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RESUMO 

A falta de translação de dados experimentais de ensaios com animais in vivo e sua 

desigualdade com a biologia humana motivam o desenvolvimento e a aplicação de 

sistemas de modelos derivados de células humanas. Este trabalho teve como objetivo 

comparar a aplicação de teste de citotoxicidade em modelos 2D e 3D utilizando 

células-tronco/estromais derivadas do tecido adiposo (ASC). Posteriormente, como o 

modelo 3D de triagem de toxicidade, objetivamos avaliar a citotoxicidade de uma 

nanopartícula, com aplicações em engenharia óssea. Com o aumento de lesões 

ósseas se tem buscado substitutos ósseos sintéticos e uma das principais abordagens 

visa associar biomateriais a células-tronco. Dentre os biomateriais cerâmicos mais 

prevalentes no tratamento ósseo encontra-se a hidroxiapatita (HA). Sua estrutura 

permite substituições que podem otimizar a cristalinidade, morfologia, 

biocompatibilidade e osteocondutividade, formando a hidroxiapatita carbonatada 

nanoestruturada (nCHA). Uma nova abordagem na engenharia de tecidos 

corresponde à utilização de esferoides de células-tronco como unidades modulares 

para fabricar tecidos biológicos in vitro, no entanto ainda há uma carência na 

adaptação de protocolos de citotoxicidade em modelos 3D de cultivo. Os resultados 

obtidos com as técnicas de vermelho neutro, quantificação de ATP e liberação de LDH 

no 2D demonstram que as ASCs são responsivas e compatíveis para triagem de 

toxicologia. No cultivo 3D, a quantificação de ATP foi adequada para analisar a 

toxicidade, ao contrário da liberação de LDH. 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave:  células-tronco/estromais mesenquimais, esferoides, toxicidade, 
modelos tridimensionais. 



ABSTRACT 

MONTENEGRO, Bianca. Standardization of human mesenchymal stem cell spheres 

derived from adipose tissue as an alternative in vitro model for toxicity screening. 

Duque de caxias, 2022. Dissertation (Master's degree in Translational Biomedicine) - 

Postgraduate Program in Translational Biomedicine, Unigranrio-Afya, Inmetro and 

UERJ, Duque de Caxias, 2022. 

 

The lack of translation of experimental data from in vivo animal assays and its 

inequality with human biology motivate the development and application of model 

systems derived from human cells. This study aimed to compare the application of a 

cytotoxicity test in 2D and 3D models using adipose tissue-derived stem/stromal cells 

(ASC). Subsequently, as the 3D model of toxicity screening, we aimed to evaluate the 

cytotoxicity of a nanoparticle, with applications in bone engineering. With the increase 

in bone lesions, synthetic bone substitutes have been sought and one of the main 

approaches is to associate biomaterials with stem cells. Among the most prevalent 

ceramic biomaterials in bone treatment is hydroxyapatite (HA). Its structure allows 

substitutions that can optimize crystallinity, morphology, biocompatibility and 

osteoconductivity, forming nanostructured carbonated hydroxyapatite (nCHA). A new 

approach in tissue engineering corresponds to the use of stem cell spheroids as 

modular units to manufacture biological tissues in vitro, however there is still a lack of 

adaptation of cytotoxicity protocols in 3D culture models. The results obtained with the 

techniques of neutral red, ATP quantification and LDH release in 2D demonstrate that 

ASCs are responsive and compatible for toxicology screening. In 3D culture, ATP 

quantification was adequate to analyze toxicity, unlike LDH release. 

  

Keywords: mesenchymal stem/stromal cells, spheroids, toxicity, three-dimensional 

models. 
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1 Introdução 

1.1 Células-tronco mesenquimais 

As células-tronco/estromais mesenquimais (MSCs, do inglês Mesenchymal stem 

cells) constituem uma população de células estromais, similares aos pericitos, 

presentes na medula óssea e na maioria dos tecidos conjuntivos, como tecido adiposo 

(ZUK et al., 2001), sangue periférico (CHONG et al., 2012), parede do cordão umbilical 

(ROMANOV et al., 2003), fluido amniótico e placenta (IN'T ANKER et al., 2003).  

Essas células apresentam funções na manutenção e reparo de diversos tecidos 

do organismo. São células indiferenciadas e multipotentes com potencial de se 

diferenciarem em vários tecidos da linhagem mesodermal (Figura 1), como os tecidos 

ósseo, cartilaginoso e adiposo (KIM E PARK, 2017; POURRAJAB et al., 2013; 

NCHARBORD et al., 2010; PITTENGER et al., 1999). 

 

Figura 1. Potencial de diferenciação das células-tronco mesenquimais. As células-tronco 

mesenquimais são ditas multipotentes, uma vez que possuem capacidade de auto-renovação e 

diferenciação em células da linhagem mesodermal, tais como células do estroma do conectivo, do 
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tecido cartilaginoso, do tecido adiposo e do tecido ósseo. MSC, células-tronco mesenquimais 

(Adaptado de UCCELLI, MORETTA E PISTOIA, 2008). 

 

Há um número crescente de publicações abordando a heterogeneidade das 

MSCs (ANDRZEJEWSKA et al., 2019). A dissemelhança dos potenciais de 

diferenciação ocorre devido às diferenças no transcriptoma, proteoma, imunofenótipo 

e atividades imunomoduladoras de vários tipos de MSCs. Dessa forma, a fonte da 

qual as células são isoladas implicam em tendências distintas de diferenciação celular. 

MSCs derivadas da medula óssea (bmMSCs, do inglês, bone marrow 

mesenchymal stem Cells) exibem capacidade superior para diferenciação em 

osteogênese e condrogênese sob protocolos de diferenciação (LIN et al., 2019); 

células-tronco mesenquimais derivadas de líquido e membrana sinoviais (sMSCs, do 

inglês synovial mesenchymal stem Cells) exibem proliferação e potencial 

condrogênico mais significativo do que as MSCs derivadas de tecido adiposo (ASCs, 

do inglês adipose derived stem/stromal cells) (MOCHIZUKI et al., 2006). Já as MSCs 

derivadas do sangue do cordão umbilical (ucb-MSCs, do inglês umbilical cord blood- 

mesenchymal stem cells) mostram vantagens em relação a outras fontes adultas, uma 

vez que podem ser cultivadas por períodos maiores de cultivo, serem expandidas em 

maior escala, demoram mais para entrarem em senescência e ainda possuem efeitos 

anti-inflamatórios superiores (JIN et al., 2013).  

As ASCs constituem as fontes mais utilizadas para o isolamento de MSCs uma 

vez que esse processo é considerado minimamente invasivo e a densidade celular 

isolada é elevada (BAPTISTA et al., 2017). Assim, a escolha da fonte deve ser 

pautada na finalidade específica. A tabela 1 resume os potenciais de diferenciação e 

aplicação das MSCs. 
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Tabela 1. Potenciais de diferenciação e aplicação das MSCs.  

 

Diferenciação Fontes Indutores Métodos de 
identificação 

Aplicação Referências 

Osteoblasto BMCSs e 
ASCs 

β-
glicerofosfato, 
ácido 
ascórbico e 
dexametasona 

Colorações: 
Vermelho de 
Alizarina e Von 
Kossa 
 
IHQ: Colágeno 
tipo I, 
osteopontina 
(OPN) e 
osteocalcina 
(OCN) 
 
Atividade de 
Fosfatase 
alcalina (ALP), 
medição de 
cálcio 

Regeneração 
óssea 

(CHOUDHERY 
et al., 2013) 

Condrócito BMSCs e 
ASCs 

ácido 
ascórbico, 
dexametasona, 
TGF-β1/TGF-
β3 

Colorações: 
Alcian-Blue e 
azul de toluidina 
 
IHQ: Colágeno 
tipo II e X, SOX 
(9, 5, 6), 
Agrecano, NOX 
4, Condroitina 
4-
sulfotransferase 

Regeneração 
da cartilagem 

(PARK et al., 
2011) 
 
(PIEVANI et 
al., 2014) 

Neurócitos BMSCs e 
ASCs 

EGF, HGF, 
VEGF, BHA, 
KCl, forscolina, 
ácido 
valpróico, 
insulina e 
hidrocortisona 

IHQ: Enolase , 
Tubulina-βIII, 
GFAP , S100, 
MBP, MAP2, 
NF 

Regeneração 
do nervo 

(CHUNG et al., 
2013) 
 
(BAE et al., 
2011) 
 
(HOU et al., 
2003) 

Cardiomiócitos ASCs bFGF e 5-
azacitidina 

Desmina, M-
caderina, MHC, 
α-actina 
cardíaca, cTnI 

Regeneração 
miocárdica 

(LEI et al., 
2012) 
 
(XU et al., 
2004) 

 

Fonte: Adaptado de (HAN et al., 2019). 

Dentre as principais vantagens das MSCs na medicina regenerativa destaca-

se: a alta disponibilidade de fontes teciduais para o isolamento celular; a 

imunomodulação; a angiogênese; as atividades antiapoptótica, antifibrótica e 

quimioatrativa; os efeitos parácrinos e ausência de entraves éticos em relação à sua 
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aplicação (SAEEDI et al., 2019; KIM E PARK, 2017; PATEL et al., 2013; JONES et al., 

2007; NCHANG et al., 2006).   

Sob uma injúria tecidual, as MSCs migram para o sítio inflamatório, exercendo 

atividades imunomodulatórias ao inibir a atividade de células do sistema imune e 

secreção de citocinas pró-inflamatórias, tais como o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α, do inglês tumor necrosis fator- alpha) e interferon gama (IFN-γ), atuando 

então no reparo tissular (WANG et al., 2014). A tabela 2 traz alguns ensaios clínicos 

empregando as MSCs.   
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Tabela 2. Exemplos de ensaios clínicos com células-tronco mesenquimais.   

Ensaio clínico Ano e 
identificador 

Status Informações Referência 

Amnion bilayer 
and stem cell 
combination 
therapy on thin 
endometrium 
infertile patients 

2020-
NCT04676269 

Fase I Células epiteliais do 
âmnio para 
pacientes inférteis  

www.clinicaltrials.gov 

A phase I/IIa, 
open label, dose-
escalating clinical 
study to evaluate 
the therapeutic 
effects of 
astrocytes 
derived from 
human 
embryonic stem 
cells, in patients 
with Amyotrophic 
Lateral Sclerosis 
(ALS) 

2018-
NCT03482050 

Fase II Injeção intratecal 
em pacientes com 
esclerose lateral 
amiotrófica 

www.clinicaltrials.gov 

Long term follow 
up phase I/II, 
open, multi-
center, 
prospective study 
using human 
embryonic stem 
cell derived 
retinal pigmented 
epithelial for 
patients with age-
related macular 
degeneration 
(AMD) 

2015-
NCT02463344 

Completo Sem sinais de 
hiperproliferação, 
tumorigenicidade, 
formação de tecido 
ectópico ou rejeição 
aparente após 4 
meses 

www.clinicaltrials.gov 

Safety and 
efficacy Phase I 
study of Umbilical 
Cord/Placenta-
(UC) derived 
MSCs to treat 
Ankylosing 
Spondylitis (AS) 

2011-
NCT01420432 

Completo Associação de 
MSCs e 
medicamentos 
antirreumáticos 
como anti-
inflamatórios e 
imunomoduladores  

www.clinicaltrials.gov 

 

Fonte: Adaptado de (VASANTHAN et al., 2020). 

http://www.clinicaltrials.gov/
http://www.clinicaltrials.gov/
http://www.clinicaltrials.gov/
http://www.clinicaltrials.gov/
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1.2 Células-tronco/estromais derivadas do tecido adiposo 

O tecido adiposo subcutâneo constitui uma das fontes mais utilizadas para 

isolamento de mesenquimais (MSCs) (KIM e PARK, 2017). As MSCs isoladas desse 

tecido são morfologicamente e fenotipicamente similares às MSCs isoladas da medula 

óssea, no entanto, são consideradas uma nova população celular por pertencerem a 

microambientes tissulares distintos além de apresentam origens diferentes (BOURIN 

et al., 2013 e BAPTISTA et al., 2007).    

