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“O mar é tão profundo na calmaria quanto na tempestade”. 
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RESUMO 
 

Introdução: Os produtos de terapia avançada (PTA) são grandes promessas terapêuticas em 

situações clínicas complexas e sem alternativas médicas disponíveis. São classificados 

como: produtos de terapia celular avançada, de engenharia tecidual e de terapia gênica. A 

membrana amniótica humana (MAH) representa um biomaterial estável, flexível, resistente 

e de baixo custo, que quando somada às propriedades regenerativas das células-tronco 

mesenquimais (CTM) derivadas do tecido do cordão umbilical (TCU) humano forma um 

PTA com alto potencial para utilização em tratamentos clínicos. Entretanto, é necessário o 

cumprimento de requisitos mínimos de eficácia, segurança e qualidade para seu uso, registro 

e comercialização. Visando validar a segurança e a qualidade do PTA desenvolvido, é 

imprescindível a realização de testes de biocompatibilidade que busquem avaliar a 

citotoxicidade e genotoxicidade. Essas técnicas apresentam princípios específicos e podem 

ser utilizadas para determinar se o PTA é biocompatível com regiões acometidas por lesões 

condrais, através do co-cultivo com condrócitos. 

 

Objetivo: Avaliar a biocompatibilidade de um produto de terapia avançada - membrana 

amniótica recelularizada com células-tronco mesenquimais derivadas do tecido de cordão 

umbilical humano - em co-cultivo com condrócitos. 

 

Métodos: O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Pontifícia 

Universidade Católica do Paraná (CAAE: 83139918.1.0000.0020). Foram utilizadas três 

amostras de TCU para o isolamento das CTM, uma amostra de placenta para obtenção da 

MAH e uma amostra de tecido cartilaginoso para o isolamento de condrócitos. Para avaliar a 

biocompatibilidade, buscou-se mimetizar as condições in vivo de regiões acometidas por 

lesões condrais, co-cultivando condrócitos com: CTM, PTA, membrana comercial Chondro-

Gide® celularizada com CTM e o peróxido de hidrogênio (H2O2 - causador de danos 

citotóxicos) ou células da linhagem de adenocarcinoma cervical (HeLa - com acúmulo de 

danos genotóxicos). Foram realizadas as técnicas de vermelho neutro, MTT e anexina V/7-

AAD para avaliar a citotoxicidade das condições testadas, e as técnicas de cometa, 

micronúcleo e análise cromossômica para analisar a presença de alterações nucleares. 

 

Resultados: Os ensaios de citotoxicidade demonstraram que os condrócitos co-cultivados 

com o PTA tiveram resultados semelhantes aos da Chondro-Gide®, não demonstrando danos 

citotóxicos nessas condições. Os ensaios de genotoxicidade demonstraram baixos índices de 

alterações nucleares nas amostras co-cultivadas com o PTA em comparação com a Chondro-

Gide®.  

 

Conclusão: O PTA, formado pelas CTM associadas à MAH, não apresentou efeitos 

citotóxicos ou genotóxicos em condrócitos co-cultivados in vitro. O produto validado, de 

acordo com os testes e normativas utilizadas, pode ser considerado biocompatível e 

disponibilizado como uma alternativa para diferentes tratamentos clínicos, tais como lesões 

da cartilagem articular. 

 

Palavras-chave: Lesões Condrais; Membrana Amniótica Humana; Produto de Terapia 

Celular Avançada; Co-Cultivo; Testes de Citotoxicidade; Testes de Genotoxicidade. 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 
 

Introduction: Advanced therapy medicinal products (ATMP) hold great therapeutic 

promise in complex clinical situations and with no medical alternatives available. They are 

classified as advanced cell therapy, tissue engineering and gene therapy products. The 

human amniotic membrane (HAM) represents a stable, flexible, resistant and low cost 

biomaterial, which when added to the regenerative properties of mesenchymal stem cells 

(MSC) derived from human umbilical cord tissue (UCT) forms an ATMP with high 

potential for use in clinical treatments. However, it is necessary to comply with minimum 

efficiency, safety and quality requirements for its use, registration and commercialization. 

In order to validate the safety and quality of the developed ATMP, it is essential to carry 

out biocompatibility tests that seek to assess cytotoxicity and genotoxicity. These 

techniques have specific principles and can be used to determine whether ATMP is 

biocompatible with regions affected by chondral lesions, through co-culture with 

chondrocytes.  

 

Objective: Assess the biocompatibility of advanced therapy medicinal products - amniotic 

membrane recellularized with mesenchymal stem cells derived from human umbilical cord 

tissue - in co-culture with chondrocytes. 

 

Methods: The study was approved by the Research Ethics Committee from Pontifícia 

Universidade Católica do Paraná (CAAE: 83139918.1.0000.0020). The UCT samples were 

used to isolate MSC, one placental sample to obtain HAM and one sample of cartilage 

tissue for isolate chondrocytes. To assess the biocompatibility of ATMP, we sought to 

mimic the in vivo conditions of regions affected by chondral lesions, co-cultivating 

chondrocytes with MSC, ATMP, commercial membrane Chondro-Gide® cellularized with 

MSC and hydrogen peroxide (H2O2 - causing of cytotoxic damage) or cells of the 

adenocarcinoma lineage (HeLa - the accumulation of genotoxic damage). Neutral red, 

MTT and annexin V/7-AAD techniques were performed to assess the cytotoxicity of the 

conditions tested and comet, micronucleus and chromosome analysis techniques to analyze 

the presence of nuclear alterations.  

