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Resumo 
 

A cartilagem articular é constituída por matriz extracelular e condrócitos, sendo 

ancorada no osso subcondral. O seu principal problema é a limitada capacidade de reparação 

relacionada com a sua falta de vascularização. Embora tenham sido testadas diversas 

metodologias para o tratamento da degeneração da cartilagem, a sua incompleta eficácia, bem 

como complicações associadas, torna necessário e urgente o desenvolvimento de novas técnicas 

para essa finalidade. Assim, a nanotecnologia apresenta-se como ferramenta com potencial 

aplicação no tratamento da cartilagem, nomeadamente pelo uso de nanopartículas capazes de 

transportar moléculas bioativas. Sendo o colagénio o principal constituinte da matriz 

extracelular cartilaginosa, o uso de colagénio proveniente de várias fontes, como organismos 

marinhos, tem sido investigado para regeneração cartilaginosa, dada a sua potencial 

biocompatibilidade.  

Nesta tese de Mestrado são apresentados resultados preliminares relativamente à 

preparação de nanopartículas de colagénio de alforreca e tubarão azul visando sua futura 

aplicação como transportadores de fatores de crescimento para engenharia de tecido 

cartilaginoso. A preparação dessas nanopartículas foi otimizada, sendo estas caracterizadas por 

Espalhamento Dinâmico da Luz, medição de potencial Zeta e Microscopia Eletrónica de 

Transmissão. Posteriormente, realizaram-se ensaios de viabilidade e diferenciação celular com 

células estaminais mesenquimais humanas após exposição às nanopartículas de colagénio de 

ambas fontes. A diferenciação celular foi estudada por métodos histoquímicos e avaliação da 

expressão génica usando a técnica de RT-qPCR.  

As partículas sintetizadas com colagénio de alforreca e tubarão azul apresentaram 

diâmetros hidrodinâmicos de, respetivamente, 453 ± 23 nm e 634 ± 18 nm. No entanto, na 

análise feita às partículas de colagénio de tubarão por microscopia de transmissão (amostras 

desidratadas), verificou-se que estas tinham forma elíptica e dimensões na gama 200-300 nm 

(eixo maior). Ambos os tipos de nanopartículas apresentaram potencial Zeta negativo e boa 

citocompatibilidade. Por outro lado, a presença das nanopartículas pareceu não afetar a 

diferenciação condroblástica das hMSCs.  
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Abstract 

 

Articular cartilage consists of an extracellular matrix and chondrocytes, anchored in 

the subchondral bone. Its main problem is the limited repair capacity due to the lack of 

vascularization. Although several methodologies for the treatment of cartilage degeneration 

have been tested, their incomplete efficacy, as well as the complications associated, make it 

necessary and urgent to develop new techniques for this purpose. Therefore, nanotechnology 

presents itself as a tool with potential application in the treatment of cartilage, namely by the 

use of nanoparticles capable of transporting bioactive molecules. As collagen is the main 

constituent of cartilaginous extracellular matrix, the use of collagen from various sources, 

including marine organisms, has been investigated for cartilaginous regeneration, given its 

potential biocompatibility.  

In this Master thesis, preliminary results are presented regarding the preparation of 

jellyfish and blue shark collagen nanoparticles having in view their possible application as 

vehicles for the transport of growth factors in cartilage tissue engineering. The preparation of 

these nanoparticles has been optimized and they were characterized by Dynamic Light 

Scattering, Zeta potential measurement and Transmission Electron Microscopy. Subsequently, 

cell viability and differentiation assays were performed using human mesenchymal stem cells 

after exposure to jellyfish and blue shark collagen nanoparticles. Cell differentiation was studied 

by histochemical methods and gene expression using RT-qPCR.  

The particles synthesized with jellyfish and blue shark collagen had hydrodynamic 

diameters of 453 ± 189 nm and 634 ± 81 nm, respectively. However, transmission microscopy 

analysis of shark collagen particles (dehydrated samples) showed that they were elliptical in 

shape and dimensions in the range 200-300 nm (long axis). Both types of nanoparticles showed 

negative Zeta potential and good cytocompatibility. On the other hand, the presence of 

nanoparticles did not seem to affect the chondroblastic differentiation of hMSCs. 
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1. Introdução 

 

1.1 Cartilagem 

 

A cartilagem é um tipo de tecido conjuntivo com origem mesenquimal, caracterizado 

por ser avascular, aneural e alinfático [1,2]. É encontrada em várias partes do corpo, 

apresentando como funções principais a manutenção da forma, a sustentação dos tecidos 

moles, o suporte mecânico e o revestimento das superfícies articulares. Essas características 

permitem a absorção de colisões e contribuem para o deslizamento dos ossos nas articulações 

[3,4]. A cartilagem está presente na parede da traqueia, nas vias aéreas de maior calibre, na 

laringe, epiglote, nariz e trompas de Eustáquio, bem como nas costelas, externo, discos 

intervertebrais, sínfise púbica e articulações (Figura 1-a) [5]. 

 

 

 

 

Figura 1 – (a) Localização anatómica da cartilagem. (b) (c) (d) Tipos de cartilagem. Adaptado da referência [3]. 
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1.2 Composição da cartilagem 

 

A cartilagem é formada por células denominadas condrócitos e por uma matriz 

extracelular (MEC) densa que ocupa 95% do volume da cartilagem. Os condrócitos participam 

ativamente na produção, manutenção e reparação da matriz, estando localizados em cavidades 

aí existentes chamadas de lacunas [6,7].  

As funções do tecido cartilaginoso dependem essencialmente da estrutura da MEC que 

é composta maioritariamente por água (70%), colagénios (principalmente tipo II, 70% do peso 

seco) e proteoglicanos (20% do peso seco). Desses 20% de proteoglicanos, 90% representam 

moléculas altamente carregadas negativamente, os glicosaminoglicanos (GAGs). O agrecano, 

também um proteoglicano, e o colagénio tipo II são responsáveis pela hidratação da cartilagem, 

bem como pela resistência à compressão e à deformação nas articulações [8–10]. As longas 

cadeias de ácido hialurónico (HA), existentes por toda a matriz, têm a finalidade de conectar 

especificamente o agrecano a proteínas para conseguir prender as moléculas de agrecano no 

interior da MEC. A elastina faz com que a cartilagem possua a flexibilidade adequada [5,11].  

Por ser avascular, a composição da MEC é fundamental para a nutrição e a 

sobrevivência dos condrócitos. O alto teor de GAGs e fibras de colagénio tipo II na MEC 

possibilita a permuta de substâncias e nutrientes entre os capilares presentes no tecido 

conjuntivo adjacente (pericôndrio) e os condrócitos no interior da matriz cartilaginosa, fazendo 

com que o tecido se mantenha viável [6]. O tecido cartilaginoso que recobre a superfície dos 

ossos nas articulações móveis é desprovido de pericôndrio, sendo nutrido por meio do líquido 

sinovial das cavidades articulares [12]. 

 

1.3 Tipos de cartilagem 

 

São conhecidos três tipos de cartilagem: articular, elástica e fibrocartilagem. Os três 

tipos diferem em relação à abundância e distribuição dos tipos de colagénio e proteoglicanos 

que os compõem, originando diferenças no aspeto, propriedades mecânicas e características da 

matriz (Figura 1-b, c, d) [2,5,6,11,12]. 

 

1.3.1 Cartilagem Articular  

 

A cartilagem articular, também conhecida como hialina, dentre as três existentes, é a 

que ocorre com maior predominância no corpo humano (Figura 2) [1,6]. Ela é responsável por 
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fornecer uma superfície de deslizamento de baixa fricção, atuar como amortecedor de choque 

e minimizar os picos de pressões no osso subcondral [4]. É encontrada no nariz, traqueia, 

cartilagem costal e no recobrimento de articulações [1]. É composta por condrócitos e 

condroblastos, além de fibrilas de colagénio tipo II, GAGs, proteoglicanos e glicoproteínas 

multiadesivas. Estas moléculas ajudam a reter água dentro da MEC, sendo importantes na 

manutenção das suas propriedades mecânicas [5,6,12].  

 

A cartilagem articular é dividida em 4 zonas – superficial, intermédia, profunda e 

calcificada (Figura 3). Estas zonas distinguem-se pelo formato dos condrócitos, tipo de colagénio 

e quantidade de proteoglicanos [1,4,6,7]. Na zona superficial da cartilagem articular, os 

condrócitos secretam proteínas lubrificantes e colagénio tipo I. Os condrócitos da zona média 

secretam grandes quantidades de colagénio tipo II e proteoglicanos, pelo que esta zona é 

altamente enriquecida nestas duas moléculas. As duas zonas mais profundas - zona profunda e 

zona calcificada - mostram um arranjo de células e fibras de colagénio que é perpendicular ao 

osso subcondral. Nesta zona, a densidade celular é menor e os poucos condrócitos existentes 

são alongados. Além disso, a zona calcificada também desempenha um papel importante ao 

servir como uma interface entre o osso duro e a cartilagem mole.  

Figura 3 - Diagrama e fotomicrografia da cartilagem hialina. A – Organização da rede de colagénio e condrócitos nas 
várias zonas da cartilagem articular. B – Fotomicrografia da cartilagem articular normal de um adulto. (ZS) superficial, 
(ZI) zona intermediária, (ZP) zona profunda, (ZC) zona calcificada. Adaptado da referência [6]. 

 

Figura 2 - Estrutura geral da cartilagem articular ou hialina corada com H&E. Adaptado da referência [6]. 
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Condrócitos 

 

Os condrócitos têm origem nas células estaminais mesenquimais (MSCs) e variam em 

forma, número e tamanho dependendo da sua localização. Representam 1 a 5% do volume da 

cartilagem articular e são nutridos por difusão através da matriz [4]. São células que se 

diferenciam durante a fase de desenvolvimento, mas que não se dividem em indivíduos adultos 

[7]. Apresentam-se de forma unitária ou agrupados, denominados grupos isógenos. Cada 

condrócito, além de sintetizar matriz cartilaginosa, colagénio, GAGs e proteoglicanos, tem a 

função de estabelecer um microambiente favorável para que o mesmo se mantenha fixo na 

própria matriz, impedindo assim qualquer migração para áreas vizinhas da cartilagem. São 

também considerados células com vidas longas e com baixo potencial para replicação, o que 

contribui para a capacidade limitada de cicatrização da cartilagem quando lesionada [7]. 

 

Matriz extracelular 

 

A MEC da cartilagem articular é altamente hidratada, com fluido tecidual à volta de 65 

a 80% do peso total, proporcionando a difusão de pequenos metabolitos. O colagénio e os 

proteoglicanos correspondem ao resto do peso seco. Também são encontradas em menores 

quantidades outras classes de moléculas na MEC, como lípidos, fosfolípidos, glicoproteínas e 

proteínas não colagénicas [1,6]. 

 

Água  

 

De todos os componentes da cartilagem articular, a água é o que existe em maior 

quantidade, sendo responsável por até 80% do seu peso húmido [4]. Cerca de 30% dessa água 

está relacionada com o espaço intrafibrilar dentro do colagénio, apesar de que uma pequena 

percentagem estar inclusa no espaço intracelular. O fluxo de água entre a cartilagem e a 

superfície articular ajuda na lubrificação, bem como no transporte e distribuição de pequenos 

metabolitos e nutrientes aos condrócitos. Na cartilagem articular, quando a articulação está 

submetida a uma pressão, acontecem variações temporárias no teor de água durante o 

movimento da articulação. A capacidade de conseguir suportar pesos e a resposta a diferentes 

cargas de pressão estão relacionadas com o alto grau de hidratação, bem como com o 

movimento de água na matriz [4,6,13,14]. 
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No decorrer da vida, a cartilagem passa por renovações internas constantes. Essas 

renovações dependem da capacidade dos condrócitos de detetarem e responderem a 

modificações na sua composição. Além disso, a matriz age como transdutor de sinal para os 

condrócitos nela fixados. Consequentemente, são gerados sinais químicos, mecânicos e 

elétricos que auxiliam a direcionar a atividade de síntese dos condrócitos após aplicação de 

pressão sobre a cartilagem. Contudo, com o envelhecimento, há modificação na matriz e os 

condrócitos acabam por perder a capacidade de resposta a esses estímulos [6]. 

 

Colagénio 

 

O colagénio é a principal proteína estrutural na MEC, representando cerca de 60% do 

peso seco da cartilagem. A MEC é formada por 90 a 95% de colagénio tipo II que se apresenta 

em forma de fibrilas e fibras entrelaçadas com agregados de proteoglicanos [4,15,16]. 

Colagénios dos tipos I, IV, V, VI, IX e XI também aí podem ser encontrados em pequenas 

quantidades, auxiliando na formação e estabilização da rede de fibrilas de colagénio tipo II [1]. 

A molécula de colagénio tem cerca de 280 nm de comprimento por 1,5 nm de 

espessura, apresentando cabeça e cauda [6]. Um monómero simples de colagénio consiste em 

três cadeias polipeptídicas denominadas cadeias α. Essas cadeias α entrelaçam-se formando 

uma tripla hélice, alongada e dextrógira, interagindo por pontes de hidrogénio, interações 

intramoleculares de van der Waals e algumas ligações covalentes (Figura 4) [9,17].  

O colagénio apresenta como característica distintiva um arranjo regular de 

aminoácidos em cada uma das três cadeias. A estrutura primária de cada cadeia é formada por 

sequências de aminoácidos que se repetem de glicina (Gly)-X-Y, sendo X e Y, muito 

frequentemente, a prolina (Pro) e a hidroxiprolina (Hyp). Assim, o aminoácido Gly corresponde 

a 1/3 do total de aminoácidos presentes [17,18].  

A glicina possui apenas uma cadeia lateral de hidrogénio, assim facilitando a formação 

da tripla hélice de colagénio, uma vez que permite a proximidade entre cadeias e a sua ligação 

por pontes de hidrogénio [18]. O aminoácido hidroxilisina também é encontrado 

frequentemente no colagénio [6]. Pode-se, então, modificar a prolina e a lisina adicionando 

grupos hidroxilo, para formar a hidroxiprolina e hidroxilisina que estabilizam a tripla hélice pela 

formação de pontes de hidrogénio [1,17,18]. Estas hélices peptídicas agrupam-se formando 

fibras de colagénio que são estabilizadas por reticulação [17]. 