As ASCs são definidas como células-tronco mesenquimais por seguirem os 

critérios estipulados pela Sociedade Internacional para Terapia Celular (ISCT, do 

inglês International Society for Cellular Therapy). Os critérios são: (A) aderência ao 

plástico quando mantidas em condições de cultivo in vitro 2D, (B) potencial de 

diferenciação nas linhagens condrogênica, osteogênica e adipogênica, (C) expressão 

de marcadores de superfície estromais incluindo CD73, CD90 e CD105 (DOMINICI et 

al., 2006). Quando isoladas, durante os primeiros ciclos de proliferação, as ASCs 

apresentam marcadores celulares como CD90, CD105, CD73, CD44, CD166 e CD34, 

e expressão negativa do marcador hematopoiético CD45, (BAPTISTA et al., 2009).  

Uma das principais vantagens da utilização de ASCs em protocolos de medicina 

regenerativa deve-se a sua capacidade de imunomodulação e secreção de fatores 

parácrinos. Os efeitos terapêuticos promovidos pelas ASCs ocorrem mediante 

citocinas e mediadores solúveis secretados e não por eventos de diferenciação em si 

(BOBYLEVA et al., 2019). Quando mantidas in vitro, as ASCs mantêm sua capacidade 

de interagir e regular a função de células efetoras envolvidas nos processos de 

resposta imune primária e adquirida. 

1.3 Modelos bidimensionais e tridimensionais de cultivo celular 

1.3.1 Modelos 2D 

A cultura de células bidimensional (2D) tem sido o método usado para cultivar 

células desde o início do século XX (FERREIRA et al., 2018), e atualmente constitui a 

principal ferramenta empregada em experimentos in vitro, desde pesquisas 

fundamentais até aplicadas, em particular, no desenvolvimento de métodos de terapia 
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antitumoral usando cultivos híbridos e nanopartículas carregadas com substâncias 

bioativas (SHIPUNOVA et al., 2021; SHRAMOVA et al., 2020; ZELEPUKIN et al., 

2021), mas tem muitas limitações pois representam o tecido de forma imprecisa 

(COSTA et al., 2016).    

Em culturas 2D aderentes, as células crescem como uma monocamada em um 

frasco de cultura ou em uma placa de Petri plana, aderidas à uma superfície plástica 

(BRESLIN; O’DRISCOLL, 2013). As vantagens das culturas 2D estão associadas à 

manutenção simples e de baixo custo da cultura celular, em relação ao cultivo 3D, e 

à realização de testes funcionais, já adaptados para esse cultivo.   

Todavia, em termos de biologia celular, as culturas aderentes possuem algumas 

desvantagens. Neste método de cultura, as interações célula-célula e célula-matriz 

extracelular não são representadas fidedignamente como in vivo. Essas interações 

são responsáveis pela diferenciação celular, proliferação, viabilidade, expressão de 

genes e proteínas, responsividade a estímulos, metabolismo de drogas e outras 

funções celulares (BAKER et al., 2012; PAMPALONI et al., 2007; BISSELL et al., 

2003).   

  Após o isolamento do tecido e a transferência para as condições 2D, a 

morfologia das células é alterada, assim como o modo de divisão celular e há perda 

de diversos fenótipos (PETERSEN et al., 1992; MARK et al., 1977). A morfologia 

alterada das células pode afetar a função (CABALLERO et al., 2015; KILIAN et al., 

2010); a organização de estruturas no interior das células e a secreção e sinalização 

celular (NELSON et al., 2006; DEBNATH et al., 2005).    

Devido a esses distúrbios nas interações com o meio externo, as células que 

crescem aderentes perdem sua polaridade (MSEKA et al., 2007), o que altera a 

resposta a fenômenos, como a apoptose (MEYERS et al., 2006; WEAVER et al., 

2002). Outra questão é que as células da monocamada têm acesso ilimitado aos 

componentes do meio, oxigênio, nutrientes, metabólitos e moléculas sinalizadoras. 

Para células in vivo, a disponibilidade de nutrientes e oxigênio ocorre de maneira 

variável devido à arquitetura tridimensional. Observou-se também que o sistema 2D 

altera a expressão gênica e splicing, topologia e bioquímica da célula (LI et al. 2006; 

BIRGERSDOTTER et al., 2005; FUCHS et al., 2004).   

Ademais, as culturas aderentes geralmente são monoculturas e permitem o 

estudo de apenas um tipo de célula (FISCHBACH., 2007), o que resulta na falta de 
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microambientes ou nichos. Essas interações célula-célula e célula-matriz 

consideravelmente reduzidas limita significativamente sua capacidade de recapitular 

o nível apropriado de respostas celulares in vivo.  

Baseado nessas desvantagens dos sistemas 2D, houve a necessidade de 

encontrar modelos alternativos, mais capazes de mimetizar o ambiente in vivo, como 

sistemas de cultura 3D. A tabela 3 resume as características de cada cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 3. Comparação de métodos de cultura de células 2D e 3D. 
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Tipo de cultivo 2D 3D Referências 

Interações celulares Privado de interações 
célula-célula e célula-
ambiente extracelular, 
sem microambientes 
semelhantes ao in vivo 
e sem “nichos” 

Interações adequadas 
célula-célula e célula-
ambiente extracelular 

(CAWKILL et al., 2007) 

(LEE et al., 2008) 

Características 
celulares 

Morfologia e divisões 
alteradas; perda de 
fenótipos e polaridade; 
proliferação mais rápida 
que in vivo 

Preservação da 
morfologia, modo de 
divisões, fenótipo e 
polaridade 

(HUANG et al., 2013) 

(BAKER et al., 2012) 

Exposição ao 
meio/substâncias 

Acesso ilimitado e igual 
a oxigênio, nutrientes, 
metabólitos e moléculas 
de sinalização em 
contraste ao in vivo 

Acesso variável a 
oxigênio, nutrientes, 
metabólitos e moléculas 
de sinalização, mais 
compatível ao in vivo 

(BRESLIN et al., 2013) 

(TREDAN et al., 2007) 

Fase do ciclo celular Mais células no mesmo 
estágio do ciclo celular 
devido à exposição 
igual ao meio 

Esferoides contem 
células proliferativas, 
quiscentes, hipóxicas e 
necróticas 

(TIBBIT et al., 2009) 

(TREDAN et al., 2007) 

Sensibilidade à 
medicamentos 

Células menos 
resistentes aos 
medicamentos, devido 
à má metabolização, 
aparentando mais 
citotoxicidade 

Células mais 
resistentes aos 
medicamentos, com 
representação mais 
precisa dos efeitos in 
vivo 

(LANGHANS, 2018) 

(HAISLER et al., 2013) 

Junção celular Representação menos 
precisa das junções in 
vivo 

Junções mais precisas 
e permitem 
comunicação célula-
célula através de trocas 
de íons, pequenas 
moléculas e correntes 
elétricas 

(LANGHANS, 2018) 

(LANG et al., 2019) 

Resposta à estímulos Representação 
imprecisa da resposta à 
estímulos mecânicos 
pois as células não 
experimentam ação da 
gravidade por serem 
incapazes de se 
expandir para a terceira 
dimensão 

Representação mais 
precisa dos estímulos 
mecânicos por terem 
três dimensões 

(RAVI et al., 2014) 

(COSTA et al., 2016) 
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Mecanismos celulares Alterações na 
expressão gênica, 
topologia e bioquímica 
celular 

Expressão gênica, 
topologia e bioquímica 
celular mais semelhante 
ao in vivo 

(LI et al., 2006) 

Custo de manutenção Custos menores em 
relação ao 3D 

Testes mais custosos e 
menos disponíveis 
comercialmente, porém 
reduz as diferenças 
entre as triagens de 
fármacos in vitro e in 
vivo reduzindo o uso de 
animais 

(WEISWALD et al., 
2015) 

(SODUNKE et al., 
2007) 

Uso e análise Altamente replicável e 
facilmente interpretável, 
sendo melhor para 
culturas de longo prazo 

Pode ser difícil replicar 
experimentos e 
interpretar dados 

(KAPAłCZYńSKA et al., 
2016) 

Fonte: Adaptado de (JENSEN; TENG, 2020; KAPAłCZYńSKA et al., 2016). 

1.3.2 Modelos 3D 

A cultura de células 3D mostrou melhorias em relação ao cultivo 2D em estudos 

direcionados à morfologia, monitoramento do número de células, proliferação, 

resposta a estímulos, diferenciação, metabolismo de drogas e síntese de proteínas 

(ANTONI et al., 2015). Isso é proporcionado pela capacidade dessas culturas de 

modelar uma célula in vivo enquanto é cultivada in vitro (RAVI et al., 2015). A cultura 

de células 3D tem muitas aplicações, tais como pesquisa do câncer (POORNIMA et 

al., 2022), pesquisa de células-tronco (YLOSTALO, 2020), desenvolvimento de 

medicamentos (FANG; EGLEN, 2017) e testes toxicológicos (WANG et al., 2021).  

 Dentre as técnicas disponíveis, existem as baseadas em scaffold, como à base 

de hidrogel; à base de material polimérico; fibra de vidro hidrofílica, esferoides e 

organoides. Os hidrogéis possuem capacidade de imitar a matriz extracelular (MEC), 

permitindo que fatores solúveis, como citocinas e fatores de crescimento, trafeguem 

através do gel semelhante ao que ocorre no tecido (LANGHANS, 2018). Os hidrogéis 

são versáteis, podendo ser aplicados para criar esferoides.    

Existem hidrogéis naturais e sintéticos, sendo os géis naturais comumente feitos 

com polímeros naturais, como fibrinogênio, ácido hialurônico, colágeno, Matrigel, 

gelatina, quitosana e alginato (DHALIWAL, 2012).  Géis naturais feitos de colágeno 
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têm sido empregados para modelar tumores 3D, em que as células foram 

incorporadas ao gel e o modelo 3D permitiu a triagem de drogas, bem como 

demonstrou diferenças na morfologia das células, densidade e sensibilidade às 

drogas quando comparadas às células cultivadas em monocamada (VAN-MINH et al., 

2016).   

Os hidrogéis sintéticos são tipicamente sintetizados de polímeros produzidos a 

partir de polietilenoglicol (PEG), ácido polilático (PLA) ou poli(acetato de vinil) (PVA) 

(DHALIWAL, 2012). Um estudo mostrou que as células hepáticas HepG2 cultivadas 

usando um scaffold polimérico 3D foram menos afetadas por compostos citotóxicos e 

tiveram maior viabilidade do que aquelas cultivadas em 2D (VAN-MINH et al., 2016).  

Os organoides e esferoides são capazes de formar fibras de MEC que unem 

células individuais mediante integrinas e replicam o microambiente dos órgãos 

permitindo a modelagem de doenças por meio do uso de células-tronco (YIN et al., 

2016).   

As técnicas livres de arcabouço, scaffold-free, produzem tecidos através da 

mimetização de processos do desenvolvimento embrionário, formando um 

microambiente mais semelhante ao encontrado in vivo. Tais processos seguem 

etapas de condensação celular, proliferação, diferenciação, produção de matriz 

extracelular e maturação tissular. Nessas abordagens livres de arcabouço ocorre o 

processo de automontagem ou self-assembly, no qual não há forças externas 

orquestrando a formação de estruturas 3D, como os esferoides (THOMAS et al., 2016; 

DU RAINE et al., 2015).   

As técnicas disponíveis atualmente para produção de esferoides incluem 

microplacas suspensas, levitação magnética e esferoides formados em hidrogéis de 

baixa aderência, como a agarose.   

As placas suspensas permitem a formação de esferoides por 

autoagregação/automontagem através do uso da gravidade. Os esferoides ficam 

pendurados em poços sem fundo abertos. Os métodos de placa suspensa têm uma 

ampla gama de usos devido à sua replicabilidade. Foi realizado um estudo no qual 

esferoides cardíacos foram desenvolvidos por co-cultura de células endoteliais, 

fibroblastos e cardiomiócitos derivados de células-tronco pluripotentes induzidas, 

cujos resultados mostraram um modelo de cultura de células no qual os efeitos tóxicos 
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no tecido cardíaco humano podem ser estudados devido à semelhança aos esferoides 

cardíacos (LANGHANS, 2018).   