 

Results: The cytotoxicity tests demonstrated that the chondrocytes co-cultured with ATMP 

had results similar to those of Chondro-Gide®, showing no cytotoxic damage in these 

conditions. Genotoxicity assays demonstrated low rates of nuclear alterations in samples 

co-cultured with ATMP compared to Chondro-Gide®. 

 

Conclusion: The ATMP, formed by MSC associated with decellularized HAM, did not 

show cytotoxic or genotoxic effects in co-cultured in vitro chondrocytes. According to the 

tests and standards used, the validated product can be considered biocompatible and made 

available, as an alternative for several clinical treatments, such as articular cartilage 

injuries.  

 

Keywords: Chondral Injuries; Human Amniotic Membrane; Advanced Therapy Medicinal 

Products; Co-Cultivation; Cytotoxicity Tests; Genotoxicity Tests.  

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE FIGURAS 
 

FIGURA 1. Ilustração representativa das zonas presentes na cartilagem articular ........... 25 

FIGURA 2. Ilustração representativa das divisões estruturais da membrana amniótica 

humana ............................................................................................................................... 27 

FIGURA 3. Ilustração representativa do isolamento de células-tronco mesenquimais 

(CTM) do tecido do cordão umbilical (TCU) .................................................................... 29 

FIGURA 4. Ilustração representativa da interseção que rege a biocompatibilidade ......... 30 

FIGURA 5. Ilustração representativa da incorporação do corante vermelho neutro ........ 35 

FIGURA 6. Ilustração representativa da incorporação do corante MTT .......................... 36 

FIGURA 7. Ilustração representativa da ação da anexina V/7-AAD ................................ 38 

FIGURA 8. Ilustração representativa do mecanismo que envolve o ensaio do cometa .... 39 

FIGURA 9. Ilustração representativa da formação das alterações durante o teste de 

micronúcleo ........................................................................................................................ 41 

FIGURA 10. Desenho do estudo ....................................................................................... 44 

FIGURA 11. Ilustração representativa da secção da membrana amniótica humana 

descelularizada ................................................................................................................... 47 

FIGURA 12. Ilustração representativa das condições de co-cultivo ................................. 50 

FIGURA 13. Cariograma representativo das células-tronco mesenquimais utilizadas no 

co-cultivo ............................................................................................................................ 57 

FIGURA 14. Cariograma representativo dos condrócitos antes de serem co-cultivados 

............................................................................................................................................. 59 

FIGURA 15. Cariograma representativo da amostra HeLa .............................................. 60 

 



 
 

FIGURA 16. Condrócitos após o ensaio do cometa .......................................................... 70 

FIGURA 17. Análise das células após o teste de micronúcleo ......................................... 71  

FIGURA 18. Cariograma representativo dos condrócitos co-cultivados com as condições 

de estudo ............................................................................................................................. 74 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE TABELAS 
 

TABELA 1. Citotoxicidade dos produtos analisados pelo ensaio vermelho neutro após o 

co-cultivo com condrócitos .............................................................................................. 62 

TABELA 2. Citotoxicidade dos produtos analisados pelo ensaio MTT após o co-cultivo 

com condrócitos ............................................................................................................... 64 

TABELA 3. Índice de dano e scores obtidos através do ensaio cometa ......................... 69 

TABELA 4. Média da análise das células binucleadas após o teste de micronúcleo ..... 72 

TABELA 5. Cariótipo das condições de estudo através da análise cromossômica por 

bandeamento GTG ........................................................................................................... 73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE GRÁFICOS 
 

GRÁFICO 1. Expressão média dos marcadores de células-tronco mesenquimais (CTM) e 

viabilidade celular das amostras do estudo ........................................................................ 56 

GRÁFICO 2. Expressão dos marcadores para células derivadas da cartilagem e 

viabilidade celular .............................................................................................................. 58 

GRÁFICO 3. Percentual de citotoxicidade para as condições de estudo por meio do ensaio 

vermelho neutro .................................................................................................................. 63 

GRÁFICO 4. Percentual de citotoxicidade para as condições de estudo por meio do ensaio 

MTT .................................................................................................................................... 66 

GRÁFICO 5. Percentual médio da citotoxicidade para as condições de estudo por meio 

dos ensaios vermelho neutro e MTT .................................................................................. 67 

GRÁFICO 6. Percentual de viabilidade celular para as condições de estudo .................. 68  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

%  Percentagem 

°C  Graus Celsius 

µg  Micrograma 

µL  Microlitro 

µm  Micrometros  

µM  Micromolar 

7-AAD 7-Aminoactinomycin D 

ABNT  Associação Brasileira de Normas Técnicas 

ANVISA Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

APC  Aloficocianina (do inglês, Allophycocyanin) 