Há diferenças entre as cadeias α que constituem a tripla hélice. Variam em relação ao 

tamanho (de 600 a 3000 aminoácidos), e com isso, podem ser formados vários tipos de 
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colagénio. Atualmente, foram reconhecidos pelo menos 42 tipos de cadeias α codificadas por 

genes distintos e os seus loci mapeados em vários cromossomas diferentes. Presentemente, 

foram categorizados até 29 tipos diferentes de colagénio com base nas combinações das cadeias 

α que eles apresentam [1,17].  

 

Proteoglicanos 

 

Os proteoglicanos são o segundo maior grupo de macromoléculas constituintes da 

MEC, correspondendo a cerca de 10 a 15% do peso húmido. São formados por um núcleo de 

proteína com uma ou mais cadeias de GAGs lineares unidas por ligações covalentes (Figura 5). 

Essas cadeias de GAGs podem conter mais de 100 monossacáridos que se estendem a partir do 

núcleo proteico e que, devido a repulsão de carga, permanecem separados uns dos outros [9]. 

Os proteoglicanos promovem a turgidez da cartilagem e, no caso da cartilagem articular, 

conferem resistência a forças de compressão [19]. A cartilagem articular possui diferentes 

proteoglicanos que são indispensáveis para o funcionamento normal, entre eles, agrecano, 

decorina, biglicano e fibromodulina, sendo o agrecano o mais abundante [1]. 

O agrecano é um proteoglicano de elevado peso molecular (>200.000 kD) com núcleo 

proteico de cerca de 2000 aminoácidos, os quais estão ligados a 100 cadeias de sulfato de 

condroitina, 30 cadeias de sulfato de queratano e 50 cadeias de oligossacáridos [7,9]. O 

Figura 4 - Estrutura do colagénio. (A) Apresenta 3 cadeias α (nesse caso, pró-colagénio Pro-α1, Pro-α1 e Pro-α2) 
contendo os aminoácidos glicina (Gly) e Prolina (Pro) para formar a conformação de tripla hélice. (B) Após sair da 
célula, as regiões C-terminal e N-terminal são removidas por proteases para formar o monómero de colagénio. (C) 
Os monómeros unem-se formando uma microfibrila, que, a seguir, é montada em fibrilas. As junções de várias fibrilas 
formam uma fibra de colagénio completa. Adaptado da referência [9]. 
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agrecano é conhecido pela sua interação não covalente com o HA, o qual forma agregados de 

proteoglicanos via proteínas de ligação [1,6]. A estrutura desses agregados é influenciada pelo 

comprimento do HA, a proporção da proteína de ligação e o grau de processamento do agrecano 

[19]. A resistência à compressão da cartilagem articular está relacionada com as características 

destes agregados. 

  

1.3.2 Cartilagem Elástica 

 

A cartilagem elástica é caracterizada pela presença de condroblastos, condrócitos, 

fibrilas de colagénio tipo II, fibras elásticas, lamelas elásticas e pela existência de elastina na sua 

matriz cartilaginosa (Figura 6). Costuma ser encontrada na orelha externa, nas paredes do 

meato acústico externo, na trompa de Eustáquio e epiglote da laringe. Nesses locais, a 

cartilagem é nutrida pelo pericôndrio que cresce por aposição e apresenta a vantagem de não 

se calcificar durante o processo de envelhecimento, sendo menos sujeita à degeneração 

[6,12,20].  

As fibras elásticas são as maiores estruturas da MEC do tecido conjuntivo e apresentam 

as funções de elasticidade, resistência e flexibilidade em todos os tecidos elásticos [21–25]. 

Geralmente, são mais finas que as fibras colagénicas e formam uma rede tridimensional. 

Encontram-se entrelaçadas com as fibrilas de colagénio, limitando a distensibilidade do tecido 

e evitando o rompimento por estiramento em demasia. A estrutura da matriz elástica varia de 

acordo com os tecidos, sendo a sua função uma consequência da arquitetura, organização e 

composição [20]. As fibras elásticas consistem em dois componentes morfologicamente 

Figura 5 - Estrutura do proteoglicano. À direita, um monómero de proteoglicano e sua ligação à molécula de ácido 
hialurónico. À esquerda, agregados lineares de agrecano e ácido hialurónico entrelaçados entre as fibrilas de 
colagénio. Adaptado da referência [6]. 
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distintos: um núcleo central de elastina e uma rede circundante de microfibrilas de fibrilina 

[20,22,25–27]. 

A elastina é uma proteína insolúvel, pertencente ao grupo de proteínas mais 

hidrofóbicas conhecidas. É considerada o principal componente das fibras elásticas [20,22] e 

tem como precursor a tropoelastina [25]. Nos mamíferos, as fibras elásticas começam a formar-

se durante o período fetal tardio e durante o desenvolvimento pós-natal, sem formação de 

novas fibras elásticas na fase adulta [28]. As fibras elásticas são consideradas estruturas 

celulares não renováveis mas, no caso de ocorrer uma lesão, inicia-se novamente o processo de 

produção da tropoelastina, sendo esta influenciada por fatores exógenos como interleucina-1β 

(IL-1β), fator de necrose tumoral α (TNF-α), fator de crescimento transformador (TGF) e fator de 

crescimento semelhante à insulina-1 (IGF-1) [23]. 

As microfibrilas de fibrilina são um componente importante das fibras elásticas uma 

vez que conferem extensibilidade e contribuem para a deformação elástica dos tecidos. 

Possuem de 10 a 12 nm de diâmetro e encontram-se adjacentes às células produtoras de 

elastina, paralelas ao longo do eixo da fibra em desenvolvimento de elastina [20]. São 

encontradas em tecidos elásticos como aorta, pulmões e também na pele [26,29,30]. São 

também imprescindíveis na homeostase dos tecidos por interagirem com o TGF, proteínas 

morfogenéticas ósseas (BMPs) e com recetores da superfície celular como integrinas e 

sindecanos [26,31]. 

 

1.3.3 Fibrocartilagem 

 

A fibrocartilagem é um tecido avascular e aneural, sendo uma associação entre o 

tecido conjuntivo denso e a cartilagem articular. Está associada a resistência à compressão e 

tensões de corte. É encontrada, principalmente, nos discos intervertebrais, discos articulares 

Figura 6 - Estrutura geral da cartilagem elástica. (seta) fibras elásticas, (ponta de seta) condrócitos. Corado com 
Weigert. Referência [3]. 
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das articulações esternoclavicular e temporomandibular, sínfise púbica, meniscos, complexo 

triangular do punho e locais em que os tendões se inserem nos ossos [5,6]. É composta por 

condrócitos, fibroblastos, grandes quantidades de colagénio tipo I, mas também apresenta 

colagénio tipo II, além de proteoglicanos como agrecano e versicano em menor quantidade [32]. 

Os condrócitos estão espalhados entre as fibras de colagénio, em fileiras alongadas ou 

grupos isógenos e são muito semelhantes aos encontrados na cartilagem articular, mas com 

menor quantidade de matriz circundante (Figura 7) [5,6]. Assim como na cartilagem articular, a 

fibrocartilagem também sintetiza várias moléculas da MEC, não somente durante o 

desenvolvimento do tecido, mas no seu estado diferenciado. Entre essas moléculas estão o 

colagénio, proteoglicanos, proteínas e glicoproteínas não colagénicas que, como um todo, 

influenciam as propriedades físicas da MEC e constituem um reservatório de armazenamento 

de fatores de crescimento [32].   

 

O colagénio da fibrocartilagem pode ser classificado como fibrilar e não fibrilar. Os 

fibrilares incluem os tipos I, II, III, V, e XI e estão associados a 10 cadeias polipeptídicas. Os não 

fibrilares possuem vários subtipos, incluindo os colagénios associados a fibrilas com tripla hélice 

interrompida (FACIT), que ficam na superfície das fibrilas e os colagénios tipo IX, XII, XIV, XVI e 

XIX [32]. Devido à grande quantidade dessas fibras, tanto tipo I quanto tipo II, a MEC apresenta-

se acidófila e esta é caracterizada pela ausência de pericôndrio, sendo nutrida pelo líquido 

sinovial [12]. As quantidades de colagénio podem variar de acordo com a localização da 

fibrocartilagem, o estágio de diferenciação tecidual, bem como a idade do indivíduo [32]. Um 

exemplo dessa variação ocorre nos idosos, onde é predominante a presença de colagénio do 

tipo II devido a atividade metabólica dos condrócitos que estão sempre a produzir e a libertar 

fibrilas de colagénio tipo II na matriz adjacente [6]. 

Figura 7 - Fibrocartilagem corada com H&E, contendo fibras de colagénio (pontas das setas) e condrócitos 
enfileirados (setas). Referência [3]. 
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A MEC da fibrocartilagem é constituída também por agrecano e versicano [6]. O 

agrecano, como na cartilagem articular, está relacionado com a retenção de água na MEC 

durante a compressão. Mas, por possuir propriedades semelhantes a um gel, este pode permitir 

a imobilização de proteínas na MEC ou restringir as suas ações, bloqueando assim a sua 

atividade através de impedimento estérico, proteção de enzimas que degradam a matriz ou 

servir como reservatório para libertação prolongada. O versicano é secretado pelos fibroblastos 

e, tal como o agrecano, liga-se ao HA para formar agregados altamente hidratados, contribuindo 

assim, para o aumento da pressão por absorção de água. O versicano pode também estimular a 

proliferação celular, promover ou inibir a adesão celular e influenciar a forma da célula, 

melhorando a síntese da matriz pericelular [32]. 

  

1.4 Mecanismos de lesões na cartilagem articular 

 

As lesões da cartilagem articular são consequências das forças aplicadas ao tecido. Elas 

diferem na extensão, tipo de dano tecidual e na resposta do tecido à lesão [33]. Para 

compreender os mecanismos das lesões é necessário avaliar como o tipo de força e a sua 

intensidade   afetam a cartilagem articular [34,35]. Sabe-se que a MEC da cartilagem articular é 

formada em grande parte por água, além de colagénio e agrecano. O colagénio é responsável 

por conferir resistência à tração, enquanto que o agrecano dá ao tecido resistência à 

compressão, resistência e durabilidade [10,36]. A aplicação de forças na superfície da articulação 

induz o movimento do fluido na cartilagem articular e essa, por sua vez, amortece e dissemina 

as cargas pela cartilagem e osso subcondral. Se a força for aplicada de modo lento, o movimento 

do fluido possibilita a deformação da cartilagem e uma diminuição da força aplicada na estrutura 

da matriz. Se, pelo contrário, a força for aplicada bruscamente, como um choque inesperado ou 

uma torção, a estrutura da matriz suporta a maior parte da força. Caso a força aplicada seja 

muito intensa, há o rompimento da estrutura da matriz, ocasionando danos celulares e no osso 

subcondral [37]. 

Pode ocorrer uma lesão aguda no interior da cartilagem e na região subcondral da 

cartilagem calcificada sem que a superfície seja atingida [38]. Não se sabe, ainda, qual a 

intensidade e o tipo de força necessários para causar o dano condral e subcondral sem o 

rompimento aparente do tecido [37]. Mas, podem ocorrer alterações na matriz cartilaginosa e 

lesões nos condrócitos caso haja uma carga de impacto maior do que as cargas habituais. De 

facto, foi demonstrado que antes do indício de lesão articular por força de impacto, há uma 

redução dos proteoglicanos e mudanças na sua organização. Essa diminuição de proteoglicanos 
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pode estar relacionada com a diminuição da síntese ou com o aumento da degradação das 

moléculas. A carência considerável de proteoglicanos da matriz faz com que haja uma 

diminuição na rigidez da cartilagem e um aumento da sua permeabilidade. Isto pode ocasionar 

uma carga maior na estrutura restante, ampliando a vulnerabilidade tecidual para novos danos. 

Essas lesões são responsáveis também por outras anormalidades na matriz, tais como: 

deformações da rede fibrilar de colagénio, inchaço da matriz e lesão nos condrócitos [33,38]. 

 

1.5 Principais doenças degenerativas da cartilagem articular 

 

A cartilagem articular é uma estrutura avascular que, quando lesionada, se torna muito 

difícil de regenerar. Isso acontece porque essa lesão é seguida de necrose e não por um processo 

inflamatório como ocorre nos tecidos vascularizados [39]. O baixo potencial de auto-reparação 

da cartilagem articular está relacionado, portanto, com a falta de vasos sanguíneos e a ausência 

de replicação dos condrócitos. Assim sendo, o dano na cartilagem e os processos catabólicos são 

considerados irreversíveis [40]. A cartilagem articular, então, pode passar por várias 

modificações, o que pode levar à diminuição do teor celular e, posteriormente, à degradação da 

MEC e a doenças degenerativas (Figura 8) [40–43]. 

 

1.5.1 Osteoartrite 

 

A osteoartrite (OA) é uma doença degenerativa da cartilagem articular associada 

principalmente ao envelhecimento [44,45], mas também à obesidade [46], traumas, 

inflamações, predisposição genética [47], género, densidade óssea e ao stress contínuo nas 

Figura 8 - Comparação entre uma articulação normal e duas articulações com doenças degenerativas da cartilagem 
articular: osteoartrite e artrite reumatóide. 
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articulações dos joelhos, quadril, ombros, mãos, pés e coluna [48]. Segundo a Organização 

Mundial de Saúde (OMS), estima-se que, mundialmente, 10% dos homens e 18% das mulheres 

acima dos 60 anos apresentem sintomas da doença, sendo que 80% dessas pessoas possuem 

limitação nos movimentos e 25% não consegue realizar tarefas do quotidiano [49]. De acordo 

com um estudo desenvolvido para doenças reumáticas em Portugal, entre 2011 e 2013, 

constatou-se que 24% da população apresenta OA, dentre essas, 12,4% corresponde a OA do 

joelho, 8,7% a OA da anca e 2,9% a OA da mão [50]. Conforme a Organização das Nações Unidas 

(ONU), até 2050, mais de 20% da população mundial será formada por pessoas com idade acima 

de 60 anos. Estimou-se, dentro dessa percentagem, que 15% terão OA sintomática e um terço 

dessas pessoas serão muito incapacitadas. Portanto, até 2050, 130 milhões de pessoas ao redor 

do mundo terão OA, das quais 40 milhões serão severamente incapacitadas pela doença [51].  