A levitação magnética é realizada injetando células com nanopartículas 

magnéticas, permitindo que as células se agreguem em um esferoide quando 

expostas a um campo magnético externo (imã). Isso cria um ambiente celular 

concentrado no qual a MEC pode ser sintetizada, e a análise via Western blotting e 

outros ensaios bioquímicos podem ser realizados (HAISLER et al., 2015). Além disso, 

o ímã externo pode ser usado para manipular a cultura 3D, permitindo um controle da 

arquitetura e localização espacial das células.    

Microplacas de esferoides com revestimento de fixação ultrabaixa são 

comumente usadas para estudar células tumorais, bem como para culturas 

multicelulares devido a produção que pode ser em larga escala (IMAMURA et al., 

2015). Estudos mostram que esferoides multicelulares apresentam características de 

crescimento muito diferentes quando comparadas às culturas de células 2D. As 

células em 3D exibiram resistência a múltiplas drogas, características semelhantes a 

células-tronco e a motilidade celular foi aumentada (IMAMURA et al., 2015).   

A cultura de esferoides é uma tecnologia amplamente utilizada e vem sendo 

desenvolvida há quase três décadas (LANDRY et al., 1985). Os esferoides podem 

criar populações de células heterogêneas, como células hipóxicas versus normóxias, 

quiescentes versus células replicantes, com gradientes de oxigênio, nutrientes, 

metabólitos e sinais solúveis. Além disso, os esferoides têm uma geometria bem 

definida e interações fisiológicas célula-célula e célula-matrizextracelular 

(EDMONDSON et al., 2014).    

Uma ferramenta ainda muito utilizada na pesquisa é o uso de modelos animais, 

majoritariamente para testar novos medicamentos e estratégias de tratamento. As 

técnicas de cultura 3D permitem modelar tumores e órgãos para realizar testes de 

tratamentos medicamentosos neles. Especialistas sugerem que, à medida que esses 

modelos continuarem a serem aperfeiçoados e se tornarem mais comuns, menos 

modelos animais precisarão ser usados. A figura 2 a seguir mostra o aumento do 

número de publicações em culturas de células 3D.   
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Figura 2. Número de publicações de cultivo 3D por ano. Observa-se o aumento do número de 
publicações de culturas 3D. Publicações por ano (1968–2020), coletadas no PubMed. Fonte: Adaptado 
de (JENSEN; TENG, 2020). 

 

1.4 Adaptação de modelos 3D para toxicidade 

1.4.1 Testes toxicológicos em modelos 2D x 3D 

A descoberta de medicamentos é o aspecto mais importante nos campos da 

medicina e farmacologia, no entanto, é recorrente que apesar de demandar muito 

tempo e investimentos, produz baixas taxas de sucesso ao testar novos 

medicamentos em modelos animais, em ensaios pré-clínicos (LANGHANS, 2018).   

Devido à essas discrepâncias, menos da metade de todos os medicamentos em 

ensaios clínicos de Fase II e III são bem-sucedidos, indicando a necessidade imediata 

de novos métodos e tecnologias que melhorem a eficácia da descoberta de 

medicamentos (LANGHANS, 2018).   

Os modelos animais tendem a ser custosos, enquanto os ensaios com células 

cultivadas provaram ser facilmente replicáveis, rápidos e econômicos (COSTA et al., 

2016). O método mais comumente usados na descoberta de drogas até o momento 
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se baseia no uso de culturas de células 2D (COSTA et al., 2016). O cultivo 2D 

proporcionou muitos avanços na descoberta de processos biológicos e de doenças, 

mas são incapazes de reproduzir a complexa experiência das células no 

microambiente tecidual (COSTA et al., 2016; LV et al., 2017).   

A descoberta de medicamentos depende da compreensão da relação entre as 

células e a MEC ao qual elas interagem (CUSHING e ANSETH, 2007). As moléculas 

da MEC incluem proteínas de matriz, glicoproteínas, glicosaminoglicanos, 

proteoglicanos, fatores de crescimento, fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de 

hepatócitos (HGF), bem como outras proteínas secretadas (BRESLIN e O'DRISCOLL, 

2013). Esses fatores de crescimento e proteínas desempenham papéis fundamentais 

na regulação da proliferação, migração, diferenciação, adesão e sobrevivência celular 

(BONNANS et al., 2014). Além disso, a estrutura da MEC pode afetar a resposta da 

célula aos medicamentos, alterando o mecanismo de ação de um medicamento, 

amplificando a eficácia do medicamento ou aumentando a afinidade das células pela 

resistência aos medicamentos (BONNANS et al., 2014).  

Para prever a eficácia de um medicamento em uma célula, um modelo de 

cultura 3D teria que mimetizar o microambiente do tecido no qual as células podem 

proliferar, agregar e diferenciar (LV et al., 2017). A descoberta de medicamentos 

depende da compreensão da ligação entre as células e a MEC na qual elas interagem 

(CUSHING e ANSETH, 2007). A estrutura da MEC pode afetar a resposta celular aos 

medicamentos, alterando o mecanismo de ação deles, amplificando a eficácia do 

medicamento ou aumentando a afinidade das células aos medicamentos (BONNANS 

et al., 2014). Dessa forma, ss células cultivadas em 3D podem apresentar respostas 

diferentes aos medicamentos do que as células cultivadas em 2D por inúmeras 

razões.   

Primeiro, as diferenças nas propriedades físicas e fisiológicas entre culturas 2D 

e 3D fazem com que as células em 2D sejam mais suscetíveis aos efeitos dos 

medicamentos pois são incapazes de manter uma morfologia normal (CUSHING e 

ANSETH, 2007; LV et al., 2017; LANGHANS, 2018).   

Segundo, no cultivo 2D, os receptores de superfície celular, que são alvos dos 

fármacos, apresentam uma organização estrutural e espacial diferente, afetando a 

eficácia da ligação dos fármacos aos receptores, culminando em respostas 
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discrepantes (CUSHING e ANSETH, 2007; BONNANS et al., 2014; LV et al., 2017; 

LANGHANS, 2018; LANCASTER e KNOBLICH, 2014).   

Terceiro, as células cultivadas em 2D geralmente estão todas no mesmo 

estágio celular, enquanto as células 3D geralmente estão em diferentes estágios 

celulares, semelhante ao que ocorre nas células in vivo (LANGHANS, 2018). Em 

células 3D, a diferença no estágio celular provavelmente significa que existem células 

em proliferação disponíveis na região externa da célula (BONNANS et al., 2014) e 

muitos medicamentos exigem que a proliferação celular seja eficaz, favorecendo a 

cultura de células 3D (LANGHANS, 2018).   

Por fim, a diferença de morfologia entre células 2D e 3D causa uma diferença 

nos níveis de pH locais dentro das células, pois as de células 3D têm maior 

profundidade e níveis mais baixos de pH intracelular causam redução na eficácia do 

medicamento, contribuindo para a resistência ao medicamento (LANCASTER e 

KNOBLICH, 2014).    

O perfil metabólico é usado para demonstrar a cooperação metabólica entre 

vários tipos de células e está se tornando uma técnica popular em modelos de cultura 

3D devido à precisão dos resultados quando comparados às células in vivo (TUNG et 

al., 2011). Anteriormente, os modelos de cultura 2D eram usados para testar o 

metabolismo do câncer, mas estudos recentes sugerem que os modelos de cultura 

3D fornecem mais informações ao testar a eficácia de novos medicamentos 

(RUSSELL et al., 2017).   

Por meio desses perfis, constataram que os tratamentos com medicamentos 

às vezes matam todas as células na monocamada de cultura 2D, mas apenas 

algumas das células que compõem a camada protetora de esferoides em modelos 3D 

(RUSSELL et al., 2017). A dimensão extra na cultura 3D auxiliou na compreensão das 

falhas presentes nos modelos 2D que causam taxas mais baixas de eficácia do 

medicamento em relação aos ensaios in vivo (FERRICK et al., 2008).    

A cultura de células 3D tornou-se um dos principais métodos de escolha na 

descoberta de medicamentos devido ao fato de que essas culturas permitem a 

interação célula-célula e célula-matriz muito parecida com as interações encontradas 

in vivo. Além disso, os modelos de cultura 3D usando células humanas reduzem o uso 

de modelos de camundongos que geralmente são custosos e retratam de forma 

imprecisa a eficácia e os efeitos colaterais dos medicamentos (LANGHANS, 2018).  
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1.5 Abordagens da bioengenharia para regeneração 

1.5.1 Associação de células-tronco a biomateriais 

Biomateriais e regeneração de tecidos representam dois campos de intensa 

pesquisa e rápido avanço. A sua combinação permitiu a utilização das diferentes 

características dos biomateriais para potencializar a expansão das células-tronco ou 

sua diferenciação em diversas linhagens celulares. Ademais, o uso de biomateriais na 

regeneração de tecidos otimizaria a geração de tecidos engenheirados em maiores 

dimensões e complexidade, permitindo uma aplicação clínica significativa. 

O principal objetivo da bioengenharia de tecidos é o desenvolvimento de 

substitutos biológicos ou constructos funcionais para restaurar ou corrigir um defeito 

em tecidos ou órgãos. O uso de células-tronco na engenharia de tecidos gera um 

potencial para produzir tecidos específicos de acordo com a necessidade do paciente, 

bem como reduz o risco de rejeição imunológica. No entanto, a diferenciação completa 

das populações de células-tronco no alvo desejado, ainda é um desafio (EL-SERAFI, 

2012). in vivo, as células-tronco existem em um microambiente ativo e complexo cujo 

fator fundamental é a MEC, que suporta as células e fornece pistas físicas e químicas 

que direcionam certas vias de sinalização e afetam a diferenciação celular 

(ABAGNALE et al., 2015). Vários biomateriais foram projetados para imitar o efeito 

natural da MEC in vitro (HELLMUND e KOKSCH, 2019).  

Um biomaterial pode ser definido define como um material projetado para 

assumir uma forma que pode direcionar, mediante interações com sistemas vivos, o 

curso de qualquer procedimento terapêutico ou diagnóstico (WILLIAMS, 2019). Esses 

materiais precisam ser biocompatíveis para serem aplicados in vivo, ou seja, 

desempenharem sua função terapêutica sem provocar quaisquer efeitos indesejáveis 

locais ou sistêmicos no receptor (WILLIAMS, 2008).  

Atualmente, há uma ampla utilização de biomateriais na prática clínica, incluindo 

próteses de quadril, hastes de aço para fixação interna, próteses valvares cardíacas, 

stents vasculares, lentes oculares, materiais de contraste para ressonância 

magnética, bem como em materiais odontológicos e implantes.  

Um tecido que tem recebido atenção na bioengenharia, principalmente na 

associação com biomateriais é o tecido ósseo. As lesões ditas críticas não regeneram 
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completamente devido à perda de tecido, fixação inapropriada, infecção ou 

vascularização inadequada (NG et al., 2016). Dessa forma, há a demanda do 

desenvolvimento de abordagens que promovam o remodelamento e a regeneração 

do tecido ósseo, de modo que ele retome sua funcionalidade (ORCIANI et al., 2017).  

A utilização de biomateriais como substituto ósseo representa uma alternativa 

aos enxertos autógenos e é alvo permanente de pesquisas científicas. Para tanto, 

muitos estudos visam otimizar as propriedades do material para torná-lo mais 

semelhante aos autoenxertos. O enxerto autógeno ainda é considerado o padrão ouro 

na reconstrução de defeitos ósseos de tamanho crítico, pois apresenta propriedades 

osteoindutoras e osteogênicas. Entretanto, sua utilização depende de outro sítio 

cirúrgico como área doadora, havendo imprevisibilidade da quantidade do enxerto 

devido à reabsorção durante o período de cicatrização (GRADO et al., 2018).  

Os biomateriais sintéticos representam uma possibilidade na reconstrução 

óssea (GRADO et al., 2018; SADAT-SHOJAI et al., 2013). A hidroxiapatita (Ca10(PO 

4)6(OH)2) (HA), principal constituinte inorgânico da composição óssea e dentária, é 

amplamente pesquisada como biomaterial substituto ósseo (SADAT-SHOJAI et al., 

2013; RATNAYAKE et al., 2016). Entretanto, a cristalinidade da HA sinterizada 

impacta suas características nanoestruturais, reduzindo sua capacidade de 

bioabsorção (RESENDE et al., 2013).  