C  Condrócitos humanos 

C/CTM Condrócitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais humanas 

C/H2O2 Condrócitos co-cultivados com o peróxido de hidrogênio 

C/MC Condrócitos co-cultivados com a membrana comercial Chondro-Gide® 

celularizada com células-tronco mesenquimais humanas 

C/PTA Condrócitos co-cultivados com o produto de terapia avançada 

CAAE Certificado de Apresentação de Apreciação Ética 

CD  Grupos de Diferenciação Celular (do inglês, Cluster of Differentiation) 

CEP Comitê de Ética em Pesquisa 

cm²  Centímetro quadrado 

CNPq  Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

CO2  Dióxido de Carbono 

CTM  Células-Tronco Mesenquimais 

DMEM Meio de cultivo celular modificado por Dulbecco’s (do inglês, Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium) 

DMSO Dimetilsulfóxido 

DNA  Ácido Desoxirribonucleico (do inglês, Deoxyribonucleic Acid) 

ECVAM Centro Europeu de Validação de Métodos Alternativos (do inglês, European 

Centre for the Validation of Alternative Methods) 

EDTA Ácido Etilenodiamino tetra-acético (do inglês, Ethylenediamine Tetraacetic 

Acid)  

FITC  Isocianato de Fluoresceína (do inglês, Fluorescein Isothiocyanate) 

g  Grama 

g  Gravidade 



 
 

GTG Bandas-G por Tripsina utilizando Giemsa (do inglês, G-bands by Trypsin 

using Giemsa) 

H2O2  Peróxido de Hidrogênio 

HeLa Células da linhagem de adenocarcinoma cervical 

HLA - DR Antígeno de Histocompatibilidade Leucocitária - DR (do inglês, 

Histocompatibility Leukocyte Antigen – DR) 

IC Concentração Inibitória 

IC20 Concentração que inibe 20% do crescimento celular 

IC25 Concentração que inibe 25% do crescimento celular 

IC50 Concentração que inibe 50% do crescimento celular 

IC80 Concentração que inibe 80% do crescimento celular 

ICRS Sociedade Internacional de Reparo da Cartilagem (do inglês, International 

Cartilage Repair Society) 

ID Índice de Dano 

IDN Índice de Divisão Nuclear 

IMDM Meio Dulbecco Modificado por Iscove (do inglês, Iscove’s Modified 

Dulbecco’s Medium) 

ISCN Sistema Internacional para Nomenclatura Citogenética Humana (do inglês, 

International System for Human Cytogenomic Nomenclature) 

ISCT Sociedade Internacional para Terapia Celular (do inglês, International 

Society for Cellular Therapy) 

ISO Organização Internacional de Normatização (do inglês, International 

Organization for Standardization) 

LUCIA Laboratório Universal de Análise de Imagens de Computador (do inglês, 

Laboratory Universal Computer Image Analysis) 

M   Molar 

mA  Miliampere 

MAH  Membrana Amniótica Humana 

mg  Miligrama 

mL  Mililitro 

mM  Milimolar 

Mol  Unidade de molaridade 

MTT 3 - [4,5 –Dimethyl - 2 - thiazolyl] - 2,5-diphenyl - 2H - tetrazolium bromide 

n°  Número 

NAD (P) H Enzima quinona oxidorredutase 

NaOH  Hidróxido de Sódio 

NBR  Norma Brasileira 

NTC   Núcleo de Tecnologia Celular 



 
 

OECD Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (do inglês, 

Organization for Economic Cooperation and Development) 

PBS  Tampão Fosfato Salino (do inglês, Phosphate Buffered Saline) 

PE  Ficoeretrina (do inglês, Phycoerythrin) 

PE-Cy5 Ficoeritrina e Cianina (do inglês, Phycoerythrin and the Cyanine Dye Cy5) 

PTA  Produto de Terapia Avançada 

PUCPR Pontifícia Universidade Católica do Paraná 

RDC  Resolução da Diretoria Colegiada 

SBF  Soro Bovino Fetal 

SCGE Eletroforese em gel de célula única (do inglês, single cell gel 

electrophoresis) 

SME  Sistema Músculo-Esquelético 

TCLE  Termo de Consentimento Livre e Esclarecido   

TCU Tecido do Cordão Umbilical 

TRIS  Tris (Hidroximetil) Aminometano 

U  Unidade 

V  Volt 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO .......................................................................................... 21 

2. JUSTIFICATIVA ....................................................................................... 23 

3. ESTADO DA ARTE ................................................................................... 24 

3.1 LESÕES DA CARTILAGEM ARTICULAR .............................................. 24 

3.2 MEMBRANA AMNIÓTICA HUMANA ..................................................... 26 

3.3 CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DERIVADAS DO TECIDO DO 

CORDÃO UMBILICAL ............................................................................. 28 

3.4 BIOCOMPATIBILIDADE: NORMATIVAS E TESTES ............................. 30 

3.4.1 NORMAS VIGENTES ............................................................................... 31 

3.4.2 TESTES DE BIOCOMPATIBILIDADE ..................................................... 33 

3.4.2.1 Testes de Citotoxicidade ............................................................................. 33 

3.4.2.1.1 Ensaio Vermelho Neutro ........................................................................... 34 

3.4.2.1.2 Ensaio MTT ............................................................................................. 35 

3.4.2.1.3 Ensaio de Viabilidade e Apoptose ............................................................... 37 

3.4.2.2 Testes de Genotoxicidade ............................................................................ 38 

3.4.2.2.1 Ensaio Cometa ......................................................................................... 39 

3.4.2.2.2 Teste de Micronúcleo ................................................................................ 40 

3.4.2.2.3 Análise Cromossômica por Bandeamento GTG ........................................... 42 

4. OBJETIVOS .............................................................................................. 42 

4.1 OBJETIVO GERAL ................................................................................... 42 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS...................................................................... 42 