As principais características da OA são a degradação da cartilagem articular, 

remodelação do osso subcondral, formação de osteófitos e diferentes graus de inflamação 

sinovial [2,40,48]. Estas características são derivadas do estímulo das cascatas de citocinas e 

produção de mediadores inflamatórios devido ao desequilíbrio metabólico e ao aparecimento 

de moléculas sinalizadoras de degradação na cartilagem [44,45,52]. Pacientes com OA 

apresentam condrócitos e células sinoviais que produzem elevados níveis de citocinas 

inflamatórias, como o TNF-α e a IL-1β. Por esta razão, há um decréscimo na produção de 

colagénio e agrecano [53] e um aumento de mediadores catabólicos como metaloproteinases 

da matriz (MMPs) e outras substâncias inflamatórias como interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 

(IL-8), prostaglandina E2 (PGE2) e óxido nítrico (NO) [54]. Este último é responsável pela 

promoção da apoptose nos condrócitos, pelos processos catabólicos e, consequentemente, pela 

degeneração da MEC. Portanto, o envelhecimento prematuro e a apoptose são condições para 

detetar os condrócitos osteoartríticos [54,55]. 

Por ser um tecido avascular, as primeiras fases da doença são assintomáticas, fazendo 

com que o diagnóstico precoce seja dificultado. Por isso, é comum que os pacientes sejam 

diagnosticados com a doença quando esta se encontra já em fase mais avançada apresentando 

danos articulares extensos e irreparáveis. Os principais sintomas para diagnosticar a OA são: a 

dor intermitente nas articulações, inflamação, rigidez, crepitação, inchaço, perda de movimento 

e função. Muitas vezes, os sintomas estão associados a depressão e a distúrbios do sono que 

contribuem para a incapacidade e a diminuição da qualidade de vida do paciente [55,56]. O 

diagnóstico é feito por meio de exame físico, radiografia, ultrassons, ressonância magnética, 

tomografia computadorizada e artroscopia. No entanto, esses métodos possuem baixa 

sensibilidade e especificidade [55,56]. Atualmente, há um esforço na pesquisa de biomarcadores 
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(no sangue e na urina) para facilitar o diagnóstico precoce e tratamento da OA [57]. Apesar de 

terem sido identificadas algumas variantes genéticas, como o loci 7q22, que contém múltiplos 

genes potenciais (gene do fator de diferenciação de crescimento 5 (GDF5) e o gene da proteína 

frisada (FRZB)), os resultados não foram satisfatórios [58].  

O tratamento para OA deve, então, focar-se em reduzir a dor, a rigidez e melhorar as 

capacidades funcionais, prevenindo também o progresso do dano articular e melhorando a 

qualidade de vida do paciente. Hoje em dia, o tratamento da OA consiste em três tipos: não 

farmacológico, farmacológico e cirúrgico. O tratamento não-farmacológico abrange a prática de 

exercícios físicos de baixo impacto como a caminhada, ciclismo ou natação para aumentar a 

força dos músculos e facilitar a perda de peso para pacientes obesos; fisioterapia para diminuir 

os sintomas e melhorar a amplitude dos movimentos, além de fortalecer e alongar a 

musculatura; uso de joelheiras e órteses para aliviar a dor e melhorar a função no caso da OA 

do joelho, bem como o uso de bengalas e andarilhos. O tratamento farmacológico consiste no 

uso de analgésicos, anti-inflamatórios não esteróides (AINEs) e opióides para o alívio da dor; 

injeção de esteróides por via intra-articular quando os pacientes apresentam uma dor intensa 

com inflamação local; injeção de HA para substituição do líquido sinovial de baixa 

viscoelasticidade. Já o tratamento cirúrgico, como a osteotomia, fusão articular ou a substituição 

da articulação, é indicado quando há dor debilitante, uma limitação maior dos movimentos e 

quando os tratamentos anteriores falham [2,55,56]. É importante salientar que o melhor 

tratamento para a OA, atualmente, é a associação do tratamento farmacológico com o não-

farmacológico, com ênfase no incentivo para a adesão do tratamento não-farmacológico. 

 

1.5.2 Artrite Reumatóide 

 

A Artrite Reumatóide (AR) é uma doença autoimune inflamatória associada a 

incapacidade progressiva, complicações sistémicas, morte precoce e custos socioeconómicos 

[59]. Ocorre em todas as idades e atinge, principalmente, a cartilagem articular, mas também 

os tecidos conjuntivos, músculos, tendões e tecido fibroso. A sua etiologia não está bem 

definida, mas está associada a fatores genéticos, ambientais, hormonais e ao estilo de vida 

[60,61]. De acordo com a OMS, a prevalência varia entre 0,3 e 1% da população mundial, sendo 

mais comum em mulheres e em países desenvolvidos [49]. Em Portugal, entre 2011 e 2013, 

verificou-se que 1% da população apresentou AR, sendo o sexo feminino o mais afetado numa 

proporção de 4:1 [50,62]. Devido à elevada incidência da AR no sexo feminino, várias teorias 

têm sido colocadas numa tentativa de explicar a relação do estrogénio e a patogenia. Grande 
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parte dessas teorias estão relacionadas com o papel do estrogénio no aumento da resposta 

imune. Alguns estudos demonstraram que o estrogénio pode ativar a produção do TNF-α, que 

é uma citocina importante na cascata inflamatória da AR [61].  

A AR é prevalente nas articulações das mãos, pés, punhos, cotovelos, joelhos e 

tornozelos, sendo geralmente simétrica [63]. É caracterizada pela inflamação sinovial, 

hiperplasia (inchaço), produção de autoanticorpos, destruição da cartilagem e do osso, além de 

características sistémicas incluindo pericardite, envolvimento pulmonar, neuropatia periférica, 

vasculite, anormalidades hematológicas, distúrbios psicológicos e esqueléticos [59,61], 

apresentando um risco de mortalidade de 60 a 70%. Distúrbios psicológicos, como a depressão, 

são comuns nos pacientes por causa dos deficits musculoesqueléticos, da perda de qualidade 

de vida, bem como da impossibilidade de trabalhar [63]. Assim sendo, portadores de AR 

carregam um fardo elevado tanto a nível pessoal quanto profissional, social e financeiro [64,65]. 

Estima-se que 20 a 70% das pessoas que trabalham no início da doença ficarão incapacitadas 

após 7 a 10 anos [63]. Isto contribui para o quadro de depressão devido às dificuldades 

económicas associadas aos custos médicos diretos, à impossibilidade de realizar as suas funções 

laborais e o sentido de participação na sociedade [62].  

Os principais sintomas da AR são: hiperplasia, dor, febre, cansaço, fraqueza, fadiga, 

rigidez e aumento da temperatura nas articulações. O inchaço das articulações na AR está 

associado à inflamação da membrana sinovial devido à ativação imune, sendo caracterizada pela 

infiltração de leucócitos no espaço sinovial [59,61]. A destruição da cartilagem articular ocorre 

devido uma resposta tecidual forte quando os fibroblastos sinoviais apresentam uma forma 

invasiva, conjuntamente com o aumento do catabolismo dos condrócitos e da 

osteoclastogénese sinovial. Da mesma forma que na osteoartrite, há também na AR uma cascata 

de citocinas e quimiocinas  (TNF, IL-6 e o fator estimulante de colónias de monócitos-

granulócitos) no meio inflamatório do espaço sinovial, que induzem ou intensificam a resposta 

inflamatória, fazendo com que haja ativação de células endoteliais e atração de células 

imunológicas que se acumulam no espaço sinovial. A cartilagem é, então, danificada por efeitos 

catabólicos dos condrócitos em resultado da estimulação pelas citocinas e a sua matriz é 

degradada por MMPs e outras enzimas, o que pode levar a erosões ósseas [59,61,64]. 

O diagnóstico inicial para a AR é clínico com a verificação dos sintomas apresentados 

pelo paciente como a dor, inchaço de, no mínimo, três articulações em padrão simétrico e 

rigidez matinal superior a 30 minutos [62,66]. Não há um teste específico para diagnosticar a 

AR, mas pode ser realizado raio-X para observação das articulações ou erosões ósseas, além de 

ressonância magnética e ultrassons. Os exames laboratoriais iniciais devem conter uma 
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contagem completa de células sanguíneas, além de anticorpos séricos para peptídeos 

citrulinados cíclicos (anti-CCPs) incluídos com fator reumatóide e taxa de sedimentação das 

hemácias ou proteína C reativa. Como fator de exclusão de artrite infeciosa ou induzida por 

cristais, pode ser necessário a aspiração articular, sendo também essencial a realização de testes 

de função renal e hepática para a escolha do tratamento medicamentoso [60,61].  

O tratamento para o paciente de AR é baseado na educação do paciente, terapia física 

e ocupacional, tratamento não-farmacológico, farmacológico e cirúrgico [60]. O paciente 

inicialmente é instruído em relação à doença, às mudanças no estilo de vida, bem como à prática 

de exercício físico e ao repouso que será necessário para a sua recuperação. É importante 

também a realização de fisioterapia para tentar manter a função articular e desacelerar a 

incapacidade, além de tratamento psicológico devido ao elevado índice de depressão nestes 

pacientes [62]. O tratamento farmacológico é feito com 3 classes terapêuticas: AINEs e 

glicocorticóides orais ou intra-articulares de dose baixa; drogas anti-reumáticas modificadoras 

da doença (DMARDs); e modificadores de resposta biológica (DMARDs biológicos) [60,61]. Os 

AINEs diminuem a dor, a rigidez e o inchaço nas articulações, melhorando a função física. Os 

glicocorticóides aliviam a dor e a inflamação das articulações e, quando usados precocemente, 

podem reduzir as erosões ósseas. No entanto, é desaconselhado o seu uso prolongado devido 

aos elevados efeitos colaterais apresentados. Os DMARDs convencionais contribuem para o 

controle da inflamação e promovem a redução do progresso do dano estrutural. Os DMARDs 

biológicos são fármacos mais recentes e atingem especificamente a cascata de citocinas, 

prevenindo a lesão da cartilagem e são usados quando os DMARDs convencionais são 

insuficientes [66]. Procedimentos cirúrgicos como a artroplastia, artrodese ou até mesmo 

implantes de silicones são indicados quando o tratamento farmacológico falha. Esses 

procedimentos são indicados no alívio da dor e para a incapacidade na AR, tendo vários graus 

de sucesso a longo prazo [61]. É essencial, portanto, um diagnóstico precoce e um tratamento 

inicial agressivo para controlar a inflamação, visando assim a melhoria das capacidades 

funcionais, diminuindo a co-morbilidade e aumentando a esperança média de vida [62]. 

 

1.6 Terapias atuais para a reparação da cartilagem articular 

 

Sabe-se que a cartilagem articular apresenta uma baixa capacidade de reparação 

espontânea devido à falta de vascularização, nervos, tecido linfático, bem como à ausência de 

células progenitoras [67]. Com a constatação dessa limitação e com o entendimento dos 

mecanismos de lesão da cartilagem, houve um grande interesse na busca por métodos de 
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reparação e regeneração da cartilagem articular [10]. Apesar da extensa investigação realizada 

nos últimos trinta anos ter já conduzido a algumas técnicas que facilitam a formação de 

cartilagem em certas aplicações, ainda não foram alcançados progressos significativos nesta 

área [68]. Entre essas técnicas temos: a penetração do osso subcondral, enxertos periosteal e 

pericondrial, transplante osteocondral autólogo, transplante osteocondral alogénico, 

transplante autólogo de condrócitos e de células mesenquimais estaminais, bem como o uso de 

matrizes e fatores de crescimento/moléculas sinalizadoras [34,36,37,69–71]. 

 

1.6.1 Penetração do osso subcondral 

 

Alguns estudos demonstraram que as técnicas de penetração do osso subcondral 

promovem a formação de fibrocartilagem nas superfícies articulares das articulações sinoviais 

[72–74]. De facto, está reportado na literatura que a penetração do osso subcondral pode 

estimular o desenvolvimento de uma nova superfície de cartilagem [68]. Entre os métodos 

possíveis de serem usados estão: abrasão superficial da articulação, perfuração artroscópica e 

microfratura (Figura 9) [73,75–80]. O objetivo destas técnicas é a exposição do tecido 

cartilaginoso lesionado ao espaço subcondral e sua posterior estimulação. Estas intervenções 

levam a uma resposta espontânea de reparação, sendo baseada num sangramento induzido 

cirurgicamente nos espaços subcondrais-ósseos, seguido de formação de coágulos de fibrina 

que preenchem o defeito no osso e cobrem a superfície exposta [68]. Há, depois, migração de 

células mesenquimais indiferenciadas para o coágulo, que se dividem e diferenciam em 

condrócitos, regenerando assim a cartilagem [37,81].  

A artroplastia Pridie por abrasão é feita com uma broca automatizada que atinge os 

vasos e é utilizada conjuntamente com o debridamento [82]. Esta técnica é paliativa, não 

curativa [71]. A perfuração induz o sangramento pela perfuração do osso subcondral [83,84]. A 

microfratura implica o debridamento do tecido lesionado até ao osso subcondral que, por meio 

de pequenos furos, é induzido ao sangramento [85]. A principal vantagem da microfratura é que 

ela pode ser realizada com um procedimento artroscópico minimamente invasivo [71]. Em 

grande parte dos casos, entre seis a oito semanas, há a formação de osso na área do dano ósseo 

e fibrocartilagem na área condral [34,86].  
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1.6.2 Enxertos periosteal e pericondrial 

 

O transplante de enxertos periosteais e pericondriais para o tratamento de defeitos da 

cartilagem articular tem sido avaliado em ensaios clínicos com humanos e em modelos animais 

[37,70,76]. Alguns estudos mostraram, efetivamente, a formação de tecido semelhante à 

cartilagem após estas intervenções [71,87], sendo o periósteo o mais utilizado para o 

transplante, uma vez que é mais fácil a sua obtenção e disponibilidade.  

O princípio desta técnica é baseado na observação da atividade condrogénica contínua 

e vitalícia da camada germinativa do tecido pericondrial ou periosteal que contêm células 

estaminais. Supõe-se, então, que a colocação de um enxerto deste tipo na base do defeito faz 

com que as atividades de proliferação e diferenciação tecidual sejam retomadas, o que resulta 

na formação de uma cartilagem reparada dentro do tecido lesionado [70].  