Estudos anteriores propuseram a modificação química do HA substituindo o 

grupamento fosfato (PO42−) pelo grupo carbonato (CO32−) sintetizando assim a 

hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada (nCHA) (HABIBOVIC et al., 2010; 

VALIENSE et al., 2015; CALASANS-MAIA et al., 2015; CARMO et al., 2018; 

SARTORETTO et al., 2020).  

Essas substituições alteram as características estruturais básicas da HA 

modificando suas propriedades mecânicas, solubilidade e capacidade de ligação 

óssea de forma a aperfeiçoar seu desempenho biológico e a mineralização óssea 

(VALIENSE et al., 2015).   
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2 OBJETIVO 

Adaptar testes toxicológicos em células-tronco mesenquimais derivadas do tecido 

adiposo em modelos 2D e 3D de cultivo para triagem de toxicidade in vitro. 

 

2.1 Objetivos específicos 

a. Avaliar citotoxicidade e viabilidade, de acordo com o Teste para Predição da 

Toxicidade Oral Aguda (OECD 129) em monocamada, na linhagem celular de 

fibroblastos embrionários de camundongo (BALB /3T3 A1), e nas células primárias 

células-tronco/estromais derivadas do tecido adiposo (ASC).  

b. Normalizar testes de citotoxicidade em modelos 3D com as células de (BALB 

/3T3 A1) e (ASC).  

c. Calcular a concentração inibitória (IC50), a partir do controle positivo de 

toxicidade (SDS) e da nanopartícula (nCHA).  

d. Avaliar se a nCHA interfere na formação dos esferoides   

e. Determinar a concentração ideal de nCHA para formação dos esferoides. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Isolamento e expansão das células em monocamada      

Para o isolamento das ASCs, foram utilizadas amostras de lipoaspirado 

subcutâneo, coletadas de doadores do sexo feminino com idade entre 18 a 55 anos, 

saudáveis, não obesos ou sem histórico anterior de obesidade (SILVA et al., 2015; 

SILVA et al., 2017), de acordo com os procedimentos aprovados pelo comitê de ética 

em pesquisa do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho da UFRJ (Protocolo de 

pesquisa 145/09, anexo I). A linhagem BALB /3T3 A1 foi obtida do Banco de Células 

do Rio de Janeiro (BCRJ).  

As ASCs foram isoladas pelo método de dissociação mecânica estabelecido pelo 

grupo de pesquisa (BAPTISTA et al., 2009). Primeiramente, o lipoaspirado foi 

transferido para tubos de polipropileno de 50 mL (BD) contendo o mesmo volume do 

tampão de dissociação ACK (do inglês Ammonium-Chloride-Potassium, Lonza, São 

Paulo, Brasil). Posteriormente, os tubos foram agitados com auxílio de um vórtex por 

um minuto, três vezes. Em seguida, os tubos foram incubados por 15 minutos a 37ºC. 

A suspensão obtida foi centrifugada a 900 x g por 15 minutos e em seguida lavada 

com PBS 0,01 M (do inglês, Phosphate buffer solution) para isolar as células da fração 

estromal vascular, que sedimentam. O sedimento celular foi lavado duas vezes com 

PBS 0,01 M e semeado (105 células/cm2) em garrafas de cultura em meio 

quimicamente definido para MSCs humanas (do inglês Mesenchymal stem cell basal 

medium – Chemically defined, Lonza) acrescido de 2% de soro fetal bovino (SFB) 

(Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA) e 10000 U/ml de penicilina sódica com 10000 

ug/mL de estreptomicina (Lonza), conforme instruções do fabricante.  

 As ASCs foram mantidas em estufa úmida com 5% de CO2 a 37°C. Após 24 

horas, a monocamada de células aderidas foi lavada com PBS 0,01 M a fim de 

remover células não aderentes e mantidas no meio de cultivo para expansão das 

ASCs, supracitado. Uma fração de ASCs foi distribuída em garrafas de cultura em 

uma densidade de 0,8 – 1,3x104 células/cm2 para expansão e o restante foi 

criopreservado em nitrogênio líquido para posterior utilização.  

A linhagem BALB /3T3 A1, obtida do BCRJ, foi cultivada em meio DMEM-High 

(Dulbecco ́s Modified Eagle Medium- High glucose (4,5g/L), Sigma Chemical Co, St. 
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Louis, Missouri, EUA), suplementado com 10% de SFB (Gibco-BRL, Gaithersburg, 

MD, USA), 10000 U/ml de penicilina sódica e 10000 ug/mL de estreptomicina (Lonza), 

mantida a 37°C e com uma atmosfera 5% de CO2.   

Após a verificação de 80% de confluência, a linhagem celular foi dissociada com 

solução de tripsina 0,125% (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA) e criopreservada em 

nitrogênio líquido para a geração de banco de células.   

Todas as células cultivadas foram testadas quanto à presença de micoplasmas 

por PCR e bioluminescência, executados pelo Laboratório de Bioengenharia Tecidual 

(Labio) e Laboratório de Macromoléculas (Lamac), ambos da Diretoria de Metrologia 

Aplicada às Ciências da Vida (Dimav).  

 

3.2 Cultivo bidimensional em placa de 96 poços   

As células criopreservadas foram descongeladas e cultivadas em DMEM (ASC 

com baixa glicose) (BALB /3T3 A1 com alta glicose), ambos suplementados com 500 

μg/ml de penicilina sódica (LGC, São Paulo, Brasil), 500 μg/mL de estreptomicina e 

10% de SFB e mantidas em estufa com 5% CO2 a 37º C.   

Ao atingir aproximadamente 80% de confluência, as células em monocamada 

foram dissociadas com solução de tripsina 0,125% (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, 

USA) e 0,78 mM de EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid, Ácido Tetra acético de 

Etilediamina, Invitrogen, São Paulo, Brasil) por cinco minutos, caracterizando uma 

passagem, e plaqueadas novamente em garrafas para expansão. Essa passagem 

após o descongelamento é importante para estabilizar as células.  

Para o ensaio de viabilidade de cultura 2D foi utilizado o ensaio de 

citotoxicidade aguda oral recomendado pela OECD, protocolo nº 129 (Test Guideline 

nº 129). Após atingir confluência de 80%, as células em monocamada foram 

dissociadas e uma parte foi plaqueada em uma placa de 96 poços (Eppendorf), com 

DMEM-Low glucose 10% SFB, e a outra parte foi separada para fabricação dos 

esferoides, utilizando meio para cultivo 3D. As densidades celulares foram definidas 

de acordo com as densidades óticas, que dever ser superiores a 0,3 nas fileiras de 

células viáveis (controle negativo – células não tratadas com substância). Como a 

BALB /3T3 A1 é a linhagem padrão do guia nº 129, sua densidade celular já é 
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preconizada pelo mesmo. Portanto, foi necessário definir apenas as densidades da 

ASC, conforme tabela abaixo. 

 

Tabela 4. Densidades celulares utilizadas em cada tipo celular 

Célula     Densidade celular 2D/poço    

ASC 2x104 

BALB /3T3 A1 3x103 

  

3.3 Fabricação do hidrogel de agarose micromoldado   

Os esferoides foram fabricados em um sistema de hidrogel de agarose 

micromoldado. Para a produção deste hidrogel micromoldado, foi utilizado um molde 

de silicone (MicroTissues® 3D Petri Dish®, Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) 

contendo 81 projeções (Fig. 6). Para o preparo da agarose, foi pesada 1 g de agarose 

ultrapura (Invitrogen) e esterilizada por autoclavação, assim como a solução de 0,9% 

NaCl.   

Essa solução de agarose a 2% foi solubilizada com o 0,9% NaCl no micro-ondas 

e foi dispensado um volume de 600 µL dessa solução no centro de cada molde de 

silicone. Após 20 minutos, a agarose solidificou e pôde ser desenformada em um poço 

de uma placa de 12 poços (Kasvi).   

Após, esse molde foi equilibrado com adição de 2 mL de meio DMEM low-glucose 

por 2x e depois em meio 3D, contendo ácido ascórbico (50 µg/mL), ITS (Insulina, 

Transferrina e Selênio) (1%), penicilina e estreptomicina (1000 mg/mL) e albumina 

humana (1,25 µg/mL) (Sigma). Cada meio foi mantido por 15 minutos em estufa com 

5% CO2 a 37º C. A figura abaixo (Fig. 3) esquematiza o processo de formação do 

micromolde de agarose.   
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Figura 3. Processo de fabricação do micromolde de agarose. 

 

3.4 Cultivo tridimensional em hidrogel de agarose micromoldado   

Após a contagem das células em câmara de Neubauer, foi separado um total de 

1x106 de cada célula em um tubo de polipropileno de 15 mL (Kasvi) para cada hidrogel 

micromoldado. Em seguida, as células foram lavadas 2 vezes com 5 mL de solução 

PBS 0,01 M e centrifugadas a 400 x g por 5 minutos, para remoção do SFB.   

Posteriormente, o pellet formado foi ressuspendido em 120 µL em meio de cultivo 

de manutenção do cultivo tridimensional composto por Ácido ascórbico (50 µg/mL), 

ITS (Insulina, Transferrina e Selênio) (1%), penicilina e estreptomicina (1000 mg/mL) 

e albumina humana (1,25 µg/mL) (Sigma).   

Um volume final de 200 µL da suspensão celular foi dispensado no interior do 

hidrogel de agarose micromoldada. Após 40 minutos, as células sedimentaram para 

as ressecções do hidrogel e foi adicionado 2 mL do meio de manutenção supracitado 

e os moldes plaqueados foram postos na estufa úmida com 5% CO2 a 37ºC por 24h.    

 

Tabela 5. Componentes do meio de cultivo 3D com as respectivas concentrações 

Componente  Concentração  

Ácido   ascórbico 50 μg/mL 

ITS (100x) 1x 

Penicilina/estreptomicina 1000 mg/mL 

Albumina 1,25 μg/mL 
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3.5 Fabricação dos esferoides associados a ncha   

Para fabricar os esferoides associados à (nCHA), primeiramente as ASCs foram 

plaqueadas em garrafas de 75 cm2 (Corning) com 9x105, para cada concentração de 

nCHA (0,01; 0,1; 1; 10; 50 e 100 µg/mL) e o grupo controle, sem nCHA. Foi utilizado 

meio DMEM-Low glucose suplementado com 500 μg/ml de penicilina sódica (LGC), 

500 μg/mL de estreptomicina (LGC) e 10% de SFB (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, 

USA) e foram mantidas em estufa com 5% CO2 a 37º C até atingir 80% de confluência.   

O pó da nCHA foi cedido pelo Centro Brasileiro de Pesquisas Físicas (CBPF) e 

esterilizado por radiação gama. O processo de síntese encontra-se sob depósito de 

patente. Para preparar o extrato da nCHA, o pó foi pesado de forma a manter a 

esterilidade e diluído em DMEM-Low glucose puro, em uma concentração estoque de 

1 mg/mL. As concentrações de uso foram preparadas no meio de manutenção das 

células, imediatamente antes do uso.  

Quando a confluência ideal foi atingida (80%), a nCHA foi adicionada ao meio de 

manutenção nas concentrações descritas, em cada garrafa. Após 24h, cada garrafa 

foi tripsinizada e as células associadas a nCHA foram plaqueadas nos moldes 

conforme o item anterior. 

 

Tabela 6. Concentrações de nCHA testadas no 2D e 3D 

 0,01 µg/mL 0,1 µg/mL  1 µg/mL  10 µg/mL  50 µg/mL  100 µg/mL 

3.6 Medição do diâmetro dos esferoides   

Para medição do diâmetro dos esferoides, foram capturadas imagens digitais dos 

esferoides ao longo dos dias de cultivo, com o auxílio do microscópio óptico invertido 

equipado com câmera digital (Leica DFC 500). Os diâmetros maior e menor dos 

esferoides foram determinados com o software AxioVision Rel. 4.6.  

  

3.7 Exposição da monocamada de ASC ao SDS   
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Foi utilizado o agente tensoativo aniônico dodecil sulfato de sódio (SDS) (Sigma) 

como um controle positivo de toxicidade. O preparo e exposição a esse agente foi feito 

conforme o guia 129 da OECD. As células foram plaqueadas em sextuplicata, em uma 

placa de 96 poços (Eppendorf, São Paulo, Brasil) e mantidas por 24h em estufa úmida 

com 5% CO2 a 37ºC.   