5. METODOLOGIA....................................................................................... 43 

5.1  ASPECTOS ÉTICOS ................................................................................. 43 

5.2  CARACTERÍSTICA DAS AMOSTRAS ..................................................... 43 

5.3  COLETA, ISOLAMENTO, EXPANSÃO E CARACTERIZAÇÃO DE 

CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS ................................................... 45 

5.4  MEMBRANA AMNIÓTICA HUMANA ..................................................... 46 

5.4.1  COLETA E DESCELULARIZAÇÃO ......................................................... 46 

5.4.2  RECELULARIZAÇÃO .............................................................................. 46 

5.5  CELULARIZAÇÃO DA MEMBRANA COMERCIAL ............................... 47 

5.6  COLETA E ISOLAMENTO DO TECIDO CARTILAGINOSO .................. 48 

5.7  LINHAGEM CELULAR HeLa ................................................................... 49 



 
 

5.8  TESTES DE BIOCOMPATIBILIDADE ..................................................... 49 

5.8.1  TESTES DE CITOTOXICIDADE .............................................................. 51 

5.8.1.1 Ensaio Vermelho Neutro .............................................................................. 51 

5.8.1.2 Ensaio MTT ................................................................................................ 51 

5.8.1.3 Ensaio de Viabilidade e Apoptose ................................................................. 52 

5.8.2  TESTES DE GENOTOXICIDADE ............................................................. 52 

5.8.2.1 Ensaio Cometa ............................................................................................ 52 

5.8.2.2 Teste de Micronúcleo ................................................................................... 53 

5.8.2.3 Análise Cromossômica por Bandeamento GTG ............................................. 54 

6. RESULTADOS .......................................................................................... 56 

6.1 CARACTERIZAÇÃO DAS CÉLULAS ...................................................... 56 

6.1.1  CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS ................................................... 56 

6.1.2  CONDRÓCITOS ........................................................................................ 58 

6.1.3  LINHAGEM HeLa ..................................................................................... 59 

6.2  Citotoxicidade: Ensaio Vermelho Neutro e MTT ......................................... 61 

6.3  Citotoxicidade: Viabilidade e Apoptose ....................................................... 68 

6.4  Genotoxicidade: Ensaio Cometa .................................................................. 69 

6.5 Genotoxicidade: Teste de Micronúcleo ........................................................ 71 

6.6 Genotoxicidade: Análise Cromossômica por Bandeamento GTG ................. 73 

7. DISCUSSÃO .............................................................................................. 75 

8. CONCLUSÃO ............................................................................................ 82 

9. REFERÊNCIAS ......................................................................................... 83 

10. ANEXOS .................................................................................................... 94 



21 
 

1. INTRODUÇÃO 

Os biomateriais são alternativas promissoras na construção de produtos destinados 

ao uso humano, apresentando biocompatibilidade e estruturas porosas que permitem a 

fixação e proliferação celular (ABAZARI et al., 2020). Alguns desses produtos são 

destinados ao tratamento de lesões, tais como os que utilizam membranas comerciais de 

origem industrial, entretanto, o valor financeiro desses procedimentos tende a ser 

elevado (MURPHY et al., 2019). Tais membranas auxiliam o ambiente celular, 

podendo ser substituídas por tecidos humanos de fácil obtenção e de menor custo, como 

a Membrana Amniótica Humana (MAH), que apresenta propriedades semelhantes às 

membranas comerciais, tais como: permeabilidade, estabilidade, flexibilidade, 

plasticidade e resistência (SILINI et al., 2013; CHOPRA & THOMAS, 2013; GUPTA 

et al., 2014; ALVES & SANT’ANNA, 2016). 

A MAH representa uma matriz colágena que permite a proliferação celular após 

processos de descelularização, fornecendo um ambiente para a liberação de fatores 

celulares que auxiliam no processo reparativo (ALVES & SANT’ANNA, 2016). A 

recelularização dessa membrana com as células-tronco mesenquimais (CTM), que 

podem ser obtidas do tecido do cordão umbilical (TCU), tem o potencial de auxiliar no 

reparo de tecidos acometidos por lesões, formando um produto alternativo aos métodos 

convencionais utilizados na medicina (GOBBI et al., 2011; ALVES & SANT’ANNA, 

2016; KARAMI et al., 2019). 

Esse produto se enquadra nos critérios estabelecidos para um Produto de Terapia 

Avançada (PTA) pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), sendo a 

validação da eficácia, segurança e qualidade considerados requisitos para que o seu uso 

seja aprovado no Brasil (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020). A presença de 

biocompatibilidade é considerada como uma parte desse processo, sendo fundamental a 
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realização de testes capazes de avaliar diferentes níveis de toxicidade (ABNT, 2013).  