 

1.6.3 Transplante osteocondral autólogo 

 

O Transplante osteocondral ou "mosaicoplastia" tem sido muito utilizado para o 

tratamento do defeito osteocondral [88]. Neste tipo de transplante são usados enxertos 

autólogos para o tratamento de pequenos defeitos [71]. Nesta técnica, são removidas peças 

osteocondrais cilíndricas de locais da cartilagem articular onde não há suporte de peso que são 

depois transferidas para os defeitos debridados (Figura 10) [68,71,79,88]. Esse procedimento 

pode ser aberto ou artroscópico, com a vantagem de não ser dependente da proliferação de 

condrócitos ou diferenciação de células estaminais mesenquimais para restauração da 

cartilagem articular. Além disso, apresenta um baixo custo, pode ser realizado numa única 

Figura 9 - Representação da técnica de microfratura. Adaptado da referência [68]. 
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intervenção e não causa reações imunológicas [68]. Apesar das vantagens, esta técnica 

apresenta inconveniências, como por exemplo a lesão causada nos locais de origem do tecido a 

transplantar [68]. Os métodos de perfuração utilizados na remoção do tecido osteocondral 

podem também diminuir a viabilidade dos condrócitos [79,89]. Além disso, o tecido 

transplantado estará sujeito a novas situações de carga mecânica, o que pode gerar 

complicações. Portanto, apesar da mosaicoplastia ainda ser usada, não há ainda uma 

comprovação científica sólida para o benefício a longo prazo dos pacientes submetidos a essa 

técnica [90–92]. 

 

1.6.4 Transplante osteocondral alogénico 

 

A substituição do tecido lesionado pode ser feita usando aloenxertos osteocondrais 

cadavéricos [68,70]. Esta técnica pode apresentar resultados benéficos em pacientes portadores 

de grandes defeitos osteocondrais como a osteonecrose, OA generalizada, e osteocondrite 

dissecante, mas apresenta a inconveniência de induzir problemas imunológicos [93,94]. Ensaios 

clínicos feitos com esta técnica demonstraram que as reações imunológicas são aparentemente 

mais leves em humanos do que em animais [68], tendo o sucesso clínico sido de 65 a 85%, 

mesmo após 10 anos de monitorização dos pacientes. Apesar deste nível de sucesso, há ainda 

desvantagens associadas ao uso desta metodologia na prática clínica devido à escassez de 

material doador, ao armazenamento de tecido congelado e à possibilidade da transmissão de 

doenças [70].  

Figura 10 - Representação esquemática da técnica de mosaicoplastia. Adaptado da referência [68]. 
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1.6.5 Transplante autólogo de condrócitos e de células mesenquimais estaminais 

 

O transplante de condrócitos e células mesenquimais estaminais expandidos em 

cultura faz parte de uma estratégia para a reparação da cartilagem articular pela introdução de 

uma nova população celular em defeitos condrais e osteocondrais [34,95]. 

O transplante autólogo de condrócitos ocorre em duas etapas. Na primeira etapa é 

realizada uma biópsia da cartilagem, obtendo-se 3 ou 4 fragmentos de cartilagem. É realizada 

também uma colheita sanguínea venosa para a obtenção de soro para posterior proliferação 

celular. A seguir, em laboratório, é feita a digestão enzimática com enzimas proteolíticas para 

degradar os componentes da matriz extracelular, com o objetivo de isolar condrócitos viáveis a 

partir dos fragmentos obtidos pela biópsia. Posteriormente, é feita a cultura e proliferação 

celular desses condrócitos in vitro. Durante a proliferação celular é usado o soro retirado 

anteriormente do paciente, uma vez que o soro é uma fonte de hormonas e fatores de 

crescimento essenciais para as células em cultura. Na segunda etapa é feita a aplicação do 

concentrado de condrócitos dentro do defeito (Figura 11)  [69,79,96,97]. 

Em 1994, foi realizado o primeiro estudo clínico com esta técnica para o tratamento 

de lesões condrais extensas e os resultados obtidos foram satisfatórios. Desde então, este tipo 

de procedimento tem sido usado por todo o mundo [96]. Uma variante desta técnica consiste 

no denominado “transplante autólogo de condrócitos induzidos por matriz” [98] em que os 

condrócitos autólogos, ao invés de serem suspensos num fluido, são colocados numa matriz (ex: 

de colagénio ou de ácido hialurónico) [68]. Embora a taxa de sucesso seja elevada, há também 

desvantagens relacionadas com esta técnica, nomeadamente a necessidade de intervenção 

cirúrgica em duas ocasiões diferentes [67,68] e o risco aumentado de desenvolver OA [99,100].  

Figura 11 - Representação esquemática da técnica de transplante autólogo de condrócitos. Adaptação da referência 
[97]. 
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Devido ao seu potencial condrogénico, bem como à sua capacidade de autorrenovação 

e acessibilidade [101], as MSCs também têm sido estudadas para uso no tratamento das lesões 

da cartilagem articular [102]. As MSCs são células multipotentes (Figura 12) que podem ser 

usadas como uma alternativa para a terapia da reparação da cartilagem uma vez que podem ser 

recolhidas e expandidas em cultura, por exemplo a partir da medula óssea, sem causar morte 

no sítio doador [86]. 

Embora as MSCs possam ser derivadas de vários tipos de tecidos (medula óssea, tecido 

adiposo, líquido ou membrana sinoviais), nem todas essas fontes têm o mesmo potencial de se 

diferenciarem na linhagem condrocítica. Em geral, o mecanismo específico de diferenciação 

destas células para a formação dos tecidos cartilaginosos hialino, elástico e fibroso ainda não 

está completamente estabelecido [68,103].  

 

Foram feitos estudos in vitro e in vivo com as MSCs para avaliar as propriedades 

bioquímicas, histológicas e mecânicas da cartilagem articular [86,104]. Noutro estudo, um 

grande defeito de espessura da cartilagem articular foi tratado após a incorporação das MSCs 

num gel de colagénio que foi, posteriormente, transferido para a lesão e recoberto com um 

retalho periosteal autólogo [105]. Todavia, apesar do resultado positivo obtido, as biópsias 

revelaram a formação de fibrocartilagem. Como nenhum agente exógeno foi aplicado para 

induzir a diferenciação celular, foi concluído que para formar a cartilagem de hialina, por meio 

das MSCs, é necessário a presença de fatores de estimulação apropriados para induzir o 

processo de diferenciação [106,107].  

Figura 12 - Capacidade de diferenciação das MSCs. A figura demonstra a capacidade de auto-renovação (seta curva) 
e de diferenciação na linhagem mesodérmica (setas retas) das MSCs. A capacidade para transdiferenciação em células 
de outras linhagens (ectoderme e endoderme) é demonstrada pelas setas tracejadas. Adaptado da referência [103].  
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1.6.6 Matrizes ou scaffolds 

 

Nos tratamentos dos defeitos condrais que usem células e/ou fatores de crescimento, 

é geralmente necessária uma matriz artificial. As matrizes artificiais servem de suporte para a 

adesão celular (controlando também o comportamento celular) e como local para a imobilização 

de biomoléculas [37]. 

Desde a década de 60 que as matrizes têm sido utilizadas para o transporte de células 

na tentativa de reparação da cartilagem [108]. É necessário que esses materiais apresentem 

características específicas em termos de biocompatibilidade, propriedades mecânicas, 

arquitetura, porosidade, etc. Até à data, têm sido testados diversos tipos de matrizes, quer in 

vitro, quer in vivo para a reparação da cartilagem articular [79]. Essas matrizes podem ser 

classificadas de acordo com a sua natureza química (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Classificação química das matrizes. Adaptado da referência [68]. 

 

Uma matriz deve permitir a migração celular pelos seus interstícios, ser capaz de 

promover a adesão das células (podendo esta ser melhorada pelo acoplamento de péptidos 

específicos que promovem a adesão celular, como o péptido Arg-Gly-Asp (complexo arginina-

glicina-asparagina), ser biocompatível e não induzir reações imunológicas adversas. 

Normalmente, a matriz também necessita de ser biodegradável, sendo capaz de ser substituída 

por componentes extracelulares fisiológicos. No tratamento da cartilagem articular, também 

podem ser usadas matrizes “vazias” que serão colonizadas pelas células do paciente. 

Apesar de já haver uso clínico de alguns destes materiais [109], grande parte estão 

ainda a ser testados em ensaios pré-clínicos [110]. Além disso, materiais usados para reparar a 

Polímeros baseados 
em proteínas 

Polímeros baseados 
em carbohidratos 

Polímeros sintéticos 
Combinação entre 

polímeros 

Colagénio Ácido polilático 
PET (politereftalato de 

etileno) 
Reticulação 

Fibrina Ácido poliglicólico 
Teflon 

(politetrafluoroetileno) 
Modulação química 

Gelatina Ácido hialurónico Fibras de carbono 
Modificação 
geométrica 

 Agarose Poliuretano Combinação de 
matrizes 

 Alginato Ácido polibutírico  

  Polietilmetacrilato  
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cartilagem, como o colagénio [111], a fibrina [112], o ácido hialurónico [113] e o polilactato [114] 

estão a ser otimizados na tentativa de os produzir em formato de nanofibras [115], para 

melhorar a sua porosidade [116], ou para os fabricar de forma a serem injetados [117]. As 

matrizes à base de materiais sintéticos são, em geral, preferíveis, por induzirem respostas 

imunitárias mais suaves e por serem mais facilmente modificadas do que as matrizes naturais 

[118]. 

 

1.6.7 Fatores de crescimento e moléculas sinalizadoras 

 

O metabolismo da cartilagem articular é regulado por fatores de crescimento 

originários da cartilagem e do tecido e fluido sinovial circundante [119]. Os fatores de 

crescimento exercem influência nas células-alvo por interação com recetores específicos que 

desencadeiam respostas ao nível da proliferação, diferenciação e morte celular [120]. Os fatores 

de crescimento da insulina, principalmente o IGF-1, estimulam a síntese de proteoglicanos, 

colagénio tipo II e integrinas; além disso, bloqueiam a destruição da matriz extracelular e 

estimulam a adesão dos condrócitos à fibronectina e ao colagénio tipo II [121]. O TGF-β1 age 

como regulador nas células e induz a síntese de proteoglicanos da cartilagem e colagénio tipo II 

pelas células mesenquimais [122]. O fator de crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2) é um 

mitógeno para os condrócitos, ou seja, estimula a sua proliferação celular. Quando combinado 

com o TGF-β1, permite uma expansão eficiente dos condrócitos articulares mantendo a sua 

capacidade de diferenciação [123]. 

Atualmente, há vários estudos na área da engenharia da cartilagem, a qual combina 

matrizes, células e fatores de crescimento (ou outras moléculas sinalizadoras) [70]. Na maioria 

dos protocolos utilizados em engenharia de tecidos, o tipo celular escolhido é aplicado em 

conjunto com fatores de crescimento livres ou encapsulados. A eficácia dos fatores de 

crescimento na indução da condrogénese foi avaliada principalmente in vitro e, nalguns casos, 

in vivo [124,125]. Na literatura, podem ser encontrados vários estudos in vitro, como por 

exemplo: testes que envolveram combinações de matrizes, vários tipos de células e fatores de 

crescimento, incluindo matrizes colagénicas com células estromais provenientes da medula 

óssea e TGF-β1 [126]; ensaios com matrizes de agarose com condrócitos e FGF-2 [127]; estudos 

com matrizes fibrosas, condrócitos e IGF-1 [128]; ou testes com matrizes poliláticas com células 

pericondriais e TGF-β1 [129]. Há também estudos realizados in vivo que mostram as 

potencialidades desta abordagem e que, além disso, demonstram que a situação in vivo pode 

ser diferente da in vitro [68,130].  
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Um facto importante relacionado com a utilização de fatores de crescimento é que é 

aconselhada a sua inserção em transportadores adequados por forma a que sejam protegidos 

do meio ambiente e retenham a sua atividade biológica. Esta proteção pode, por exemplo, ser 

conferida através da utilização de nanomateriais. 

 

1.7 Nanotecnologia  

 

1.7.1 O que é a nanotecnologia? 

 

A nanotecnologia é definida como a ciência envolvida na síntese, caracterização e 

aplicação de materiais projetados à escala nanométrica [131,132]. Os nanomateriais 

apresentam propriedades melhoradas e comportamentos novos relativamente aos materiais de 

que são feitos e que têm uma escala maior [133]. Estas novas propriedades devem-se à grande 

área de superfície dos nanomateriais relativamente ao seu volume, o que pode ocasionar uma 

maior reatividade química (ou seja, alguns materiais em maior tamanho são mais reativos 

quando produzidos à escala nanométrica) e afetar a resistência ou outras propriedades 

elétricas; o comportamento da matéria à nanoescala também pode ser dominado por efeitos 

quânticos, o que afeta o seu comportamento ótico, elétrico e magnético [134]. Na área da 

nanomedicina (nanotecnologia aplicada à medicina), os nanomateriais podem ser criados para 

promover a interação celular e tecidual ao nível molecular com um elevado grau de 

especificidade funcional [135], sendo projetados para atingir efeitos terapêuticos máximos com 

efeitos colaterais mínimos [136]. A nanotecnologia é considerada um campo multidisciplinar 

porque envolve diferentes ciências tradicionais como a química, física, biologia e engenharia, e 

apresenta extensas aplicações em vários domínios como: construção, engenharia, 

microeletrónica, meio ambiente, sustentabilidade, agricultura e saúde [131,132,134,135]. 