O SDS foi preparado imediatamente antes do uso. Para isso, foi pesado 0,6 g do 

pó SDS para cada 3 mL de água destilada e filtrado em membrana de 0,22 µm, em 

uma concentração inicial de 200 mg/mL.   

As diferentes concentrações de SDS foram preparadas em DMEM-low 

suplementado com 5% de SFB (para o SFB não mascarar possíveis efeitos 

toxicológicos) e 1% de PS. O fator de diluição de 1,47 (= 6√10), dividindo-se o Log em 

seis parcelas equidistantes foi utilizado como referência para as concentrações finais 

de exposição ao SDS. 

O SDS foi adicionado na monocamada plaqueada na placa de 96 poços. A placa 

foi deixada por 48h em estufa úmida com 5% CO2 a 37ºC. Após esse período, foi 

coletado o sobrenadante celular para posteriores análises (LDH) e a viabilidade celular 

foi analisada por retenção do corante vermelho neutro (NRU, da sigla em inglês) e 

pelo kit comercial CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay (Promega, Madison, EUA). 

 

Tabela 7. Concentrações de SDS usadas no 2D e 3D 

 6,8 

µg/mL 

 10 

µg/mL 

 14,7 

µg/mL 

 21,5 

µg/mL 

 31,6 

µg/mL 

 46,4 

µg/mL 

68,1 

µg/mL  

100 

µg/mL  

 

 

 

3.8 Exposição dos esferoides ao SDS   

Os esferoides foram produzidos conforme supracitado. Foi feito um coat de 

agarose a 2% em uma placa de 96 poços (Eppendorf) para impedir a aderência dos 

esferoides a ela. Foi adicionado um esferoide por poço em sextuplicata e adicionado 

SDS nas mesmas concentrações da monocamada, entretanto, utilizando meio 
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DMEM-low suplementado com ácido ascórbico (50 µg/mL), ITS (1%), PS (1000 

mg/mL) e albumina humana (1,25 µg/mL), próprio para o cultivo de esferoides.   

Essa placa foi mantida por 48h em estufa úmida com 5% CO2 a 37ºC. Após esse 

período, foi coletado o sobrenadante celular para posteriores análises (LDH) e a 

viabilidade celular foi analisada através do kit comercial CellTiter-Glo® 3D Cell Viability 

Assay (Promega, Madison, EUA).  

 

3.9 Viabilidade celular 2D – captação de vermelho neutro (NRU)   

O teste de viabilidade de vermelho neutro foi feito na monocamada incubada por 

48h com diferentes concentrações de SDS. Esse ensaio também foi feito para 

diferentes concentrações da (nCHA).  

Para o preparo do estoque do corante (2,5 mg/mL), foi pesado em balança 

analítica 0,025 g de vermelho neutro (Sigma, Missouri, EUA) para cada 10 mL de água 

destilada estéril e filtrado em membrana de 0,22 µm. Essa solução foi homogeneizada 

em vórtex por 10 minutos, ao abrigo da luz. A mesma foi deixada overnight em estufa 

úmida com 5% CO2 a 37ºC.  

Imediatamente antes do uso, o corante foi centrifugado a 600 x g por 10 minutos 

para separar eventuais cristais. A solução de uso (25 µg/mL) foi feita em DMEM-low 

suplementado com 5% de SFB e 1% de PS. As células foram lavadas com PBS 0,01 

M e foi adicionado 250 µl/poço da solução de uso do corante e mantido por 3h em 

estufa úmida com 5% CO2 a 37ºC, ao abrigo da luz. 

Após esse período, a placa foi analisada para verificar possível formação de 

cristais de vermelho neutro e em caso negativo, foi dado prosseguimento ao ensaio. 

Em seguida, a placa foi lavada com PBS 0,01 M e o corante foi revelado adicionando 

100 µl/poço de uma solução de 49% de água destilada, 1% de ácido acético glacial e 

50% de etanol. A placa foi posta em um agitador de placas por 30 minutos sob abrigo 

de luz e depois permaneceu em repouso por 5 minutos. A absorbância foi medida 

utilizando o leitor de microplacas Synergy H4 Hybrid Reader em 540 nm.  

 

 

3.10 viabilidade celular 2D – kit comercial 
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Com a finalidade de comparação com o teste certificado (NRU) foi utilizado o 

kit comercial CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay (Promega, Madison, EUA). Foi 

realizado na monocamada exposta ao SDS ou nCHA por 48h. O ensaio foi realizado 

conforme informações do fabricante. Sumariamente, foi adicionado o reagente de 

detecção do kit em um volume igual ao presente em cada poço (v/v). A placa foi 

homogeneizada por 2 minutos em shaker orbital para induzir a lise celular. Após, foi 

deixada em repouso por 10 minutos na ausência de luz, para estabilizar o sinal de 

luminescência. A luminescência foi registrada no espectrofotômetro Synergy H4 

Hybrid Reader. 

 

3.11 viabilidade celular 3D – kit comercial 

 

Após 48h de exposição dos esferoides às diferentes concentrações de SDS 

(6,8; 10; 14,7; 21,5; 31,6; 46,4; 68,1 e 100 µg/mL), foi realizada a análise de viabilidade 

através do kit comercial CellTiter-Glo® 3D (Promega, Madison, EUA). O ensaio foi 

feito conforme instruções do fabricante. Sumariamente, um volume de 50 µl de cada 

poço, juntamente com o respectivo esferoide, foi transferido para uma placa de fundo 

e laterais pretas de 96 poços sem tratamento de aderência (Costar), própria para 

leitura de luminescência. Foi adicionado 50 µl do reagente do kit em cada poço e 

homogeneizado vigorosamente por 5 minutos para causar lise celular. Após, a placa 

foi incubada em temperatura ambiente por 25 minutos para estabilizar o sinal de 

luminescência, ao abrigo da luz. A luminescência foi registrada em um 

espectrofotômetro Synergy H4 Hybrid Reader. 

 

3.12 Citotoxicidade celular - LDH   

Foram coletados 10 µl/poço dos sobrenadantes celulares dos cultivos 2D e 3D 

(expostos ao SDS e à nCHA, ambos por 48h) em 190 µl de tampão de armazenamento 

de LDH (200 mM Tris-HCl (pH 7,3), glicerol a 10%, BSA a 1%) e armazenados a -

20ºC até o momento do ensaio. O reagente de detecção foi preparado misturando o 

LDH detection enzyme mix com a reductase substrate, conforme instruções do 
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fabricante. Em uma placa preta de 96 poços (Costar), foi adicionado 50 μl da amostra 

conservada em tampão e 50 μl do reagente de detecção de LDH e incubado em 

temperatura ambiente por 60 minutos. A luminescência foi registrada em um 

espectrofotômetro Synergy H4 Hybrid Reader. 

 

3.13 Microscopia eletrônica de transmissão   

Para o processamento para MET, os esferoides foram coletados do hidrogel de 

agarose micromoldado e lavados com PBS 0,01 M. As amostras foram fixadas em 

glutaraldeído (Sigma) 2,5% em tampão cacodilato de sódio (Sigma) 0,1 M. 

Posteriormente, os esferoides foram lavados com o tampão cadodilato de sódio, pós-

fixados em tetróxido de ósmio 1% (Sigma) diluído em cacodilato de sódio 0,1 M e 

mantidos ao abrigo de luz. Em seguida, os esferoides foram lavados com o tampão 

cacodilato de sódio 0,1 M, por três vezes. Sequencialmente, os esferoides foram 

desidratados por lavagens seriadas em acetona. Ao final, as amostras foram 

gradualmente embebidas em resina epon (Sigma) diluída em acetona a 60ºC por 48h. 

As secções ultrafinas (<150 nm) dos esferoides com a hidroxiapatita carbonatada 

nanoestruturada foram obtidas utilizando ultramicrótomo RMC (PT-XL PowerTome). 

As imagens foram obtidas e cedidas pelo Centro Brasileiro de Pesquisas Físicas. 

 

3.14 Análise estatística   

Os experimentos foram realizados em triplicata (n=3) e os resultados foram 

expressos como média ± desvio padrão. Para análise estatística, GraphPad Prism 8 

(Inc., San Diego, CA, EUA) foi usado. Primeiramente, foi analisada a distribuição de 

normalidade, em caso afirmativo foi usado o teste ANOVA one way para testes 

paramétricos. Para experimentos cuja distribuição foi não Gaussiana, foi utilizado o 

teste ANOVA one way não-paramétrico, com o Welch's ANOVA. Para o teste Post-

Hoc, foi utilizado Dunn’s. A significância entre os grupos foi considerada para p < 0,05.  
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4 RESULTADOS 

4.12 Ensaios 2D   

4.12.1 SDS   

4.12.1.1 Ensaio de Captação de Vermelho Neutro - Balb/c BALB /3T3 A1 A1   

As células de linhagens de fibroblastos BALB /3T3 A1 foram semeadas em 

placas de 96 poços de fundo chato, para a produção de monocamas (2D). Após 24h, 

foi aplicado SDS nas monocamadas de fibroblastos BALB /3T3 A1 (padrão do teste) 

nas concentrações de 0 a 100 µg/mL de acordo com as recomendações do guia de 

citotoxicidade da OECD nº129. Ao final do ensaio, a viabilidade foi revelada com o 

corante vital vermelho neutro.  

 O ensaio certificado para monocamada é o teste de retenção do corante 

Vermelho Neutro. Substâncias como o SDS danificam as bicamadas lipídicas sendo 

possível distinguir entre células vivas e danificadas ou mortas, pela medida de 

intensidade de cor da cultura celular.  

 Foi observado que a concentração recomendada pela OECD de 3x103 

células/poço não foi o suficiente para que ao final do teste densidades óticas 

superiores a 0,3 nas fileiras de células viáveis fossem obtidas (controle negativo – 

células não tratadas com substância). Sendo assim, o resultado de morte celular no 

ensaio do BALB /3T3 A1 gerou uma IC50 abaixo do descrito na literatura para o SDS 

(39 µg/mL) de 13,21 µg/mL. Assim, o ensaio foi repetido com 104 células/poço. 
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Figura 4. Análise de viabilidade celular da 3T3. Análise da viabilidade celular em relação à 

concentração de SDS. A viabilidade celular decai com o aumento da contração de SDS, no entanto, 

não foi possível obter IC50 determinado pelo guia da OECD, pois a densidade óptica obtida foi menor 

que a recomendada pela OECD. n=1 

 

4.12.1.2 ASC é um modelo celular adequado para captação de vermelho neutro (NRU) 

em ensaios citotóxicos   

A primeira questão abordada com este estudo foi se a ASC poderia ser utilizada 

para realizar o ensaio de captação de vermelho neutro com a mesma eficiência das 

células BALB /3T3 A1, que é a linhagem celular de referência e se eram adequadas 

para responder a uma substância de referência, sabidamente citotóxica, como o SDS, 

um produto químico GHS classe 4 (GHS, do inglês, Globally Harmonized System of 

Classification and Labelling of Chemicals).  

As fotomicrografias mostram as monocamadas de ASCs após exposição a 

diferentes concentrações de SDS por 48h. As setas brancas indicam células mortas, 

identificadas pela perda da sua morfologia normal, fibroblastóide, se tornando 

arredondadas e soltas sobre a monocamada celular (Fig. 5A).  

Ainda para analisar a responsividade dessas células frente a um ensaio de 

citotoxicidade, a viabilidade celular foi avaliada através de um método in vitro 

alternativo aos testes em animais para estimar doses iniciais para os testes de 

toxicidade oral sistêmica - Protocolo OECD n° 129.   
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Como resultado, a redução da viabilidade celular ocorreu de maneira dose-

dependente de SDS demonstrando que as ASCs respondem efetivamente (Fig. 5B).  

A concentração inibitória (IC50) foi calculada utilizando o software GraphPad Prism 

8.0.1. A IC50 obtida para as ASCs foi de aproximadamente 77 µg/mL.   

Outro questionamento era se o kit comercial seria comparável. Os resultados 

obtidos em ambos ensaios foram análogos e sem diferença estatística entre eles. 

Portanto, o resultado obtido com o kit comercial pode ser considerado compatível com 

o ensaio certificado pela OECD.  