As normativas presentes na ISO 10993:2009 elencam técnicas in vitro capazes de 

avaliar se um produto biológico desencadeia efeitos citotóxicos ou genotóxicos quando 

implantados in vivo, recomendando protocolos específicos para cada ensaio (ISO, 

2009a; ISO, 2009b; ABNT, 2013). Entre o conjunto de ensaios citotóxicos e 

genotóxicos que podem ser utilizados para avaliar a biocompatibilidade de um PTA, 

respectivamente, destaca-se: os testes espectrofotométricos, que apresentam a finalidade 

de predizer concentrações que inibem o crescimento celular; e os ensaios em material 

genético, que apresentam formas de mensurar danos ocasionados por um produto na 

região nuclear (ECVAM, 1990; OECD, 2010; SLOCZNSKA et al., 2014; COLEMAN 

et al., 2017). 

As normativas e os testes de biocompatibilidade são, portanto, bases para 

determinar se um PTA, como o desenvolvido a partir da MAH recelularizada com CTM 

derivadas do TCU, apresentam requisitos de segurança e qualidade mínimos para ser 

utilizado em terapias clínicas, como por exemplo, na ortopedia (SORRELL & 

CAPLAN, 2010; PINTUS et al., 2018). 
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2. JUSTIFICATIVA 

A projeção de aumento de lesões associadas ao tecido cartilaginoso nas próximas 

décadas (FRONTERA, 2017) trouxe à tona a discussão sobre os benefícios e limitações 

proporcionados pelos tratamentos convencionais existentes, entre eles os que utilizam 

membranas comerciais como enxerto no local da lesão. Outras terapias, baseadas na 

aplicação de CTM na articulação lesionada, demonstram a tendência do extravasamento 

dessas células para outras regiões (WHITWORTH & BANKS, 2014). Diante desse 

cenário, o desenvolvimento de um PTA, composto de MAH recelularizada com CTM, 

com menor custo e capaz de reter as CTM transplantadas no local da lesão representa 

uma terapia alternativa e vantajosa para a reparação de tecidos (PINTUS et al., 2018).  

A MAH possui características que elevam seu potencial clínico como um 

biomaterial e ressaltam seus benefícios em comparação as membranas comerciais: é de 

fácil obtenção, apresenta baixo custo, possui propriedades mecânicas ideais, tem 

capacidade de induzir o processo de cicatrização, qualidades não compartilhadas por 

polímeros sintéticos. A soma deste biomaterial com as CTM tem se mostrado promissor 

em estudos in vitro, demostrando potencial reparativo (ISLAM et al., 2015; MOHAN et 

al., 2017; RAMUTA & KREFT, 2018).  

Por conta disso, a associação da MAH com CTM obtidas do TCU na forma de um 

PTA é considerado uma opção terapêutica, sendo fundamental atestar parâmetros de 

segurança e qualidade através da biocompatibilidade, assim como a ausência de 

toxicidade desse produto (SORRELL & CAPLAN, 2010). Para isso, o PTA precisa ser 

submetido à testes in vitro, de acordo com protocolos nacionais e internacionais 

vigentes, destinado a validação e registro, para que futuramente possa ser registrado e 

oferecido como tratamento (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020). 
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3. ESTADO DA ARTE 

3.1 LESÕES DA CARTILAGEM ARTICULAR  

O sistema musculoesquelético (SME) reúne tecidos e estruturas responsáveis 

pela forma, proteção e movimentação do organismo, destacando-se a associação entre: 

músculo esquelético, osso, cartilagem articular, tendões e ligamentos (HOY et al., 2014; 

BOROS & FREEMONT, 2017).  

Estima-se que as lesões do SME afetam 1,3 bilhões de pessoas ao redor do 

mundo (SAFIRI et al., 2020), apesar disso, a importância desse sistema tem sido 

subestimada, uma vez que raramente se mostra fatal, mas seus danos são considerados 

irreversíveis e associados ao avanço da idade. Por conta do aumento na expectativa de 

vida da população, avanços no desenvolvimento de mecanismos médicos voltados à 

reparação dos tecidos ligados ao SME são de extrema importância (FRONTERA, 

2017). 

As lesões condrais afetam o SME através do comprometimento da cartilagem 

articular, estrutura responsável pela absorção de impactos e minimização de atritos, 

sendo dividida em: zona superficial, com condrócitos arredondados e organizados de 

forma isolada ou em grupos isógenos; zona intermediária, caracterizada por condrócitos 

achatados em aglomerados horizontais; zona profunda, que apresenta condrócitos 

perpendiculares e uma linha basofílica, dita tidemark, que forma uma divisória entre a 

próxima camada; e zona calcificada, localizada acima do osso subcondral, apresentando 

cartilagem mineralizada e condrócitos em processo de degeneração (Fig. 1) (DA 

FONSECA, 2011; KUNZ et al., 2015; LONGARAY, 2019).  
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Figura 1: Ilustração representativa das zonas presentes na cartilagem articular. Os condrócitos são 

distribuídos em diferentes configurações ao longo das quatro zonas presentes na cartilagem hialina 

articular: superficial, intermediária, profunda e calcificada. 