 

1.7.2 Nanotecnologia e a saúde 

 

A nanotecnologia apresenta-se como uma ferramenta importante em aplicações 

biomédicas, tanto para o diagnóstico, como para o tratamento de doenças [131]. Neste 

contexto, a nanotecnologia é promissora na área da saúde, como por exemplo aplicada a 

sistemas de entrega de fármacos e genes, biomateriais, dispositivos biomédicos, biomarcadores 

fluorescentes, biossegurança, deteção de proteínas, sondagem da estrutura no DNA (ácido 

desoxirribonucleico), engenharia de tecidos, deteção de tumores, separação e purificação de 
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moléculas e células, realce por contraste em ressonância magnética, etc [135,136]. Dito isto, no 

caso dos nanosistemas de entrega, muitos fármacos que já tinham sido descartados devido à 

sua baixa biodisponibilidade e eficácia têm vindo novamente a ser reconsiderados para o 

tratamento de doenças, agora acoplados a nanomateriais [131]. Para atingir esse objetivo, é 

necessário a encapsulação do princípio ativo ou fármaco dentro das nanopartículas (NPs) ou a 

sua adsorção à superfície. No entanto, para estes nanosistemas, há que estudar a 

biocompatibilidade, biodegradabilidade e a velocidade de libertação controlada do fármaco 

protegido. É, no entanto, possível fazer um desenho racional das NPs para a entrega de fármacos 

de forma segura e eficiente. Como resultado, tem havido um progresso relativamente à 

biodisponibilidade e biodistribuição de fármacos pelo aumento da sua solubilidade aquosa e 

libertação específica direcionada. É, pois, necessário que o nanosistema aumente a 

permeabilidade do fármaco através das membranas biológicas e que conduza a uma distribuição 

controlada e específica do fármaco para atingir somente as células alvo, diminuindo assim os 

efeitos colaterais indesejados [131,137,138]. 

 

1.7.3 Nanotecnologia e terapias para a reparação da cartilagem 

 

Alguns nanomateriais/NPs, com excelentes propriedades mecânicas e características 

biomiméticas, têm-se mostrado promissores para a reparação da cartilagem articular [139]. 

Kang et al. desenvolveram um sistema intra-articular de entrega de NPs de Kartogenina 

conjugado com quitosano e os resultados dos testes in vitro revelaram que essas NPs induziam 

a condrogénese em hMSCs (células mesenquimais estaminais humanas), enquanto que os 

ensaios in vivo revelaram que os ratos tratados com essas NPs apresentavam menor alteração 

degenerativa do que o controlo não tratado [140]. Li et al. usaram NPs de CrmA (Modificador 

de resposta da citocina A) e quitosano para testar a sua ação na expressão das MMPs nos 

condrócitos. Este estudo demonstrou que essas NPs inibem as MMPs, reduzindo a apoptose dos 

condrócitos e aumentando a resposta de reparação da cartilagem articular [141]. Geiger et al. 

utilizaram dendrímeros PAMAM (poliamidoamina) funcionalizados com polietilenoglicol para 

transporte de IGF-1 e os resultados mostraram que essas NPs reduziram a largura da 

degeneração da cartilagem em 60% em relação aos ratos não tratados em 4 semanas após a 

cirurgia [142]. Laroui et al. desenvolveram NPs poliláticas contendo ácido hialurónico e sulfato 

de condroitina para injeção em locais próximos das lesões e erosões da cartilagem. Os resultados 

in vitro demonstraram que as NPs não eram citotóxicas e que estas eram internalizadas para 

uma área intracitoplasmática das células [143]. Rothenfluh et al. criaram NPs de poli (sulfureto 
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de propileno) (PPS) para um alvo intra-articular, e os resultados mostraram que as NPs se 

ligavam especificamente ao colagénio tipo II da cartilagem articular [144]. Shi et al. usaram NPs 

de poli(ácido lático-co-ácido glicólico) (PLGA) encapsuladas com kartogenina, embebidas num 

hidrogel de ácido hialurónico e os resultados mostraram que esse hidrogel era biocompatível e 

promovia a formação de tecido reparado de cartilagem hialina [145]. Campos et al. 

desenvolveram NPs de ouro conjugadas com curcumina para avaliar o potencial terapêutico em 

problemas no menisco e os resultados obtidos demostraram que os animais tratados com as 

NPs tiveram uma menor gravidade nas lesões histológicas, o que permitiu a conclusão de que 

essas NPs eram um potencial nanofármaco para o tratamento da cartilagem articular [146]. 

Wang et al. prepararam NPs de quitosano e ácido hialurónico para a entrega de um 

curcuminóide e os resultados indicaram que essas NPs suprimiam a inflamação e a apoptose dos 

condrócitos em joelhos com osteoartrite [147]. Pan et al. elaboraram um gel de polivinil álcool 

com NPs de hidroxiapatite e HA e constataram que o comportamento viscoelástico desse 

material compósito era compatível com a da cartilagem articular, portanto, consideraram-no 

um excelente material terapêutico [148]. 
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2. Objetivos 
 

Os organismos marinhos são constituídos por materiais com várias propriedades e 

características que podem justificar a sua aplicação na área biomédica. Além disso, o 

desenvolvimento de novos biomateriais pode trazer benefícios económicos e ambientais por 

meio da exploração sustentável dos recursos marinhos naturais, bem como pela valorização de 

resíduos de origem marinha provenientes da indústria alimentar. Neste sentido, diferentes 

organismos aquáticos, têm vindo a ser utilizados como fontes de compostos que são isolados e 

transformados em produtos lucrativos para aplicações biomédicas, incluindo dispositivos 

controlados de entrega de fármacos e engenharia de tecidos [149].  

Neste contexto, esta Tese de Mestrado teve como principal objetivo, através do uso 

de colagénio proveniente de fontes marinhas, em particular, da alforreca (Rhizostoma pulmo) e 

do tubarão azul (Prionace glaucia), preparar e caracterizar nanopartículas de colagénio com 

vista à regeneração da cartilagem articular, por exemplo, servindo como veículos para fatores 

de crescimento (embora, nesta fase, não se tenham ainda efetuado estudos desta natureza).    

Em maior detalhe, os objetivos específicos desta Tese de Mestrado foram: 

 

a) Otimização da preparação de NPs de colagénio de alforreca e tubarão azul 

pelo método de emulsão e reticulação; 

b) Caracterização das NPs de colagénio pela técnica de Espalhamento Dinâmico 

da Luz, medição de potencial Zeta e Microscopia Eletrónica de Transmissão; 

c) Avaliação da viabilidade celular de hMSCs após exposição às NPs de colagénio 

(por via indireta, através da medição da atividade metabólica das células); 

d) Avaliação do efeito das NPs de colagénio na diferenciação condroblástica de 

hMSCs (por métodos qualitativos – através de métodos histoquímicos - e 

quantitativos – pela técnica de RT-qPCR). 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1 Materiais e reagentes para a produção de Nanopartículas de Colagénio 

 

Para a síntese de nanopartículas de colagénio (CNPs) foi utilizado colagénio tipo II de 

alforreca (Rhizostoma pulmo) cedido pela Jellagen© e colagénio tipo I de tubarão azul (Prionace 

glaucia), cedido pelo Instituto de Investigaciones Marinas, CSIC da Espanha. Foram ainda usados 

os seguintes reagentes: ácido acético (Sigma-Aldrich), hidróxido de sódio (EKA Pellets), Tween20 

(Sigma-Aldrich), parafina líquida (Sigma-Aldrich), glutaraldeído 25% (Sigma-Aldrich), peróxido de 

hidrogénio 30% (Merck), 2-Propanol (Sigma-Aldrich) e ácido ascórbico (Sigma). A água ultrapura 

utilizada em todas as experiências foi obtida através de um sistema de purificação Millipore 

Milli-Q com uma resistividade superior a 18,2 MΩ.cm (a 25 °C). 

 

3.2 Células, meios de cultura e reagentes para ensaios celulares 

 

Nos ensaios celulares foram utilizadas hMSCs que foram obtidas de pequenos 

fragmentos de osso trabecular ricos em medula óssea de adultos saudáveis durante 

intervenções cirúrgicas após trauma, que de outra forma seriam descartadas, e com aprovação 

do comité de ética do Hospital Dr. Nélio Mendonça (Funchal). Para os ensaios biológicos, foram  

utilizados os seguintes materiais e reagentes: meio de cultura α-Minimum essential medium (α-

MEM) (Gibco), antibiótico/antimicótico (AA, Gibco), Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco), Dulbecco’s 

Phosphate Buffered Saline (PBS, Sigma-Aldrich), tripsina (Gibco), resazurina (Sigma-Aldrich), 

Insulina-Transferrina-Selénio (ITS, Gibco), ascorbato-2-fosfato (Sigma-Aldrich), piruvato de 

sódio 1% (Sigma-Aldrich), L-Prolina (Sigma-Aldrich), TGB-β1 (Sigma-Aldrich), dexametasona (Alfa 

Aesar), Azul de Toluidina (Sigma-Aldrich), Safranina-O (Sigma-Aldrich), Fast Green (Sigma-

Aldrich), solução de Paraformaldeído (PFA, Sigma-Aldrich), hematoxilina (Sigma-Aldrich), cloreto 

férrico (Sigma-Aldrich), ácido clorídrico (Carlo Erba), Tri Reagent® (Zymo Research), azul de 

tripano (Sigma-Aldrich), Triton-X 100 (Merck), etanol (Aga), frascos de cultura e placas de 24, 48 

e 96 poços (VWR), iTaq™ Universal SYBR® Green One-Step. 
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3.3 Equipamentos 

 

Os equipamentos utilizados foram: balança analítica (Mettler Toledo AB204), placa de 

agitação com aquecimento (Heidolph 3001), banho termostático (Grant Y14, Grant Instruments 

Cambrige Ltd.), agitador vertical (Heidolph RZR 2041), ponta de ultrassons (VibraCell 72434, 

Bioblock Scientific), medidor de pH (pH-metro 691, Metröhm), incubadora (DH Autoflow 

Automatic CO2 Air Jacked Incubator, Nuaire), centrífuga (Sigma 3K30), câmara de fluxo laminar 

(Labgard 425 Biological Safety Cabinet, Nuaire), liofilizador (FreeZone 4.5, Labconco), ZetaSizer 

Nano ZS (Malvern Panalytical), leitor de microplaca (Perkin Elmer Victor 3), microscópio ótico 

invertido (Olympus CK40), microscópio de fluorescência invertido (Nikon Eclipse TE2000E) e 

purificador de água (Milli-Q Direct 8 Water Purification), Bio-Rad® iQ. 

 

3.4 Síntese das Nanopartículas de Colagénio  
 

A síntese das CNPs foi baseada no método de emulsão e reticulação de Kreuter et al. 

e Swatschek et al. [150,151] mas, como estes apresentavam partículas com tamanhos na ordem 

dos micrómetros, o seu protocolo foi adaptado e acrescentada a aplicação de ultrassons para 

tentar diminuir o tamanho das partículas de modo a obtê-las na escala nanométrica.  

Durante a síntese inicial das CNPs foram testados vários parâmetros visando a 

otimização do protocolo de síntese e a diminuição do tamanho das partículas. Foi testada a 

dispersão do colagénio de alforreca em dois solventes diferentes, água destilada e ácido acético 

0.1M; aplicação de agitação inicial (10 minutos e 24 horas), diferentes frequências de ultrassons 

(30 e 60 kHz) e utilização de diferentes temperaturas na dispersão inicial do colagénio 

(temperatura ambiente e 40 °C). 

O protocolo otimizado consistiu nos seguintes passos: 30 mg de colagénio de 

alforreca/tubarão azul foram dispersos em 10 mL de água destilada e homogeneizados com 

agitação magnética por 24 horas à temperatura ambiente. Após este período, foi aplicado 

ultrassons a 60 kHz à solução de colagénio, com agitação magnética por 10 minutos. O pH foi 

ajustado para 9,5 com ácido acético 0.1M e NaOH 0.1M. Subsequentemente, foi repetida a 

aplicação dos ultrassons. Uma mistura consistindo em 1,17 g de Tween20 e 29,41 g de parafina 

líquida foi adicionada à dispersão de colagénio. A mistura foi emulsionada por 10 minutos com 

agitação vertical de 1000 rpm. Os ultrassons foram aplicados novamente e em seguida a 

emulsão foi agitada constantemente com agitação magnética. De maneira a iniciar o reticulação 

entre as cadeias de colagénio, foi adicionado 1,41 mL de solução de glutaraldeído 25 %. Após 12 
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minutos de reação, foi adicionado 1,88 mL de peróxido de hidrogénio. Essa preparação foi 

agitada por mais 15 minutos, e diluída com a adição de 11,76 mL de 2-Propanol a 100%. Em 

seguida, para as lavagens, a emulsão foi centrifugada (30 minutos a 10444g). A parte lipídica foi 

descartada, e o sedimento foi ressuspendido em 2-Propanol 50%. Subsequentemente, a 

suspensão foi centrifugada novamente e o passo de limpeza foi repetido. O sedimento obtido 

foi ressuspendido numa solução aquosa de ácido ascórbico 4%. A suspensão foi aquecida a 75°C 

por 30 minutos para destruir quantidades residuais de substâncias oxidantes. A mistura foi 

homogeneizada com agitação magnética por 12 horas à temperatura ambiente. A mistura foi 

centrifugada e procedeu-se à lavagem das CNPs com água destilada e com centrifugação entre 

lavagens (30 minutos a 10444g). Posteriormente, as CNPs foram congeladas, liofilizadas e 

caracterizadas. É de salientar que a síntese foi feita sempre em triplicado. 

 

3.5 Caracterização das Nanopartículas de Colagénio 

 

Neste trabalho experimental, as CNPs foram caracterizadas para confirmar a sua 

formação e morfologia, bem como o seu diâmetro, índice de polidispersão e potencial Zeta. 

A técnica de Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) é muito usada para determinar a 

distribuição de tamanho de pequenas partículas em suspensão ou solução. É baseada na 

incidência de um feixe de laser numa solução coloidal, onde parte da luz é dispersa, resultando 

em flutuações da intensidade da luz dispersa. Essa flutuação está relacionada com o diâmetro 

hidrodinâmico das nanopartículas que estão sob o efeito do movimentos brownianos, ou seja, 

têm um movimento aleatório [152]. Uma partícula grande movimenta-se mais lentamente, logo 

o sinal recebido traduzir-se-á num diâmetro de partícula maior. É importante salientar que os 

dados obtidos fornecem informação de tamanhos da população de partículas em cada solução 

de amostra e não informações sobre cada partícula [153]. Assim sendo, é possível estabelecer a 

distribuição do diâmetro hidrodinâmico das partículas por meio de uma fórmula matemática, 

denominada de equação de Stokes-Einstein [152]. O índice de polidispersão (PdI) fornece 

informações sobre a heterogeneidade da distribuição dos tamanhos das partículas numa 

amostra. Uma das limitações do DLS é que ele não funciona tão bem com amostras 

polidispersas, porque os objetos maiores podem espalhar mais luz e podem esconder as 

partículas menores [154]. O potencial Zeta (ZP) é o potencial eletrocinético em dispersões 

coloidais, sendo um parâmetro importante relativamente à estabilidade da dispersão. Depende 

não somente da partícula, mas também do solvente. É baseado num princípio eletroforético, 

onde há a aplicação de um campo elétrico através da dispersão e as partículas são atraídas para 
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o elétrodo de carga oposta. A velocidade da partícula no campo é definida como mobilidade 

eletroforética e o ZP está relacionado com essa mobilidade. Um alto ZP indica maior estabilidade 

e dispersão, enquanto que um ZP baixo indica menor estabilidade e agregação das partículas 

[155]. 