Ambos ensaios foram comparados por Two-way ANOVA e apresentaram 

diferenças significativas entre o controle e as demais concentrações de SDS 

analisadas.  
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Figura 5. Análise de viabilidade celular das ASC na cultura 2D. AS ASCs e o kit comercial são 

adequados para ensaios de toxicidade in vitro 2D. As ASCs foram tratadas por 48 h com diferentes 

diluições de SDS e após foram incubadas com solução de vermelho neutro por 3 h. A citotoxicidade do 
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SDS é demonstrada pela ausência ou redução na captação de vermelho neutro em comparação com 

o controle. (A) Células ASCs foram tratadas por 48h com diferentes concentrações de SDS e analisadas 

através do ensaio vermelha neutro ou pelo kit. As setas apontam células mortas. (B) Curvas dose-

dependentes similares obtidas com o ensaio recomendado pela OECD x kit comercial testado. Os 

dados são expressos como média ± DP. **** representa diferença estatística significativa. Os dados 

foram avaliados por two-way ANOVA não paramétrico e não pareado seguido de múltiplas 

comparações com o teste Dunn’s (p<0,0001). Magnificação 10x. Barra de escala: 100 µm. Resultado 

de três experimentos independentes em sextuplicata. 

4.12.1.3 SDS aumenta a liberação de LDH em cultivo de ASC   

Para avaliar a citotoxicidade do SDS nas ASCs, foi utilizado um kit comercial 

que mede a liberação de LDH no sobrenadante do cultivo celular. O Ensaio de 

Citotoxicidade por LDH pode ser usado para determinar a morte celular após o 

tratamento com uma droga ou composto citotóxico. A lactato desidrogenase (LDH) é 

uma enzima citosólica solúvel estável presente em muitos tipos celulares, sendo 

rapidamente liberada no meio de cultura de células após o rompimento da membrana 

plasmática. No kit utilizado, A LDH catalisa a oxidação do lactato com redução 

concomitante de NAD+ em NADH. A redutase usa NADH e substrato de redutase para 

gerar luciferina, que é convertida em um sinal bioluminescente pela Luciferase. O sinal 

de luz gerado é proporcional à quantidade de LDH presente.  

 Com isso, pôde-se notar que ocorre aumento da citotoxicidade dependente da 

concentração de SDS em contato com a monocamada (Fig. 6).  
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Figura 6. Liberação de LDH por concentração de SDS no cultivo 2D. A liberação de LDH, medida 

por luminescência, aumenta de forma proporcional ao aumento da concentração de SDS. Esse 

resultado corrobora com o obtido anteriormente na captação de vermelho neutro, um ensaio certificado 

pela OECD (Fig. 5B). Os dados foram avaliados por two-way ANOVA não paramétrico seguido de 

múltiplas comparações com o teste Dunn’s (p<0,0001). Resultado de três experimentos independentes 

em sextuplicata. 

4.13 Ensaios 3D   

4.13.1 SDS  

4.13.1.1 Observação da viabilidade celular dos esferoides de BALB /3T3 A1 diante da 

exposição ao SDS   

 Assim como na monocamada, os esferoides foram expostos a concentrações 

crescentes de SDS, com a finalidade de averiguar sua responsividade a esse 

detergente.  

 Inicialmente, durante o desenho do teste em 3D acreditávamos que os 

esferoides seriam bem mais resistentes ao SDS e, portanto, deveríamos utilizar 
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concentrações maiores dessa substância. Dessa forma, usamos as seguintes 

concentrações de SDS:  

 

Tabela 8. Concentrações de SDS no 3D 

   10   µg/mL       50   µg/mL       100   µg/mL       500   µg/mL       1000   µg/mL    

 

Visualmente, os esferoides demonstraram responder ao SDS de maneira dose-

dependente, reduzindo a viabilidade, por desagregação celular, conforme aumentava-

se a concentração de SDS (Fig. 7).   

    

 

 

Figura 7. Morfologia dos esferoides de 3T3 expostos a SDS. Os esferoides de BALB /3T3 A1 

apresentaram alteração na compactação conforme aumento da concentração de SDS, sugerindo que 

os esferoides reduzem a viabilidade celular com o aumento da concentração de SDS, por se 

desfazerem.  

 

4.13.1.2 Avaliação da viabilidade celular dos esferoides de ASC por exposição ao 

SDS   

Os esferoides expostos ao SDS tiveram sua compactação celular afetada 

conforme aumento da concentração do detergente (Fig. 8A).  
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 Para determinar a IC50 dos esferoides foi utilizado o kit comercial específico 

para cultivos tridimensionais, um método para determinar o número de células viáveis 

em cultura de células 3D com base na quantificação do ATP presente, um indicador 

para a presença de células metabolicamente ativas. Quando as células perdem a 

integridade da membrana, perdem a capacidade de sintetizar ATP e as ATPases 

endógenas rapidamente esgotam qualquer ATP remanescente do citoplasma. A IC50 

determinada foi de aproximadamente 9,7 µg/mL (Fig. 8 B).  

Como resultado, a viabilidade celular dos esferoides decaiu de maneira dose-

dependente do SDS, se comportando da mesma maneira que a monocamada. Assim, 

os resultados obtidos com os esferoides podem ser comparados aos atingidos com a 

monocamada de ASC. Estatisticamente, a perda da viabilidade celular foi 

significativamente diferente a partir do tratamento com concentração de 21,5 µl de 

SDS. 
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Figura 8. Análise de viabilidade celular dos esferoides de ASC expostos a SDS. Os esferoides 

reduziram a viabilidade celular conforme foi aumentada a concentração de SDS assim como ocorreu 

coma a monocamada. (A) Fotomicrografia dos esferoides expostos ao SDS mostrando a redução da 
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coesão celular com aumento da concentração de SDS. (B) Redução do ATP, medido pelo kit comercial 

Celltiter-glo 3D, concomitante com aumento de SDS. Os dados são expressos como média ± DP. Os 

dados foram avaliados por two-way ANOVA não paramétrico e não pareado seguido de múltiplas 

comparações com o teste Dunn’s (p<0,005). Magnificação 10x. Barra de escala: 100µm. Resultado de 

três experimentos independentes em sextuplicata. 

 

4.13.1.3 Aumento na liberação de LDH das ASCs frente ao tratamento com SDS    

Para o cultivo tridimensional, as concentrações de SDS adequadas para avaliar 

a liberação de LDH foram até 21,5 µg/mL, pois em concentrações maiores, houve 

decréscimo da liberação, com desvio padrão acentuado.  

 Até essa concentração (21,5 µg/mL), houve liberação crescente de LDH, 

diretamente proporcional à concentração de SDS, conforme ocorreu na monocamada. 

Houve diferença estatística entre 6,8 e 21,5 µg/mL; 10 e 21,5 µg/mL bem como entre 

14,7 e 21,5 µg/mL (Fig. 9)  
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Figura 9. Análise da libração de LDH nos esferoides de ASC expostos a SDS. A Liberação de LDH 

aumentou de acordo com a concentração de SDS nos esferoides. A concentração limite de SDS 

adequada para esse ensaio foi de 21,5 µg/mL. Os dados foram avaliados por two-way ANOVA não 

paramétrico e não pareado seguido de múltiplas comparações com o teste Dunn’s (*p<0,005; 

**p<0,0001). Resultado de três experimentos independentes em sextuplicata. 

4.14 Ensaios 2D   

4.14.1 Nanopartícula – nCHA  

4.14.1.1 Nanopartícula nCHA não apresentou efeito citotóxico em monocamada   

  Após as avaliações de citotoxicidade com o controle positivo, tratamento 

padrão com SDS, foram realizados ensaios de exposição às nanopartículas com as 

células com potencial de aplicação em protocolos de medicina regenerativa e 

correspondentes às células humanas, isto é, nas ASCs.  
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  As nanopartículas nCHA, cuja síntese está em processo de patente, foram 

cedidas pelo Centro Brasileiro de Pesquisas Físicas (CBPF), do Rio de Janeiro. As 

nanopartículas foram esterilizadas por irradiação gama, pelo instituto fabricante.  O pó 

da nCHA foi bem diluído e homogeneizado no meio base (DMEM - low glucose), sem 

apresentar agregados insolúveis.  

 Após as células ASC terem aderido à placa de cultivo de 96 poços, foram 

adicionadas diferentes concentrações de nCHA preparadas no meio de manutenção. 

Após 48h de exposição, a placa foi tratada com o reagente vermelho neutro para 

avaliação da viabilidade celular. Os resultados obtidos com esse ensaio, com a nCHA, 

foram contrapostos aos aferidos com o SDS.  

  As fotomicrografias mostram as monocamadas de ASC expostas às diferentes 

concentrações de nCHA. As setas indicam a deposição das nanopartículas sobre a 

monocamada celular, sendo mais notáveis em maiores concentrações (Fig. 10 A).  

  A comparação entre os ensaios de vermelho neutro (SDS x nCHA) mostraram 

que as ASCs, responsivas a substâncias citotóxicas, não apresentaram redução da 

viabilidade quando expostas à nanopartícula, demonstrando que a nCHA não teve 

ação citotóxica nas células, em monocamada (Fig. 10 B).  
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Figura 10. Viabilidade celular da monocamada de ASC exposta a nCHA. A nCHA não demonstrou 

atividade citotóxica nas ASCs em monocamada. (A) Monocamada exposta a diferentes concentrações 
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de nCHA, as setas indicam a deposição da nanopartícula sobre as células. (B) A comparação da 

viabilidade celular entre SDS e nCHA mostrou que a nanopartícula não é citotóxica. Resultado de três 

experimentos independentes em sextuplicata. 

4.14.1.2 O kit comercial foi comparável ao ensaio certificado em monocamada, com 

nCHA   

  Ao contrapor os resultados do ensaio de NRU versus kit comercial (Celltiter-Glo 

2.0) em monocamada, observa-se que o kit é adequado para medir a toxicidade e ser 

comparável ao ensaio certificado. Utilizando Two-way ANOVA não paramétrico 

seguido de múltiplas comparações com o teste Dunn’s não houve diferença 

significativa entre os ensaios captação de vermelho neutro e o kit comercial, nem com 

SDS nem nCHA (Fig. 11). Dessa forma, pode-se inferir que os resultados podem ser 

comparáveis.  

 

 

Figura 11. Comparação das análises de vermelho neutro e quantificação de ATP. O kit comercial, 

que mede ATP, é comparável ao ensaio certificado pela OECD para avaliar citotoxicidade com a 

nanopartícula. Os ensaios de captação de vermelho neutro x kit com a respectiva substância teste 

retornaram um resultado similar. Resultado de três experimentos independentes em sextuplicata. 

4.14.1.3 A nCHA apresentou baixa liberação de LDH   
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Outro parâmetro empregado para avaliar a citotoxicidade foi a liberação de 

LDH. A quantidade de LDH presente no meio extracelular é proporcional à quantidade 

de células mortas ou danificadas.   

 Dessa forma, a nCHA mostrou não ter atividade citotóxica, principalmente 

quando comparada ao agente comprovadamente citotóxico – SDS.  
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Figura 12. Liberação de LDH em cultivo 2D de ASC exposto a SDS versus nCHA. Comparação da 

liberação de LDH na presença de SDS e nCHA. Como esperado, o SDS foi citotóxico, representado 

pela liberação de LDH. No entanto, a presença de nCHA não aumentou a liberação de LDH em 

monocamada, mesmo diante das maiores concentrações de nCHA testadas. Resultado de três 

experimentos independentes em sextuplicata. 

4.15 Ensaios 3D   

4.15.1 nCHA  

4.15.1.1 A nCHA não afetou a formação dos esferoides   

  Primeiramente, foi analisada se a nanopartícula nCHA afetaria a agregação 

celular e consequentemente a formação do esferoide, visto que, para a engenharia de 
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tecidos, as nanopartículas devem ser associadas a modelos tridimensionais e, 

portanto, não devem interferir na sua formação. 

Para a produção dos esferoides, inicialmente foi realizada a fabricação do 

hidrogel de agarose micromoldado a partir do molde de silicone 3D Petri Dish®, 

conforme esquema abaixo. Cada hidrogel de agarose micromoldado formado 

apresenta 81 ressecções, de forma que, são gerados 81 esferoides após a semeadura 

das células (Fig. 13).   