Fonte: O autor (2021), baseado em Kunz et al. (2015) e Longaray (2019). Criado com BioRender.com. 

 

O comprometimento da cartilagem articular acarreta no menor desempenho de suas 

funções, e com o tempo pode se tornar crônico, uma vez que este tecido é hipocelular, 

avascular, aneural e alinfático, o que diminui a possibilidade de processos regenerativos 

naturais, sendo importante o desenvolvimento de alternativas voltadas à reparação dessa 

região, tais como as proporcionadas pela terapia celular (AIGNER & STOVE, 2003; 

CHAHLA et al., 2016). Por conta disso, é importante o desenvolvimento de alternativas 

terapêuticas voltadas as diferentes intensidades de lesões condrais, classificadas de 

acordo com a International Cartilage Repair Society (ICRS) (1998): normal (grau 0); 

quase normal, com amolecimento da cartilagem (grau 1); anormal, com fissuras 

superficiais (grau 2); lesão grave, com fissuras profundas (grau 3); e lesão muito grave, 

com erosão óssea (grau 4). 
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3.2 MEMBRANA AMNIÓTICA HUMANA  

A MAH é um anexo embrionário associado ao córion na placenta de mamíferos, 

que pode ser dividida estruturalmente em camada epitelial, membrana basal e estroma 

avascular. A camada epitelial é formada por um epitélio simples de células cuboidais ou 

colunares, sendo estas dispostas sobre uma espessa membrana basal formada por 

laminina, fibronectina e colágeno dos tipos III, IV e V. 

O estroma avascular é a estrutura mais basal da MAH, sendo subdivido em camada 

compacta, fibroblástica e esponjosa (ALVES & SANT’ANNA, 2016). A camada 

compacta é densa e praticamente desprovida de células, sendo encontrada adjacente a 

membrana basal, formando uma importante rede reticular de colágeno do tipo I e III, 

além de fibronectina (ALVES & SANT’ANNA, 2016). A camada fibroblástica é 

responsável pela secreção de colágeno, sendo uma região rica em CTM. Por último, a 

camada esponjosa é constituída por colágeno do tipo III, além de proteoglicanos e 

glicoproteínas (Fig. 2) (CHOPRA & THOMAS, 2013).  

Além de propriedades específicas associadas a aspectos anti-inflamatórios e 

reparativos, a MAH apresenta propriedades mecânicas como permeabilidade, 

estabilidade, flexibilidade, plasticidade e resistência, o que a torna comercialmente 

atrativa, principalmente por apresenta baixa imunogenicidade, conferindo a membrana 

biocompatibilidade para ser utilizada em transplantes (CHOPRA & THOMAS, 2013; 

SILINI et al., 2013; GUPTA et al., 2014).  

Estas propriedades estão presentes em um tecido extra-embrionário que é 

descartado após o parto como resíduo de saúde, e isso despertou um interesse especial 

dos pesquisadores, tornando a MAH uma importante fonte de tecido para novas 

terapias, entre elas as que visam o reparo de funções do corpo comprometidas por 

algum trauma (ALVES & SANT’ANNA, 2016). Diante disso, a MAH quando 
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associada a CTM apresentam resultados reparativos promissores, como mostrado por 

Kim et al. (2009) através da cicatrização de feridas em coelhos. Já Kakabadze et al. 

(2019) avaliaram a recelularização da membrana com CTM alogênicas, observando o 

aumento do processo reparativo de lesões acometidas por queimaduras.  

 

 

 

Figura 2: Ilustração representativa das divisões estruturais da membrana amniótica humana. Associada 

ao feto na placenta e anexada a membrana coriônica, a membrana amniótica é subdivida em: camada 

epitelial, membrana basal e camadas compacta, fibroblástica e esponjosa.  

Fonte: O autor (2021), com base em Alves & Sant’Anna (2016). Criado com BioRender.com. 
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3.3 CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DERIVADAS DO 

TECIDO DO CORDÃO UMBILICAL  

O cordão umbilical é formado durante o desenvolvimento fetal (aproximadamente 

na quinta semana de gestação), representando uma conexão entre o feto e a mãe, 

permitindo a obtenção de nutrientes e trocas gasosas. A morfologia do cordão umbilical 

envolve uma haste flexível composta por duas artérias, uma veia e a geleia de Wharton 

– substância volumosa e de aspecto gorduroso, que envolve os vasos (YAMPOLSKY et 

al., 2008; MALHEIROS et al., 2016; KATHERIA, 2018). 

O TCU é uma importante fonte de células para múltiplas pesquisas (SUSS et al., 

2015), uma vez que sua utilização apresenta vantagens em relação a outras fontes: 

praticidade na coleta e manuseio; ausência de riscos para a parturiente e o recém-

nascido; facilidade ética frente ao uso em pesquisas experimentais; células com elevada 

plasticidade e capacidade de expansão (KÖGLER et al., 2004; NAGAMURA-INOUE 

& HE, 2014). 

As CTM ou células estromais mesenquimais são multipotentes, podem ser 

encontradas em outras fontes além do TCU, como a medula óssea (HORWITZ et al., 

1999) e a polpa dentária (GRONTHOS et al., 2002), e apresentam o potencial de se 

diferenciar em pelo menos três tipos celulares in vitro e in vivo (HAN et al., 2011; 

KEATING, 2012).  