As CNPs recém sintetizadas foram caracterizadas à temperatura ambiente, 

determinando o seu diâmetro hidrodinâmico, PdI e ZP. Após a liofilização, o sedimento final 

obtido foi ressuspendido em água destilada para uma concentração final de 5mg/mL e para a 

leitura foi utilizado um fator de diluição de 1:10 para todos os parâmetros. Pelo menos 3 

medições repetidas em cada amostra foram feitas para verificar a repetibilidade dos resultados. 

A microscopia eletrónica de transmissão (TEM) é uma técnica valiosa para a completa 

caracterização físico-química de nanopartículas recém-sintetizadas por causa da sua alta 

resolução. O seu fundamento é baseado na incidência de um feixe de eletrões com alta voltagem 

que interage com a amostra enquanto a atravessa, criando uma imagem 2D [156]. É necessário 

que o TEM possua um sistema de vácuo para evitar a colisão de eletrões com as moléculas do 

ar. Além disso, as amostras devem ter um tamanho ultra-fino e necessitam de ser fixadas e 

desidratadas devido ao sistema de vácuo. Devem também ser “coradas” para um melhor 

contraste e visualização [157]. 

Para análise por Microscopia Eletrônica de Transmissão, 10 µL das amostras foram 

montadas em grades de níquel de malha revestida por película Formvar/carbono (Electron 

Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EUA) e deixadas por 2 min. O líquido em excesso foi removido 

com papel de filtro e contrastou-se a amostra com 10 µL de acetato de uranil por 10 segundos. 

A visualização foi realizada em um JEOL JEM 1400 TEM a 120kV (Tóquio, Japão). As imagens 

foram gravadas digitalmente usando uma câmara digital CCD Orious 1100W Tóquio, Japão, no 

HEMS/i3S da Universidade do Porto.  

 

3.6 Ensaios celulares 

 

Cultura celular 

 

Primeiramente foi feito o descongelamento das células hMSCs criopreservadas. 

Depois de centrifugadas (8 min a 2000 rpm), as células foram distribuídas por frascos de cultura 

com 20 mL de meio de cultura α-Minimum essential medium (α-MEM), enriquecido com 1% 

(v/v) de solução de antibiótico e antimicótico (AA) e 10% (v/v) de soro bovino fetal (FBS) – 

referido como “meio completo” a partir de agora. As células foram incubadas numa estufa a 
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37°C em atmosfera de 5% de CO2. Após 24 horas foi verificado se as células tinham aderido à 

placa. O meio de cultura foi trocado 3 vezes por semana até que o número desejado de células 

fosse alcançado e antes de atingir a confluência máxima nas placas. 

Após a verificação da adesão e crescimento celular pelo microscópio ótico invertido, 

foi realizada a tripsinização das células. Para isso, o meio de cultura foi removido, a cultura foi 

lavada com 10 mL de PBS e foi adicionado 4 mL de solução de tripsina. Os frascos foram 

colocados na estufa a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 por 5 minutos. Após as células se 

destacarem da parede dos frascos, foi adicionado 8 mL de meio completo para parar a ação da 

tripsina. Depois a suspensão foi homogeneizada e foi realizada a contagem celular. Para a 

contagem foi necessário colocar, num eppendorf, 100 µL da suspensão celular e 100 µL do 

reagente azul de tripano para marcar as células mortas. Em seguida, colocou-se essa mistura 

num hemocitómetro (câmara de Neubauer) e foi feita a contagem do número de células. 

 

Teste da viabilidade celular pelo Ensaio da Redução da Resazurina  

 

A citotoxicidade das CNPs foi avaliada por meio do Ensaio da Redução da Resazurina. 

Este é um teste quantitativo, baseado na avaliação da atividade metabólica celular. A resazurina, 

um corante azul não fluorescente, é adicionado à cultura celular e, quando convertido a 

resorufina, passa a ser rosa e emite fluorescência. Essa reação ocorre por meio de enzimas nas 

mitocôndrias, sendo efetuada apenas pelas células viáveis. Portanto, a quantidade de resorufina 

presente será diretamente proporcional ao número de células viáveis. A quantificação da 

viabilidade celular por este teste apresenta vantagens, nomeadamente: rapidez, sensibilidade, 

eficácia e baixo custo. Além disso, mantém as células intactas, permitindo outras análises em 

simultâneo, como mRNA (ácido ribonucleico mensageiro), citogenética, apoptose, entre outras. 

O grau de redução foi quantificado por fluorímetria em leitores de microplacas pois, quando 

reduzida, a resorufina emite fluorescência a 595 nm [158]. Assim sendo, a viabilidade celular foi 

determinada como uma percentagem em relação às células não expostas (controlo). Para essa 

finalidade, as hMSCs foram expostas a diferentes concentrações de CNPs (0, 10, 100, 200, 500 e 

1000 µg/mL) por 24 h. 

As hMSCs foram semeadas em placas de 96 poços na densidade de 5x103 células por 

poço com meio completo α-MEM (perfazendo 200 µL/poço), e depois foram colocadas na 

incubadora a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2. Após 24 horas, o meio foi substituído por 200 

µL de meio completo α-MEM com as CNPs nas concentrações de 0, 10, 100, 200, 500 e 1000 

µg/mL. Para ter um controlo positivo e negativo, alguns poços não foram expostos às CNPs.  Para 
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os poços do controlo positivo, ao invés de colocar meio de cultura, foi colocado 200 µL de uma 

solução de 1% de Triton-X 100 e, para os poços do controlo negativo, foi adicionado 200 µL de 

meio completo. As placas foram incubadas na estufa a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 por 24 

horas. 

Após as 24 horas de exposição, o meio de cultura celular contendo as CNPs ou só o 

meio de cultura celular sem as CNPS (controlo negativo) e a solução de Triton-X 100 (controlo 

positivo) foram removidos e 200 µL de meio completo α-MEM fresco com 10% (v/v) de uma 

solução de resazurina a 0,1 mg/mL foi adicionado a cada poço. As células foram incubadas por 

3 horas na estufa a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2. Após esse tempo, 100 μL do meio, de 

cada poço, foi transferido para uma placa de 96 poços opaca e a fluorescência foi medida usando 

um leitor de microplacas, com λex = 530 nm e λem = 590 nm. Todas as amostras foram analisadas 

em quadruplicado. 

 

Ensaio de diferenciação condrogénica de hMSCs 

 

A medula óssea é a fonte mais comum para o isolamento de células hMSCs adultas. 

Por terem uma alta capacidade de diferenciação, essas células tornam-se ideais para analisar a 

possível influência das nanopartículas de colagénio no processo de diferenciação condrogénica. 

Estas células não são transformadas nem imortalizadas, são células primárias, podendo ser 

cultivadas durante várias semanas [159,160].  

 A diferenciação in vitro das hMSCs depende das condições de cultura. A 

diferenciação osteogénica das hMSCs pode ser desencadeada pela exposição a suplementos 

específicos como dexametasona, ácido ascórbico e β-glicerofosfato. Para a linhagem adipócita 

é preciso dexametasona, insulina, isobutilmetilxantina e indometacina [161]. Finalmente, para 

a diferenciação condrogénica, é necessário a exposição a um meio contendo dexametasona, 

ascorbato-2-fosfato, ITS, L-prolina, piruvato de sódio e TGF-β1 [107]. A dexametasona é um 

componente importante para a diferenciação condrogénica. Quando em combinação com o 

TGF-β1, a dexametasona tem mostrado potencial para a regulação positiva dos marcadores 

condrogénicos [162]. O TGF-β1 é indutor da condrogénese em MSCs embrionárias, sendo 

responsável pela estimulação de atividades anabólicas em células do tecido conjuntivo. Além 

disso, também aumenta a síntese de DNA nas culturas de condrócitos, aumenta a expressão de 

colagénio tipo II e a acumulação de proteoglicanos específicos [163]. O ácido ascórbico é 

essencial como um cofator enzimático que adiciona grupos hidroxilo à prolina e lisina no pró-

colagénio. Portanto, quando não há ácido ascórbico não se consegue formar uma estrutura 
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helicoidal com as cadeias de colagénio, e a secreção de colagénio tipo I na MEC fica 

comprometida [164]. O complexo de ITS pode prevenir a desdiferenciação de condrócitos 

articulares em cultura de monocamada e promover a formação de cartilagem de alta qualidade 

quando combinada com outros fatores de crescimento, além disso, pode regular a proliferação 

e a síntese de matriz dos condrócitos [165]. A L-prolina estabiliza a tripla hélice do colagénio e 

promove a diferenciação. O piruvato de sódio é a fonte de energia e inibe a citotoxicidade 

induzida pelo peróxido de hidrogénio. [166]. A capacidade das hMSCs se diferenciarem está 

relacionada com a sua multipotência, no entanto, essas características não são mantidas 

indefinidamente e as hMSCs envelhecem com a extensiva subcultivação in vitro, perdendo o seu 

potencial proliferativo e de diferenciação [161]. 

Para a condrogénese, hMSCs de passagem 3 (p3) foram cultivadas em 10 placas de 24 

poços na densidade de 5x103 células por poço com meio completo α-MEM (perfazendo 

1mL/poço), e depois foram incubadas na estufa a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas. 

A placa foi dividida ao meio, onde 12 poços ficaram destinados ao meio negativo constituído por 

meio α-MEM, 1% ITS, 1% AA, 1 μM de ascorbato-2-fosfato, 1% de piruvato de sódio, e 12 poços 

para o meio positivo que era constituído pelos mesmos suplementos do meio negativo com 

adição de 10-7M de dexametasona e 10 ng/mL de TGB-β1. Após as 24 horas, o meio foi removido 

e substituído por 250 μL dos meios negativo e positivo contendo as CNPs na concentração de 

100 μg/mL (concentração selecionada após o ensaio com a resazurina) e, em seguida, foram 

incubadas na estufa a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas. Como as CNPs foram 

sintetizadas em ambiente não estéril, antes da incubação, foram submetidas a 20 minutos sob 

luz UV para esterilização. Para o controlo negativo, houve somente a substituição do meio, sem 

acrescentar as CNPs. Após esse período, o meio contendo as CNPs foi removido e trocado por 

meio negativo e positivo. As células foram cultivadas por 19 dias e o meio de cultura foi trocado 

3 vezes por semana. A diferenciação celular das hMSCs foi estudada aos dias 7, 14 e 19 após o 

início das culturas celulares. 

 

Avaliação da diferenciação condrogénica de hMSCs por métodos qualitativos 

 

As células hMSCs demoram cerca de 2 a 3 semanas para sofrerem a diferenciação 

condrogénica sob as condições descritas anteriormente. Quando elas se diferenciam, produzem 

uma grande quantidade de matriz extracelular que é composta, principalmente, de colagénio 

tipo II e agrecano. A expressão desses compostos pode ser usada como um marcador da 

diferenciação condrogénica das hMSCs. No início da diferenciação, as células apresentam 
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colagénio tipo I e nenhuma outra molécula específica da cartilagem. Geralmente, o colagénio 

tipo II começa a ser detetado a partir do 5º dia da diferenciação, e no 14º dia costumam ser 

encontrados colagénio tipo II e IX, além de agrecano e proteínas de ligação [167]. 

 

Coloração por Azul de Toluidina 

  

A coloração com azul de toluidina pode ser usada como um procedimento para a 

avaliação histológica da condrogénese. O azul de toluidina é um corante catiónico altamente 

seletivo para a deteção de proteoglicanos devido à sua afinidade para os grupos sulfato dos 

proteoglicanos [168,169]. As células aparecem coradas com o citoplasma a azul claro e os 

núcleos a um azul mais escuro. A matriz extracelular aparece a rosa claro ou violeta. Para o 

ensaio com o azul de toluidina, as células foram fixadas com 500 μL de uma solução de PFA 4%, 

lavadas com PBS e depois com água destilada. O corante azul de toluidina (0,04% em acetato de 

sódio 0.1M, pH 4) foi adicionado e incubado por 10 minutos, no escuro à temperatura ambiente. 

Após esse tempo, o corante foi removido, as placas foram lavadas três vezes com água destilada, 

foi adicionado 500 μL do corante Fast Green (0,02% em água destilada) e incubado por 3 

minutos, no escuro à temperatura ambiente. Após esse período, as placas foram lavadas 2 vezes 

com água destilada. As placas foram observadas no microscópio ótico invertido. 

 

Coloração por Safranina-O/Fast Green 

 

A Safranina-O é um corante básico catiónico que também cora proteoglicanos embora 

com tons de laranja/vermelho. A intensidade da coloração da Safranina-O é normalmente 

proporcional ao conteúdo destes compostos na amostra embora isso possa não suceder na 

presença de Fast Green [170]. O corante Fast Green é usado para a coloração de proteínas, 

sabendo-se, no entanto, que se pode ligar também a outras moléculas; normalmente, usa-se o 

Fast Green apenas como agente de contraste na amostra (origina uma coloração verde). Para o 

ensaio com a Safranina-O/Fast Green, as células foram fixadas com 500 μL de uma solução PFA 

4%, lavadas com PBS e depois com água destilada. Em seguida, 500 μL da solução do reagente 

Weigert Iron Hematoxylin (Cloreto de ferro aquoso em 37% de HCl e hematoxilina 1% em etanol 

80%) foi adicionada e incubada por 5 minutos. Após esse período, o reagente foi removido e as 

placas foram lavadas quatro vezes com água destilada. Depois foi feita uma lavagem com etanol 

acídico 1% (HCl 37% em etanol 70%) e três lavagens com água destilada. Foi adicionado 500 μL 

do corante Fast Green (0,02% em água destilada) e incubou-se por 1 minuto. Após esse tempo, 
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foi feita uma lavagem com ácido acético glacial 1% (1% de ácido acético glacial em etanol 70%). 

