (%) de volume dos nanoplexos com o pDNA, assim como dos CDs e PEI
individualmente, determinados por DLS. Os resultados provém de medi¢des em triplicado,

independentes (n=3).
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Figura A. 5. Percentagem (%) de nimero dos nanoplexos com o pDNA, assim como dos CDs e PEI
individualmente, determinados por DLS. Os resultados provém de medigdes em triplicado,

independentes (n=3).
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Figura A. 6. Reta padrao obtida pela construgdo do grafico das absorvancias do BSA vs concentragdo de
BSA (ug/uL).
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Figura A. 7. Avaliagdo da atividade da luciferase, nas células HEK293T, dos nanoplexos CDs/PEl em

estudo, a diferentes razdes N/P.
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luciferase, nas hMSCs, dos nanoplexos CDs/PEl em estudo, a
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Figura A. 9. Reta padrao obtida pela construgao do grafico das absorvancia do ALP vs atividade de ALP
(nmol).
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Figura A. 10. Reta de calibragao obtida pela construgao do gréfico das absorvancias do BSA vs
concentragdo de BSA (ug/ul).
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