Além disso, para uma população de células ser considerada mesenquimal, a 

International Society for Cellular Therapy (ISCT) (DOMINICI et al., 2006) estabelece 

critérios mínimos, tais como: aderência ao frasco quando mantidas em cultivo, potencial 

de diferenciação nas linhagens osteogênica, condrogênica e adipogênica, e expressão 

dos marcadores de superfície CD105, CD73 e CD90 e ausência do CD34, CD45, CD14, 

CD19 e HLA-DR, quantificados por citometria de fluxo (Fig. 3). 
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Figura 3: Ilustração representativa do isolamento de células-tronco mesenquimais (CTM) do tecido do 

cordão umbilical (TCU). Após a parto, a partir do TCU coletado, são isoladas as CTM. Estas, apresentam 

aderência ao frasco, diferenciação em adipócitos, condrócitos e osteoblastos e expressam os marcadores 

de superfície CD105, CD73 e CD90 e não apresentam CD34, CD45, CD14, CD19 e HLA-DR, de acordo 

com os critérios definidos pela International Society for Cellular Therapy. 

CTM: Células-tronco mesenquimais; TCU: Tecido do cordão umbilical; CD: Grupo de diferenciação 

celular; HLA-DR: Antígeno de histocompatibilidade leucocitária - DR 

Fonte: O autor (2021), baseado em Kögler et al. (2004) e Dominici et al. (2006). Criado com 

BioRender.com. 

 

As CTM apresentam uma variedade de propriedades biológicas e atividades 

imunomodulatórias, podendo migrar para locais acometidos por lesões teciduais e atuar 

na modulação da resposta inflamatória (UCCELLI et al. 2006; HAN et al., 2011; 

SHARMA et al., 2014). Por conta disso, essas células têm sido utilizadas no tratamento 

de lesões condrais através do reparo tecidual (ABBASI-MALATI et al., 2018; VAN DE 
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WATER, 2020), onde destaca-se a associação com o transplante autólogo de 

condrócitos (MIGLIORINI et al., 2020) e a utilização de scaffolds de colágeno 

destinados à recuperação da cartilagem do joelho (KUPCZIK et al., 2021). 

 

3.4 BIOCOMPATIBILIDADE: NORMATIVAS E TESTES 
 

A capacidade de um material em interagir com um sistema biológico, sem 

provocar danos ou rejeição, é definido como biocompatibilidade, composta pela 

interseção existente entre o material e sua funcionalidade quando inserido em um 

agente biológico, sendo esta interação dependente da resposta celular e tecidual (Fig. 4) 

(WILLIAMS, 2008). Sabe-se que, desde o século XX, os dispositivos clinicamente 

implantáveis teriam melhor desempenho se o material que os constituem não fossem 

quimicamente reativos com estruturas biológicas, com isso, o conceito de 

biocompatibilidade passou a se referir a dispositivos com ausência de toxicidade, 

irritabilidade, imunogenicidade, não trombogênicos ou cancerígenos (KIRKPATRICK 

et al., 1998; WILLIAMS, 2008). 

 

Figura 4: Ilustração representativa da interseção que rege a biocompatibilidade. A biocompatibilidade 

representa a interseção entre um agente biológico (por exemplo, um paciente) com um material que 

desempenhará alguma funcionalidade quando aplicado em um local de lesão. 

Fonte: O autor (2020), com base em Williams (2008). 
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Com o avanço das terapias associadas à medicina regenerativa, a 

biocompatibilidade se tornou um termo recorrente em estudos envolvendo íons de prata 

em enxertos ósseos (MARQUES et al., 2017), nanopartículas magnéticas associadas a 

linhagens celulares  para a prevenção de doenças sistêmicas (JIANG et al., 2019), 

scaffolds a base de polímeros naturais destinados a engenharia de tecidos 

(AKILBEKOVA et al., 2018; ASADI et al., 2020) e membranas colágenas de origem 

xenogênica – doador de espécie diferente do receptor - destinadas à manutenção da 

integridade tecidual (POZZOLINI et al., 2018). 

A grande diversidade de materiais potencialmente biocompatíveis requer 

mecanismos capazes de investigar o efeito destes em contato com estruturas biológicas. 

Diante disso, a cultura celular in vitro é comumente utilizada, explorando a resposta 

das células quando expostas a condições específicas. Contudo, estes resultados não 

podem ser transpostos imediatamente para ensaios in vivo, sendo necessário testes 

capazes de realizar uma triagem seletiva de materiais potencialmente danosos a saúde 

(PETERS, 2013; PIRES et al., 2016). 