Em seguida, foi adicionado 500 μL da solução de Safranina-O 1% (1% em água destilada) e 

incubou-se por 30 minutos, fazendo, por último, uma lavagem com etanol 95%. As placas foram 

observadas no microscópio ótico invertido. 

 

Avaliação da diferenciação condrogénica de hMSCs por métodos quantitativos 

 

A diferenciação condrogénica pode ser avaliada fazendo uma análise da síntese de 

mRNA para detetar a expressão de genes relacionados com a condrogénese, nomeadamente: 

colagénio tipo II e do proteoglicano agrecano. 

 

Análise da síntese de mRNA por RT-qPCR 

 

A reação da transcriptase reversa, seguida de reação em cadeia da polimerase 

quantitativa em tempo real (RT-qPCR) representa uma ferramenta poderosa para a deteção e 

quantificação de mRNA. É uma técnica muito utilizada por causa da sua alta sensibilidade, boa 

reprodutibilidade e amplo intervalo de quantificação. Nesta técnica, há a transcrição do mRNA 

em DNA complementar (cDNA) por meio da transcriptase reversa, e depois o cDNA é então 

usado como cadeia modelo para a reação de qPCR [171].  

A RT-qPCR pode ser efetuada em ensaios de um passo ou de dois passos. Em ensaios 

com um passo, são combinados num único tubo a transcrição reversa e o PCR, ou seja, são 

usadas a transcriptase reversa em conjunto com uma DNA polimerase. Esse tipo de ensaio usa 

apenas primers de sequências específicas. Em ensaios com dois passos, a transcrição reversa e 

o PCR são feitos em tubos separados, com diferentes tampões otimizados, condições de reação 

e estratégias com primers. No ensaio com dois passos podem ser utilizadas três abordagens 

diferentes para iniciar as reações de cDNA: primers oligoméricos (dT), primers aleatórios ou 

primers de sequência específica. Geralmente, é utilizada uma mistura com primers oligoméricos 

(dT) e primers aleatórios. Os primers ligam-se à cadeia modelo de mRNA e fornecem um ponto 

de partida à enzima transcriptase reversa [172]. 

A transcriptase reversa é a enzima que forma o cDNA a partir do RNA. Algumas enzimas 

apresentam atividade de RNase (ribonuclease), ou seja, conseguem degradar a cadeia de RNA 

no híbrido RNA-DNA após a transcrição. Se a enzima não apresentar a atividade de RNase, uma 

RNaseH pode ser acrescentada para melhorar a eficiência da qPCR. Para a RT-qPCR, é essencial 

escolher uma transcriptase reversa que possua alta estabilidade térmica. Isso possibilita que a 
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síntese de cDNA seja realizada em temperaturas mais altas, o que assegura uma transcrição 

bem-sucedida de RNA com altos níveis de estrutura secundária, a manutenção da sua atividade 

completa durante toda a reação e a produção de maiores rendimentos de cDNA [172]. 

A técnica funciona da seguinte maneira: é feita a extração do mRNA, a enzima 

transcriptase reversa sintetiza o cDNA correspondente a cada cadeia de RNA e, em seguida, é 

iniciado a qPCR. Na qPCR há a amplificação de um local específico do cDNA por meio de uma 

DNA polimerase termoestável, no qual dois oligómeros específicos atuam como primers e um 

fluoróforo atua como emissor de luz. Durante os ciclos da qPCR no termociclador, o fluoróforo 

liga-se às cadeias duplas do cDNA recém sintetizadas e emite fluorescência proporcional à 

quantidade de cDNA presente e, por meio de uma análise do gráfico emitido, é possível 

quantificar a amostra inicial [172]. 

Neste estudo, utilizando a tecnologia baseada em RT-qPCR, o perfil de expressão 

génica de colagénio tipo II e do proteoglicano agrecano foi avaliado durante o processo de 

diferenciação condrogénica de hMSCs.  

Para esse ensaio, num ambiente sem RNase e asséptico, foi adicionado 193 μL do 

reagente Tri Reagent® diretamente aos poços das placas com hMSCs. A placa foi incubada por 

5 minutos à temperatura ambiente e, em seguida, o conteúdo de cada poço foi transferido para 

eppendorfs que foram centrifugados por 10 minutos, com 12000xg a 4 °C. Os sobrenadantes 

foram removidos e passados para outros eppendorfs, e ambos foram congelados a -80 °C, para 

posterior extração. 

Para o RT-qPCR foi utilizado o protocolo do kit iTaq™ Universal SYBR® Green One-Step 

em ambiente estéril. Os volumes dos reagentes utilizados encontram-se na Tabela 2.  

 

Tabela 2 - Protocolo de preparação da mistura de reação para RT-qPCR. 

Componente Volume por 10 μL de reação Concentração final 

iTaq™ Universal SYBR® Green 
mistura de reação 

5 μL 1x 

Transcriptase reversa iScript 0,125 μL 1x 

Primers forward e reverse Variável* 300 nM 

RNA Variável* 20 ng/µL 
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H2O Livre de nuclease Variável* --- 

Volume total da mistura de 
reação 

10 μL --- 

* Os volumes dos primers, de RNA e de H2O variaram de acordo com a quantidade de RNA 

presente em cada amostra. 

 

Foram analisadas as expressões dos seguintes genes: colagénio tipo II (COL2A1) e 

agrecano. A desidrogenase Gliceraldeído-3-fosfato (GAPDH) foi usada como controlo. As 

sequências de primers iniciadores estão listadas na Tabela 3 [173]. A reação inicial da transcrição 

reversa foi realizada por 10 min a 50°C e depois foi feita a reação de PCR por 1 min a 95°C, 

seguida de 40 ciclos de amplificação (10 seg a 95°C e 30 seg a 60°C). O PCR foi realizado em 

duplicado. 

 

Tabela 3 - Sequência dos primers iniciadores utilizados na RT-qPCR. 

Gene Sequência do primer 
Tamanho do produto  

(em pares de base) 

Colagénio II 
5’-GGCAATAGCAGGTTCACGTACA-3’ 

79 
5’-CGATAACAGTCTTGCCCCACTT-3’ 

Agrecano 
5’-TGCATTCCACGAAGCTAACCTT-3’ 

84 
5’-GACGCCTCGCCTTCTTGAA-3’ 

GAPDH 
5’-AGAAAAACCTGCCAAATATGATGAC-3’ 

126 5’-TGGGTGTCGCTGTTGAAGTC-3’ 
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4. Resultados e Discussão 

 

4.1 Protocolo de síntese otimizado 
 

O método de emulsão e reticulação do colagénio já foi descrito anteriormente para a 

síntese de micropartículas de colagénio [156]. Neste método, faz-se uma emulsão seguida de 

reticulação com o glutaraldeído, um reagente capaz de formar ligações químicas estáveis entre 

as cadeias do colagénio. No presente trabalho, usando o colagénio de alforreca (Rhizostoma 

pulmo), esse método foi otimizado relativamente ao uso do solvente (ácido acético 0.1 M vs 

água), condições de agitação iniciais (10min vs 24h), aplicação de ultrassons (30kHz vs 60 kHz) e 

uso de diferentes temperaturas (temperatura ambiente vs 40oC), com o objetivo de tentar 

diminuir o tamanho das partículas e obtê-las na escala nanométrica. Depois de otimizado, o 

método de síntese foi aplicado ao colagénio de alforreca e tubarão azul (Prionace glaucia) para 

a obtenção das NPs que, posteriormente, foram usadas em ensaios de viabilidade e 

diferenciação celular. Finalizado o processo de otimização dos vários parâmetros de síntese, o 

protocolo selecionado consistiu na utilização da água como solvente, com agitação inicial por 

24h para a dispersão do colagénio, seguindo-se, após a dispersão, o ajuste de pH e a preparação 

da emulsão, a aplicação de ultrassons a 60 kHz por 10 minutos, sendo o processo efetuado a 

temperatura ambiente. O protocolo otimizado da síntese das CNPs está representado na Figura 

13, e contém 9 passos.  

Figura 13 - Esquema do protocolo de síntese otimizado. 1) Dispersão. 2) Ultrassons e ajuste de pH. 3) Emulsão e 
ultrassons. 4) Reticulação e Oxidação. 5) Centrifugação e lavagens. 6) Estabilização das NPs. 7) Homogeneização. 8) 
Centrifugação e lavagens. 9) Liofilização. 
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O primeiro passo, consiste na dispersão da amostra de colagénio na água com agitação 

inicial de 24 horas à temperatura ambiente. No segundo passo, é realizada a aplicação de 

ultrassons com 60 kHz por 10 minutos, seguido do ajuste do pH para 9,5, e de ultrassons nas 

mesmas condições anteriores. No terceiro passo é feita a emulsão com o agente emulsionante 

Tween20 e a parafina líquida, que é a fase gordurosa, por 10 minutos, seguida de ultrassons nas 

condições anteriores. No quarto passo é feita a reticulação das cadeias de colagénio com a 

adição do glutaraldeído com duração de 12 minutos de reação. É adicionado o peróxido de 

hidrogénio que atua por 15 minutos como um agente oxidante interrompendo a reação de 

reticulação, e em seguida é feita a diluição com a adição do 2-propanol 100%. O quinto passo 

consiste em centrifugações de 30 minutos e lavagens com 2-propanol 50% para remover os 

vestígios do agente oxidante. No sexto passo há adição de uma solução de ácido ascórbico ao 

sedimento obtido na centrifugação, onde este é aquecido a 75 °C em banho-maria por 30 

minutos. O sétimo passo é a agitação por 12 horas da mistura com ácido ascórbico à 

temperatura ambiente. O oitavo passo consiste em centrifugações de 30 minutos e lavagens 

com água destilada para remover os vestígios dos reagentes e obtenção das CNPs. O nono passo 

é o congelamento, a liofilização e a ressuspensão das CNPs sintetizadas. De entre as várias 

condições experimentais estudadas, este protocolo foi o que conduziu a tamanhos de partículas 

mais pequenos usando a técnica de Espalhamento Dinâmico de Luz. 

 

4.2 Caracterização das Nanopartículas de Colagénio do protocolo otimizado 

 

4.2.1. Tamanho hidrodinâmico  

 

As partículas foram sintetizadas em triplicado com o colagénio de alforreca e de 

tubarão azul nas condições otimizadas. O objetivo era identificar se haveria diferenças nos 

diâmetros hidrodinâmicos das partículas quando usado colagénio proveniente de espécies 

diferentes. 

As amostras foram analisadas por meio de DLS e os resultados provenientes da média 

de três ensaios independentes de cada colagénio mostraram que as partículas sintetizadas com 

o colagénio de alforreca e tubarão azul apresentavam, respetivamente, 453 ± 23 nm e 634 ± 18 

nm (Figura 14) de diâmetro hidrodinâmico.  
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Os nanosistemas usados para a terapia de doenças da cartilagem articular devem 

ultrapassar um ambiente complexo, que inclui uma matriz extracelular densa, o líquido sinovial 

no espaço da articulação e a libertação rápida na sinóvia circundante. NPs pequenas (<100 nm) 

conseguem penetrar mais profundamente na cartilagem, mas também podem ser rapidamente 

eliminadas da articulação, enquanto que NPs maiores apresentam uma menor penetração na 

cartilagem, mas podem ser aí retidas mais facilmente. Além disso, NPs com diâmetros maiores 

possibilitam o transporte de uma maior quantidade de compostos e uma libertação prolongada 

dos mesmos. Estes compostos podem ainda ser transportados para as zonas mais profundas da 

cartilagem [139,144]. Embora os resultados obtidos correspondam a CNPs com tamanhos que 

se aproximam da escala micrométrica, estes sistemas podem, no entanto, ainda ser 

considerados como candidatos para terapias de regeneração da cartilagem. Não devemos 

esquecer que o diâmetro hidrodinâmico de uma partícula é sempre superior ao seu diâmetro 

real. 

 

4.2.2 Índice de polidispersão  

 

A caracterização do índice de polidispersão (PdI) é essencial na caracterização de NPs 

para avaliar a homogeneidade das amostras em termos do seu tamanho. O PdI das CNPs de 

alforreca e tubarão azul foi obtido no decorrer das medições de diâmetro hidrodinâmico por 

DLS. Os resultados provenientes da média de três ensaios independentes de cada colagénio 

mostraram que o PdI das CNPs de alforreca e tubarão azul era, respetivamente, 0,5 ± 0,1 e 0,6 

± 0,1 (Figura 15). Estes resultados demonstraram a existência de heterogeneidade nos 

Figura 14 - Diâmetro hidrodinâmico das CNPs de alforreca e tubarão azul. 
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diâmetros hidrodinâmicos das CNPs de alforreca e tubarão azul. Uma baixa dispersão de 

tamanhos seria desejável para a sua aplicação biológica, no entanto, tendo-se repetido várias 

vezes a síntese das partículas e não havendo melhorias em termos de índice de polidispersão, 

resolveu-se na mesma continuar os estudos iniciados, os quais se devem considerar como 

estudos preliminares. 

  

4.2.3 Potencial Zeta 

 

O potencial Zeta (ZP) está relacionado com a carga superficial das partículas, sendo um 

parâmetro fundamental associado à estabilidade de uma suspensão, pois mede a magnitude da 

repulsão ou da atração eletrostática das cargas entre partículas. Essa medição fornece 

informações sobre as causas da dispersão ou agregação das partículas.  

Os resultados provenientes da média de três ensaios independentes relativos a cada 

colagénio mostraram que o ZP das CNPs de alforreca e tubarão azul eram, respetivamente, -38 

± 2 mV e -30 ± 1 mV (Figura 16). 

 

 

 

  

 

 

Figura 15 - Índice de polidispersão das CNPs de alforreca e tubarão azul. 
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Esses resultados demonstraram que as CNPs alforreca e tubarão azul apresentaram 

potenciais Zeta bastante negativos. Isso significa que existirá bastante repulsão entre as 

partículas em solução por possuírem carga elevada, portanto, ocasionando uma menor 

agregação e uma maior estabilidade da suspensão.  