 

Figura 13. Etapas de preparo da agarose micromoldada em 3D Petri Dish®. (A) Molde de silicone 

3D Petri Dish® contendo 81 projeções na região central. (B) Molde de silicone após ter sido dispensada 

a agarose em seu interior. A seta aponta a região em que a agarose se deposita após ser dispensada. 

Barra de escala de 1 cm. (C) Hidrogel de agarose micromoldada desenformada do molde, com as 

ressecções. (D) Hidrogel de agarose micromoldada inserida no poço da placa de cultura e adicionado 

meio de cultura. 

 

A monocamada celular foi exposta à cada concentração de nCHA e, após 24h, 

foi tripsinizada e plaqueada, cada concentração em 1 molde, para formar os 

esferoides. Portanto, foram formados 81 esferoides com cada concentração de nCHA.   

A formação dos esferoides não foi afetada, permitindo a aglomeração e coesão 

celular na presença de todas as concentrações de nanopartícula (Fig. 14 A).  

  Para analisar se houve diferença entre o tamanho dos esferoides expostos a 

nCHA foi realizada a medição dos diâmetros maior e menor dos esferoides. Ocorreu 

diferença estatística entre os esferoides controle, sem nCHA, e os esferoides na 

concentração de 100 µg/mL de nCHA. Os esferoides associados à maior 

concentração da nanopartícula tornaram-se menores que os controles, possivelmente 

pelo desprendimento de nanopartículas e células à estrutura esferoidal. Houve uma 

variação acentuada entre os grupos, demonstrada pelo desvio padrão (Fig. 14 B).  
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Figura 14. Medição de tamanho dos esferoides de ASC expostos a nCHA. A nCHA não interferiu 

na formação dos esferoides mas a maior concentração reduziu o diâmetro em relação ao controle. (A) 

Fotomicrografias mostrando a formação dos esferoides associados à nCHA, após 24h de 

plaqueamento nos moldes. (B) A concentração de 100 µg/mL de nCHA reduziu o diâmetro dos 

esferoides em relação ao controle. Os dados foram avaliados por two-way ANOVA paramétrico seguido 

de múltiplas comparações com o teste Dunn’s (p<0,005).  Resultado de três experimentos 

independentes em sextuplicata. 
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4.15.1.2 A nCHA em esferoides gerou baixa liberação de LDH   

  

Assim como na monocamada, os esferoides exibiram uma baixa e constante 

liberação de LDH, demonstrando que a nCHA não apresentou atividade citotóxica. 

Para esse ensaio, foram utilizadas todas as concentrações testadas da nanopartícula 

(Fig. 15).  
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Figura 15. Comparação da liberação de LDH dos esferoides de ASC expostos a SDS ou nCHA. 

O SDS, por ser citotóxico, causou leve aumento na liberação de LDH, no entanto, a nCHA não aumenta 

a liberação de LDH em esferoides. Esses resultados indicam que a nCHA não tem atividade citotóxica. 

Resultado de três experimentos independentes em sextuplicata. 

4.15.1.3 A análise ultraestrutural dos esferoides sugere que a nCHA está 

internalizada   
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Com o objetivo de observar a ultraestrutura celular e investigar a localização da 

hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada nos esferoides, foi realizada a análise de 

microscopia eletrônica de transmissão. Esse ensaio foi realizado com esferoides 

associados a 50 µg/mL de nCHA.  A presença de nCHA no interior dos esferoides, 

indicada pelas setas azuis, sugere internalização da nCHA.  

Figura 16. Microscopia eletrônica de transmissão dos esferoides expostos a nCHA. Os esferoides 

foram expostos a 50 µg/mL de nCHA na monocamada. Para a MET, os esferoides foram cortados e as 

setas azuis indicam a presença da nCHA. 
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5 DISCUSSÃO 

O presente trabalho integra um projeto pertencente à Rede Nanosaúde, uma rede 

multidisciplinar de pesquisadores em nanotecnologia de 32 laboratórios no Rio de 

Janeiro, incluindo a Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), Centro Brasileiro 

de Pesquisas Físicas (CBPF), Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Universidade 

Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO), Universidade Federal Rural do Rio de 

Janeiro (UFRRJ), Pontifícia Universidade Católica do Rio de Janeiro (PUC-Rio) e o 

Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO).  

  Os resultados referentes à Hidroxiapatita Carbonatada Nanoestruturada 

(nCHA) dão continuidade a uma série de ensaios in vitro, in vivo e clínicos da rede de 

Bioengenharia de Estado do Rio de Janeiro, compreendendo o Instituto Nacional de 

Ciência e Tecnologia em Medicina Regenerativa (INCT/Regenera). A rede tem como 

um dos seus focos o desenvolvimento de materiais que promovam a regeneração e 

substituição óssea. Dentre eles, a nCHA tem sido uma das soluções encontradas para 

acelerar a recuperação clínica de pacientes com perdas ósseas irreversíveis. Esse 

material possui custos bem inferiores aos similares disponíveis comercialmente no 

Brasil. O registro da patente foi encaminhado e, em seguida, deverá ser feito o pedido 

de registro na Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) para que a produção 

e comercialização em larga escala seja iniciada. Os testes de citotoxicidade em 

modelos tridimensionais, desenvolvidos no presente trabalho, são requisitos para o 

registro.  

 Os testes citotóxicos in vitro abordados nesse trabalho seguem as normas 

vigentes da Organização de Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD), que 

compila os métodos alternativos ao uso de animais que foram reconhecidos pelo 

Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA) e aceitos pela 

Anvisa. As diretrizes foram dispostas no compêndio “Métodos alternativos ao uso de 

animais em pesquisa reconhecidos no Brasil”, utilizado como guia para a execução 

experimental.  

O teste guia nº 129 da OECD apresenta orientações sobre “Uso de Testes de 

Citotoxicidade para Estimar Doses Iniciais para Testes Agudos de Toxicidade 

Sistêmica Oral”. A toxicidade sistêmica aguda avalia os efeitos adversos que ocorrem 

após a exposição de organismos a uma ou múltiplas doses de uma substância teste.   
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A intensificação das demandas para abordar o conceito dos 3Rs (Redução, 

Refinamento e Substituição do uso de animais em pesquisa) introduzido por Russel e 

Burch (RUSSEL e BURCH, 1959) impulsionou novas estratégias de triagem na 

pesquisa científica. A redução do número de animais tem muitas implicações, como 

impacto econômico e social. Para tanto, foram criados comitês internacionais e 

nacionais para organizar a validação de métodos alternativos. Exemplos de tais 

comitês incluem o Centro Europeu de Validação de Métodos Alternativos (ECVAM) 

na Europa, o Comitê de Coordenação Interinstitucional sobre a Validação de Métodos 

Alternativos (ICCVAM) nos Estados Unidos (STOKES, 2002) e o Centro Brasileiro 

para Validação de Métodos Alternativos (BraCVAM) no Brasil (ESKES et al., 2009).  

No entanto, apesar do surgimento de modelos mais relevantes para os seres 

humanos e baseados em vias moleculares e celulares (BURDEN et al., 2015; 

KLEENSANG, 2014; MEEK et al., 2013; KREWSKI et al., 2010; ANKLEY et al., 2010) 

o progresso de métodos alternativos para uso regulatório tem sido lento (HAMM et al., 

2017; SEWELL et al., 2017). Com exceção do regulamento de produtos cosméticos 

em que os testes em animais foram proibidos, os testes regulamentares e de 

segurança ainda dependem de testes em animais. Além dos aspectos éticos, as 

limitações em extrapolar dados animais para efeitos humanos têm sido amplamente 

discutidas, especialmente em termos de reprodutibilidade e no que tange a relevância 

(HARTUNG, 2008; HOFFMANN et al., 2010). Assim, 17 métodos alternativos in vitro 

foram validados e adotados no Brasil. Dentre esses, foi reconhecido o uso do teste de 

citotoxicidade in vitro para estimar as doses iniciais para toxicidade sistêmica oral 

aguda, usando linhagens celulares BALB /3T3 A1 (fibroblasto murino) ou NHK 

(queratinócitos humanos normais)  como os testes guias da OECD (KANDÁROVÁ e 

LETAŁIOVÁ, 2011), principalmente os voltados para testes de toxicidade sistêmica 

(toxicidade aguda, carcinogenicidade, genotoxicidade, toxicidade reprodutiva e 

toxicidade de dose repetida).   

Um desses testes consiste no ensaio de captação de vermelho neutro (NRU) 

(OECD, 2010). Entretanto, uma preocupação especial é com a baixa correlação entre 

os dados in vitro, que são expressos por IC50 e os dados in vivo, que são expressos 

por LD50. O teste IC50 se refere à medida quantitativa que indica quanto de uma 

substância é necessário para inibir um dado processo biológico pela metade, ao passo 

que, a DL50 consiste em um teste para avaliar a toxicidade in vivo. Esta correlação foi 
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previamente estabelecida pelo Registro de Citotoxicidade (HALLE, 2003) e foi 

complementada pelo ICCVAM (ICCVAM e 2006a, ICCVAM e 2006b) para obter uma 

previsão de LD50 mais confiável não apenas para substâncias puras, mas também 

para misturas (ICCVAM e 2006b).   

Estudos de validação multilaboratorial baseado em NRU em fibroblastos de 

camundongo (BALB /3T3 A1) e queratinócitos epidérmicos humanos normais (NHK) 

com 72 substâncias de referência mostraram uma correlação entre os dados de 

concentração inibitória (IC50) e dose letal (LD50). Os resultados dos testes de 

toxicidade aguda atuam como um guia na seleção da dosagem para estudos de 

toxicidade de longo prazo (ERHIRHIE et al., 2018).  

O ensaio de vermelho neutro é um ensaio de viabilidade celular sensível e 

facilmente quantificável e preciso em uma ampla faixa de pH, no contexto de morte 

celular apoptótica ou autofágica. Seu uso permite uma avaliação mais precisa da 

citotoxicidade de agentes quimioterápicos em condições ácidas, como as do 

microambiente tumoral. Ao contrário do que ocorre no ensaio MTT, ainda muito 

utilizado em testes toxicológicos, pois, embora o MTT geralmente funcione bem em 

condições fisiológicas, ele não é adequado para culturas ácidas, como em células 

tumorais (GOMEZ-GUTIERREZ et al., 2020). Dessa forma, culturas ácidas diminuem 

a precisão do ensaio MTT, porque o pH ácido afeta negativamente a produção de 

formazan (JOHNO et al. 2010). Em vista disso, o ensaio NRU se mostra pertinente 

frente a demais testes disponíveis, em monocamada.  

Como mencionado anteriormente, as células BALB /3T3 A1 e NHKs são 

amplamente aceitas como modelo de cultura celular para o ensaio de captação de 

vermelho neutro para determinar as doses iniciais para testes de toxicidade oral aguda 

e existe correlação entre IC50 e LD 50 (ICCVAM e 2006a, ICCVAM e 2006b, ICCVAM 

e 2006c, ICCVAM e 2006d, ICCVAM e 2006e). Como o principal modelo celular 

utilizado nos ensaios de citotoxicidade são as culturas de células primárias e as cepas 

transformadas, cada um apresenta vantagens e desvantagens. As desvantagens 

estão relacionadas principalmente ao alto custo e variabilidade das culturas primárias 

e instabilidade genética ou resposta fisiológica das cepas transformadas. 

Adicionalmente, espera-se que estes modelos celulares sejam utilizados para a 

previsão de toxicidade em modelos animais e não para a previsão de toxicidade em 

humanos, visto que não há metodologia validada in vitro com essa finalidade.  
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As células-tronco desempenham um papel importante na medicina 

regenerativa devido às suas propriedades de autorrenovação e potencial de 

diferenciação em diversos tipos celulares (NAVA et al., 2012). Esses processos de 

autorrenovação e diferenciação são interessantes para ensaios de citotoxicidade 

(HOOK, 2012, KANG e TROSKO, 2011), por conseguinte, tornam as células-tronco 

um bom modelo para prever a toxicidade por poderem ser aplicadas para avaliação 

dos efeitos citotóxicos na viabilidade celular, bem como em processo de diferenciação 

celular (HOOK, 2012, LUTTUN e VERFAILLIE, 2005), e possivelmente mais 

relevantes para a previsão de toxicidade humana. Além disso, elas representam um 

modelo in vitro bem estabelecido para a população de células multipotentes humanas, 

além de não requerem tantos suplementos quanto a NHK.  