 

4.2.4 Microscopia Eletrónica de Transmissão 

 

As CNPs de tubarão azul foram analisadas por TEM. As imagens obtidas mostram que 

CNPs de tubarão azul sintetizadas pelo método de emulsão e reticulação com ultrassons 

apresentam uma forma elíptica com dimensões do eixo maior na gama de 200 - 300 nm (Figura 

17). Na figura 17, em A, é ainda possível observar que o colagénio mantém a sua conformação 

de tripla hélice. Em B e C, é possível notar alguma heterogeneidade nas CNPs formadas (tal como 

anteriormente expresso pelo valor de PdI determinado na medição do diâmetro hidrodinâmico), 

uma morfologia de elipse e ainda a presença de pequenas esferas brancas de gordura ao redor 

da partícula que podem ser vestígios da parafina líquida usada na síntese. O tamanho das CNPs 

obtidas por DLS é maior que o do TEM, uma vez que o DLS determina o diâmetro hidrodinâmico 

de uma NP que inclui a sua esfera de hidratação composta por água, iões e contra-iões. Por 

outro lado, é possível que as CNPs preparadas aumentem bastante de volume quando existe 

água presente. 

 

 

 

Figura 16 - Potencial Zeta das CNPs de alforreca e tubarão azul. 
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4.3 Avaliação da citotoxicidade das Nanopartículas de Colagénio 

 

A Figura 18 mostra a citotoxicidade das CNPs de alforreca e tubarão azul determinada 

em hMSCs, em função da concentração e após um período de exposição de 24 horas. Os 

resultados são apresentados como uma percentagem da viabilidade celular em relação ao 

controlo (células não expostas às CNPs). A viabilidade celular foi correlacionada com a atividade 

metabólica das células por meio do Ensaio da Redução da Resazurina. Neste ensaio, as células 

metabolicamente ativas são capazes de converter uma molécula não fluorescente, a resazurina, 

num composto fluorescente, resorufina, enquanto que as células não viáveis não possuem essa 

capacidade. Devido à permeabilidade dos compostos na membrana, a resazurina pode entrar 

nas células e ser reduzida nas mitocôndrias, enquanto o produto dessa redução, a resorufina, 

pode deixar a célula através da membrana plasmática e se acumular no meio de cultura fora da 

célula [158]. Então, após a exposição das células às nanopartículas de colagénio por 24 horas, o 

reagente resazurina foi adicionado às células e deixado a incubar por 3 horas. Depois, o sinal de 

fluorescência proveniente do meio foi medido usando um leitor de microplacas. 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 17 - Morfologia das CNPs de tubarão azul por TEM. A: CNP preparada em ácido acético. B: CNP preparada em 
água. C: CNP preparada em água. 
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Analisando a Figura 18, pode-se observar que, na gama de concentrações testadas, as 

CNPs de alforreca e tubarão azul apresentaram baixa citotoxicidade mesmo nas concentrações 

mais altas de CNPs, onde se obteve ainda 80% de viabilidade celular. Esses dados indicam que 

as CNPs sintetizadas apresentam uma boa citocompatibilidade in vitro, o que pode estar 

relacionado com a carga negativa das partículas.  

Com base nestes resultados, a concentração de 100 µg/mL de CNPs foi utilizada para 

os ensaios de diferenciação celular, uma vez que esta corresponde a uma concentração não 

tóxica. 

 

4.4 Diferenciação condrogénica de hMSCs  

 

As MSCs têm a capacidade de se diferenciar em vários tecidos após a estimulação por 

certos fatores de crescimento e condições de cultura. O desenvolvimento de sistemas in vitro 

de condrogénese tem sido essencial para o reconhecimento dos fatores proteicos que podem 

promover a diferenciação em condrócitos a partir de MSCs adultas e melhorar a reparação da 

cartilagem in vivo [174].  

Johnstone et al. demonstraram que a condrogénese é induzida nas MSCs quando 

cultivadas num meio definido contendo dexametasona e TGF-β1 [107]. Neste sistema, é criada 

uma matriz extracelular característica da cartilagem, contendo proteoglicanos e colagénio tipo 

II [107]. Têm, também, sido feitos outros estudos para elucidar o potencial condrogénico de 

outros fatores de crescimento, incluindo TGF-β2, TGF-β3, BMP-2, BMP-6 e IGF-1 [159,175–178]. 

Figura 18 – Viabilidade celular das hMSCs após exposição de 24 horas às CNPs de alforreca e tubarão azul. Os 
resultados são provenientes da média e do correspondente desvio padrão relativo a três ensaios independentes com 
seis repetições para cada concentração. 
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Neste trabalho, as hMSCs foram incubadas com as CNPs de alforreca e tubarão azul 

por um período de 24 horas e cultivadas com (Meio +) e sem (Meio -) TGF-β1 e dexametasona 

por 19 dias, com o intuito de estudar o seu efeito na condrogénese. As células foram avaliadas 

relativamente à sua viabilidade (pelo Ensaio da Redução da Resazurina), e também foi verificada 

a diferenciação celular por métodos qualitativos e quantitativos aos dias 7, 14 e 19 do processo 

de diferenciação. 

  

4.4.1 Ensaio da Redução da Resazurina nas hMSCs em diferenciação 

 

Na Figura 19 é possível observar que durante os dias 7, 14 e 19 do processo de 

diferenciação, o valor mais baixo de viabilidade celular obtido foi de 80%, o que significa que as 

CNPs de alforreca e tubarão azul não apresentaram citotoxicidade ao longo do tempo, 

independentemente da presença, ou não, de TGF-β1 e dexametasona no meio. 

 

4.4.2 Avaliação qualitativa da diferenciação de hMSCs por coloração com Azul de 

Toluidina e Safranina-O/Fast Green 

 

As culturas celulares realizadas na presença das CNPs de alforreca e tubarão azul em 

meio com (Meio +) e sem (Meio -) TGF-β1 e dexametasona foram estudadas por métodos 

histoquímicos através do uso de Azul de Toluidina e Safranina-O/Fast Green. A coloração de 

tecidos cartilaginosos e condrogénicos com o Azul de Toluidina é um procedimento bem 

estabelecido para a avaliação histológica. Por ser um corante catiónico, apresenta afinidade para 

Figura 19 - Viabilidade celular das hMSCs após exposição de 24 horas às CNPs de alforreca e tubarão azul durante o 
processo de diferenciação celular, nos dias 7, 14 e 19. A: CNPs de alforreca. TA: CNPs de tubarão azul. Controlo: sem 
CNPs. Os resultados são provenientes da média e do correspondente desvio padrão relativo de um ensaio 
independente com seis repetições para cada concentração. 
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as cargas negativas dos grupos sulfato dos proteoglicanos. A coloração com este corante é 

metacromática, aparecendo o citoplasma celular a azul claro e os núcleos a um azul mais escuro, 

enquanto que a matriz extracelular aparece normalmente a rosa claro ou violeta. O corante 

Safranina-O também é um corante catiónico que se liga aos proteoglicanos, apresentando 

variações nos tons de vermelho. A intensidade da Safranina-O pode ser, regra geral, 

correlacionada com o conteúdo de GAGs, embora a presença de outros corantes que com ela 

compitam para a ligação a essas moléculas possa interferir no processo [179]. O Fast Green é 

habitualmente usado em conjunto com a Safranina-O sobretudo para se obter um contraste na 

imagem (as zonas sem proteoglicanos aparecem a verde). Neste trabalho, as análises 

histoquímicas foram apenas usadas para uma avaliação qualitativa do processo de 

condrogénese que se desenrolou in vitro.  

Os resultados dos estudos histoquímicos estão resumidos na Figura 20 e na Figura 21 

para a coloração com Azul de Toluidina e Safranina-O/Fast Green, respetivamente. É possível 

observar que, em ambos os casos, as células que passaram pelo processo de diferenciação em 

meio positivo proliferaram mais do que as células que passaram pelo processo em meio 

negativo. Este resultado é bastante interessante e, muito provavelmente, deve-se à presença 

do fator de crescimento TGF-β1. A família de fatores de crescimento TGF-β tem sido muito 

estudada no que respeita ao seu efeito no comportamento celular. De facto, a literatura mostra 

que este fator de crescimento pode ter um efeito pró-proliferativo nas células, dependendo do 

tipo celular em questão e da sua concentração no meio de cultura [180].  

Na Figura 20 relativa à coloração com Azul de Toluidina, em termos gerais, é notório o 

aumento na extensão da coloração azul com a introdução de TGF-β1 e dexametasona no meio 

de cultura (Meio +). Esta coloração assinala que há maior produção de proteoglicanos pelas 

células. Este resultado não é de estranhar já que este é um meio indutor da diferenciação celular 

condroblástica. O mesmo acontece com a coloração com Safranina-O (Figura 21), neste caso 

notando-se apenas um ligeiro aumento na tonalidade laranja/vermelha das culturas celulares 

quando se muda do Meio (–) para o Meio (+). Na realidade, as experiências histoquímicas não 

são muito conclusivas quanto à extensão do processo de diferenciação que ocorreu em cultura, 

nomeadamente até no que respeita à evolução ocorrida ao longo do tempo (dos 7 aos 19 dias). 

Contudo, é claro que a presença das CNPs de alforreca e tubarão azul não influenciam 

negativamente o processo de diferenciação celular, ou seja, este ocorre mesmo na sua presença. 

A dificuldade de interpretar as imagens das experiências histoquímicas poderá dever-

se, de facto, a uma limitada diferenciação celular devido à cultura das células estar a ser feita 

em condições 2D. Normalmente, um sistema em 3D apresenta melhores resultados em 



 
64 

 

condrogénese por criar um microambiente mais favorável para a proliferação e diferenciação 

celular [181].  
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Figura 20 - Avaliação do teor de proteoglicanos pela coloração com Azul de Toluidina em hMSCs com CNPs de alforreca e tubarão azul durante a condrogénese nos dias 7, 14 e 19. Escala de 
100 μm 
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Figura 21 - Avaliação do teor de colagénio tipo II e proteoglicanos pela coloração com Safranina-O/Fast Green em hMSCs com CNPs de alforreca e tubarão azul durante a condrogénese nos 
dias 7, 14 e 19. Escala de 100 μm. 
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4.4.3 Análise por RT-qPCR 
 

A expressão de determinados genes pelas células pode dar uma medida quantitativa 

da extensão da sua diferenciação. Neste trabalho, estudou-se por RT-qPCR a expressão génica 

do agrecano (um tipo de proteoglicano) e do colagénio do tipo II que são biomoléculas 

características do tecido cartilaginoso. A análise da expressão destes dois genes nas células 

cultivadas na presença das CNPs (de ambos os organismos) foi realizada em relação à expressão 

desses genes em células não expostas às CNPs, ou seja, as respetivas experiências de controle 

(quantificação relativa, tendo o gene da GAPDH sido usado como referência e o método de Livak 

usado nos cálculos). As Figura 22 e Figura 23  mostram, então, gráficos em que os resultados 

aparecem como o número de vezes em que a expressão génica do colagénio II e do agrecano é 

maior relativamente ao valor determinado para a experiência controle (valores superiores a 1 

significam que há maior expressão dos genes relativamente ao controle; valores inferiores a 1 

significam que há uma menor expressão dos genes relativamente ao controle).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Meio Negativo Meio Positivo 

Figura 22 - Expressão génica de Colagénio II por RT-qPCR em hMSCs que passaram pelo processo de 
diferenciação na presença de CNPs de alforreca e tubarão azul, em meio com (Meio +) e sem (Meio -) TGF-β1 
e dexametasona. 
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Assim, pela análise dos gráficos, vemos que a expressão de colagénio tipo II e agrecano 

não é afetada de forma significativa com a presença das CNPs relativamente ao controle, em 

particular quando o processo de diferenciação ocorre num meio contendo TGF-β1 e 

dexametasona (Meio +), ou seja, indutor da diferenciação. Os dados provenientes da análise por 

RT-qPCR são, assim, concordantes com os obtidos pela avaliação qualitativa colorimétrica com 

Azul de Toluidina e Safranina-O/Fast Green, na medida em que mostram que as CNPs não 

impedem a diferenciação celular condroblástica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Meio Negativo Meio Positivo 

Figura 23 - Expressão génica de Agrecano por RT-qPCR em hMSCs que passaram pelo processo de 
diferenciação na presença de CNPs de alforreca e tubarão azul, em meio com (Meio +) e sem (Meio -) TGF-β1 
e dexametasona. 
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5. Conclusão e Trabalho Futuro 
 

O objetivo principal desta Tese de Mestrado foi a criação de nanosistemas para futura 

entrega de fatores de crescimento em aplicações de engenharia de tecido cartilaginoso. Para o 

efeito, foi utilizado colagénio proveniente de fontes marinhas, como a alforreca (Rhizostoma 

pulmo) e o tubarão azul (Prionace glaucia), e a síntese das NPs ocorreu por meio de um método 

de emulsão e reticulação com posterior recurso a ultrassons. As partículas sintetizadas com o 

colagénio de alforreca e tubarão azul apresentaram diâmetros hidrodinâmicos de, 

respetivamente, 453 ± 23 nm e 634 ± 18 nm. No entanto, na análise feita às partículas de 

colagénio de tubarão por microscopia de transmissão (amostras desidratadas), verificou-se que 

estas tinham uma forma elíptica e que apresentavam dimensões na gama 200-300nm (eixo 

maior). Ambos os tipos de CNPs apresentaram um potencial Zeta negativo e boa 

citocompatibilidade. Por outro lado, a presença das CNPs pareceu não impedir a diferenciação 

condroblástica das hMSCs. 

De acordo com os resultados apresentados, as CNPs de alforreca e tubarão azul 

produzidas são promissores para o tratamento da cartilagem articular, uma vez que possuem 

uma boa biocompatibilidade, baixa citotoxicidade quando aplicados nas hMSCs e ainda 

possibilitam a diferenciação celular condrogénica com uma grande viabilidade celular.  

No futuro, pretende-se utilizar colagénio hidrolisado (com menor peso molecular) por 

forma a tentar diminuir o tamanho das nanopartículas e, após a realização de testes de 

caraterização físico-química e biológica idênticos aos efetuados no presente trabalho, pretende-

se ainda testar os sistemas para a encapsulação e entrega nas hMSCs do fator de crescimento 

IGF-1 que tem sido apontado como tendo efeitos anabólicos a nível da cartilagem. 
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