Embora as células-tronco adultas tenham uma autorrenovação mais limitada e 

um potencial de diferenciação mais restrito comparado às células-tronco pluripotentes 

(HOOK, 2012, LUTTUN e VERFAILLIE, 2005), elas têm a vantagem de relevância 

fisiológica, disponibilidade alta e acessível, reprodutibilidade e escalabilidade para 

previsão de toxicidade (HOOK, 2012). As células-tronco mesenquimais da medula 

óssea foram avaliadas como um bom modelo de cultura de células para a previsão de 

toxicidade pela captação de vermelho neutro em comparação com NHKs e 

fibroblastos BALB /3T3 A1 murinos (SCANU et al., 2011).  

Apesar desses resultados serem promissores, as células-tronco derivadas da 

medula óssea não são tão facilmente obtidas, portanto, outras fontes de células-tronco 

multipotentes devem ser avaliadas para ensaios de citotoxicidade. Há escassos 

relatos sobre o uso de células-tronco/estromais derivadas do tecido adiposo (ASC) 

para avaliação toxicológica por uma metodologia validada. Essa população celular é 

prontamente obtida a partir de lipoaspirados e dissecções de tecido adiposo 

subcutâneo que é desprezado em cirurgias plásticas. Representando, dessa forma, 

uma fonte disponível para o isolamento de células-tronco (GIMBLE et al., 2007).   

Comercialmente, a empresa HUB Organoids (HUB) tem empregado estruturas 

3D como modelo pré clínico para medicamentos anticâncer. Ensaios clínicos da 

empresa demonstraram que adaptar o tratamento anticâncer às características 

moleculares e patológicas do tumor melhora a sobrevida dos pacientes. 

Convencionalmente, utiliza-se linhagens celulares imortalizadas, no entanto, elas não 

têm relevância fisiológica e congruência genética com o tumor original do paciente. 
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Assim, eles utilizaram estruturas tridimensionais, como organoides, derivados de 

ressecções ou biópsias de tecidos de pacientes como modelos para triagem in vitro 

de toxicidade e desenvolvimento de drogas.  Esses modelos se mostraram 

clinicamente mais relevantes do que as linhagens de células padrão, devido a sua 

capacidade de recapitular fielmente as características fenotípicas e genotípicas do 

tumor do paciente, incluindo mutações (GOTO; YILMAZ, 2022). Tais características 

reduzem a triagem de fármacos para 5 anos, culminando em economia financeira e 

avanço na medicina de precisão. 

Por conseguinte, propusemos aqui avaliar as ASCs em protocolos validados de 

citotoxicidade. Para a BALB /3T3 A1, o guia nº 129 adota a densidade celular em 

monocamada de 3x103 por poço, para que no momento da leitura, a densidade óptica 

(DO) dos controles negativos seja ≥ 0,30. No presente trabalho, a densidade celular 

teve que ser ajustada para adequação da DO exigida. Assim, a densidade celular de 

ASCs adequada encontrada foi de 2x104 células por poço. Abud e colaboradores 

compararam o ensaio de NRU entre ASC e BALB /3T3 A1 para 12 substâncias de 

referência, dentre elas o SDS, e obtiveram um valor de IC50ASC de 70,7 µg/mL, 

indicando que essas células são mais resistentes que a BALB /3T3 A1 para a 

substância testada (ABUD et al., 2015). Esses dados corroboram com nossos 

achados, uma vez que encontramos um valor de IC50ASC de 77 µg/mL.   

Outra vantagem em aplicar essas células é a possibilidade de analisar o 

mecanismo de ação de um fármaco nas próprias células do paciente, fornecendo 

modelos humanos para estudar a patologia da doença em origens genéticas distintas 

e a resposta aos fármacos durante seu desenvolvimento (BELLIN et al., 2012). Até o 

presente momento, existe uma metodologia validada pelo Comitê Europeu para a 

Validação de Métodos Alternativos que emprega células-tronco embrionárias murinas 

em um sistema de co-cultivo com células BALB /3T3 A1 para avaliar embriotoxicidade. 

Todavia, apenas esse teste não é suficiente para regulamentação, apesar de conter 

alta previsão (ECVAM, 2010), além disso, utilizam células murinas, podendo não 

refletir de forma assertiva a toxicidade humana. Dessa forma, estão sendo 

desenvolvidos ensaios com células-tronco embrionárias humanas (BEHAR et al., 

2012; RAJAMOHAN et al., 2013; COLEMAN, 2014).  

Os testes toxicológicos são realizados para identificar potenciais efeitos 

adversos que um produto químico, material ou nanopartícula, possa representar para 
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um indivíduo e seu ambiente circundante (HARTUNG, 2009). Progressos recentes na 

toxicologia in vitro levaram ao desenvolvimento de modelos mais semelhantes à 

complexidade de órgãos e tecidos, tanto em termos de estrutura quanto de 

funcionalidade, caracterizados por desfechos mais precisos (BARTFELD e CLEVERS, 

2017; PAMIES et al., 2018; TRUSKEY, 2018). Hoje é bem aceito que o cultivo de 

células em sistemas tridimensionais (3D) que mimetizam fatores-chave do tecido é 

muito mais representativo do ambiente in vivo do que monocamadas bidimensionais 

(2D) (LANGHANS, 2018; PAMPALONI et al., 2007; RAVI et al., 2015). Um dos 

modelos 3D mais interessantes são os esferoides, uma vez que podem fornecer uma 

abordagem muito versátil para triagem de alto rendimento (HTS, do inglês High-

Throughput-Screening) de medicamentos e mostram potencial para serem usados 

convencionalmente em estudos farmacêuticos (URICH et al., 2013; CHO et al., 2017; 

BOUTIN et al., 2018). Eles podem ser facilmente reproduzidos em larga escala devido 

à relativa facilidade de cultura e reprodutibilidade assim como produzidos de forma 

automatizada (SEO et al., 2020; REZENDE et al., 2013).   

O uso de grânulos ou nanopartículas para uso clínico já foi proposto 

anteriormente (MITRI et al., 2012; LOMELINO et al., 2011), pois podem simular um 

ambiente poroso para aumento da osteocondutividade. Nesse contexto, 

nanopartículas de hidroxiapatita carbonatadas podem ser promissoras para 

substituição óssea. Baseado nos resultados citotóxicos adaptados nesse estudo, a 

hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada não afetou a integridade da membrana, 

atestado por NRU, e não apresentou atividade citotóxica em nenhuma concentração 

abordada.  

Os métodos de cultura de células 3D possuem potencial de alcançar respostas 

que ainda não foram elucidadas através do uso de técnicas de cultivo 2D. Com a nova 

tecnologia, no entanto, surgem obstáculos e desafios. Embora vantajosa em muitos 

aspectos em relação às culturas 2D, a cultura 3D tende a ser mais cara e pode ser 

difícil replicar microambientes celulares ao usar certos métodos de cultivo 

(LANGHANS, 2018).   

A aquisição de imagens se torna difícil quando grandes scaffolds são usados 

(ANTONI et al., 2015). Culturas dependentes de ancoragem, como placas suspensas, 

podem ser muito difíceis de visualizar devido à incompatibilidade da placa com 

microscópios e esferoides descentralizados nos poços das placas de cultivo (BOOIJ 



68 

 

 

et al., 2019). A microscopia de fluorescência ainda é um desafio em culturas de células 

3D pois, ao contrário da cultura de células 2D, onde apenas uma única imagem xy é 

obtida, as culturas de células 3D devem obter um “z stack” tirando uma série de 

imagens xy em intervalos fixos na direção vertical por microscópios automatizados 

(BOOIJ et al., 2019). Ter que tirar uma série de imagens xy para obter um “z stack” 

geralmente aumenta o tempo de processamento significativamente e não são práticas 

para análises de alto rendimento, pois consome muito tempo e espaço de 

armazenamento (BOOIJ et al., 2019).   

A medição do teor de ATP citoplasmático é um método comum para 

determinação da viabilidade celular em cultura de células 2D e 3D e é um endpoint de 

rotina em estudos de toxicologia/eficácia de drogas. Inicialmente, a arquitetura dos 

agregados celulares 3D, como tamanho, composição e barreira de penetração, 

apresentou um desafio para ensaios originalmente adaptados para os modelos de 

cultura de células 2D, pois a estrutura 3D oferece um obstáculo adicional para lise 

eficaz e acessibilidade de reagentes. No entanto, pela otimização da composição do 

detergente e das condições de lise, foram desenvolvidos ensaios de ATP adequados 

para formatos variáveis de cultura de células 3D (como esferoides e sistemas à base 

de hidrogel) (IDREES et al., 2018).  

O ensaio primário frequentemente escolhido para determinação da viabilidade 

de cultura de células 3D é a quantificação de um sinal luminescente gerado pela 

conversão de luciferina por luciferase em função da concentração de ATP 

citoplasmático (RIMANN et al., 2014). O ensaio de detecção de ATP bioluminescente 

disponível é robusto, sensível e escalonável para ensaios de alto rendimento e oferece 

fluxo de trabalho e análise de dados relativamente simples. Em contraste, métodos 

colorimétricos padrão baseados em redução de resazurina (ensaio de azul de Alamar) 

ou redução de tetrazólio (ensaio de MTT), frequentemente usados para avaliar o 

número de células viáveis em cultura de células 2D, não se aplicam a 

esferoides/microtecidos 3D e matrizes de colágeno, pois podem afetar a absorção e 

a cinética de difusão de um corante, portanto, alterando a leitura do ensaio e tornando 

os resultados mais difíceis de interpretar (WALZL et al., 2014). Kits de ensaio prontos 

para uso, como CellTiter-Glo® 3D Cell Viability Assay, facilitam o processamento 

padronizado e com eficiência de tempo de várias placas de ensaio, combinando lise 

e geração de sinal luminescente em uma única etapa. 
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A liberação de lactato desidrogenase (LDH) é frequentemente usada como 

endpoint para estudos de citotoxicidade pois a perda da integridade da membrana 

pode ser avaliada monitorando a atividade da LDH no meio. No entanto, nem todos 

os ensaios utilizados em 2D podem ser prontamente aplicados para cultivos 3D. 

Diversos produtos químicos inativam a atividade da enzima LDH ou interferem na 

capacidade celular de liberar LDH (KENDIG e TARLOFF, 2007). Zheng e 

colaboradores demonstraram que ocorre inativação e alterações conformacionais da 

lactato desidrogenase em soluções de dodecil sulfato de sódio (SDS), em que o 

aumento da concentração de SDS levou a uma inibição rápida e dependente da 

concentração da enzima, com inativação completa em 5 min (ZHENG et al., 2002). 

Esses resultados podem elucidar a falta de adequação da medição de LDH nos 

esferoides no presente estudo. 

Apesar das limitações atualmente enfrentadas pelos métodos de cultivo de células 

3D, uma pesquisa das tecnologias de alto rendimento demonstrou que dois terços dos 

pesquisadores têm intenção de mudar do cultivo 2D para 3D (ANTONI et al., 2015). 

Dessa forma, quanto mais pesquisadores adotarem o cultivo 3D, o desenvolvimento 

de novas metodologias que superam as limitações atuais será mais ágil.   
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6 CONCLUSÃO 

No presente estudo, o uso de células-tronco/estromais derivadas do tecido adiposo 

humano (ASC) foi avaliado para previsão de toxicidade aplicando um protocolo 

validado (OCDE, 2010; ICCVAM e 2006c). Nossos resultados sugerem que ASC pode 

ser usado como um novo modelo de cultura de células para prever doses iniciais em 

ensaios de toxicidade aguda.   

  Ademais, foi configurado um modelo tridimensional de esferoides baseado em 

células-tronco humanas para testes toxicológicos e sua funcionalidade foi atestada 

com a hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada, cuja literatura já apontava sua 

biocompatibilidade. Para a plena validação do modelo padronizado nesse estudo 

novas nanopartículas devem ser testadas. No entanto, fornecemos evidências de que 

é exequível a produção de um modelo in vitro para testes toxicológicos tridimensional.   
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