 

3.4.1 NORMAS VIGENTES 

O Ministério da Saúde do Brasil, por meio da ANVISA dispõe sobre o registro de 

um PTA conforme a Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) N° 338 de 20 de 

fevereiro de 2020. Esta Resolução estabelece requisitos de eficácia, segurança e 

qualidade para o registro, uso e comercialização no Brasil de um PTA, visto que o 

define e diferencia de outros medicamentos, principalmente quando ligado ao uso de 

células, conforme o capítulo I, seção III, artigo 4°, inciso XXII: 
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“Produto de terapia celular avançada: produto biológico 

constituído por células humanas ou seus derivados não 

quimicamente definidos, que possui a finalidade de obter 

propriedades terapêuticas, preventivas ou de diagnóstico, por 

meio de seu modo de ação principal de natureza metabólica, 

farmacológica e/ou imunológica, para uso autólogo ou 

alogênico em humanos, sendo que (a) tenha sido submetido 

a manipulação extensa; e/ou (b) desempenhe no receptor 

função distinta da desempenhada no doador” 

 

 

O artigo 4°, incisos XVIII, XIX e XX definem os produtos de terapia celular 

avançada de classes I – submetidos a manipulação mínima – e classe II – submetido a 

manipulação extensa. Os produtos de classe II, devem apresentar segundo o capítulo V, 

artigo 23, um dossiê de qualidade, com informações a respeito da biocompatibilidade: 

 
“Informações sobre suportes, matrizes e dispositivos 

utilizados, incluindo os testes realizados para avaliação de 

segurança, biocompatibilidade e durabilidade [...]”. 

 

 

Referente à biocompatibilidade, a normativa internacional para avaliação biológica 

de dispositivos médicos, revisada pela ANVISA e aprovada pela Associação Brasileira 

de Normas Técnicas (ABNT) é representada pela NBR ISO 10993:2009 que especifica 

e descreve métodos para avaliar a resposta biológica de células in vitro em relação a 

diferentes níveis de toxicidade (ABNT, 2013). A terceira parte desta normativa dispõe 

de ensaios capazes de avaliar a toxicidade genética do material biológico testado, que 

deve abranger preferencialmente os três níveis de efeitos genotóxicos: efeitos sobre o 

ácido desoxirribonucleico (DNA), mutações gênicas e aberrações cromossômicas (ISO, 

2009a). A quinta parte da normativa relaciona opções de testes capazes de predizer se o 

produto testado não acarreta efeitos citotóxicos quando implantado (ISO, 2009b). 

Outras normas técnicas são adotadas como guias em conjunto a ABNT para a 

execução específica de cada teste de citotoxicidade, como é o caso do protocolo n° 17 

da European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM) para o teste 

de MTT e do documento n° 129 da Organization for Economic Cooperation and 
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Development (OECD) para o teste de vermelho neutro (ECVAM, 1990; OECD, 2010). 

Já para a genotoxicidade, o teste de micronúcleo e o ensaio de cometa seguem as 

diretrizes da OECD para testes in vitro utilizando células de mamíferos, sendo 

respectivamente, os guias n° 487, que confere autorização para ensaios a base de 

citocalasina B, e n° 489, que diz respeito a ensaios de eletroforese em gel (OECD, 

2014; OECD, 2016). 

 

3.4.2 TESTES DE BIOCOMPATIBILIDADE 

Visando validar a biocompatibilidade de um material ou produto destinado ao uso 

individual ou coletivo, e levando em consideração às normativas vigentes aprovadas por 

órgãos reguladores, uma série de testes in vitro são descritos e utilizados na pesquisa. 

Alguns destes testes têm como princípio mensurar a morte celular, observando um 

efeito citotóxico (LEE et al., 2014; SILVA et al., 2019). Quando os testes celulares 

demonstram que o efeito do material in vitro causou perda ou alterações de 

características do material genético, este dano é chamado de genotóxico e implica na 

suspensão do uso do material em pesquisas clínicas (MASSON, NASCIMENTO & 

LOMBELLO, 2014; PRZEKORA, 2019). 

  

3.4.2.1 Testes de Citotoxicidade 

Os testes de citotoxicidade variam conforme o objetivo no qual são empregados. 

Alguns buscam avaliar o efeito de um produto farmacológico sobre a viabilidade celular 

e outros se voltam sobre o efeito na sinalização ou interação celular (FRESHNEY, 

2005; NILES et al., 2009). Na prática, estes testes são desenvolvidos devido à 

dificuldade de simular reações e respostas sistêmicas in vivo, buscando analisar a nível 
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celular estas interações, permitindo uma triagem de produtos de forma econômica e 

reproduzível (GOLSTEIN & KROEMER, 2007; COLEMAN et al., 2017). 

Estes testes têm como base as diferenças físico-químicas entre as células viáveis e 

as que se apresentam em apoptose ou necrose. As células viáveis apresentam uma 

distribuição distinta entre os fosfolipídios presentes na membrana plasmática interna e 

externa, que mantém sua estrutura íntegra. Em contrapartida, células em apoptose ou 

necrose apresentam alterações morfológicas características, ligadas ao dano da 

membrana celular e exposição do citoplasma, alterando a permeabilidade e permitindo a 

entrada do corante utilizado em grande parte dos testes (KERR et al., 1972; GOLSTEIN 

& KROEMER, 2007; HU et al., 2015). 

 

3.4.2.1.1 Ensaio Vermelho Neutro 

O ensaio de viabilidade celular por meio da captação do corante vermelho neutro, 

que interage com a via lisossômica de células viáveis em cultura celular, é capaz de 

predizer as concentrações de uma substância que inibem 20, 50 e 80% do crescimento 

celular, através da análise dos valores de absorbância (OECD, 2010). Este ensaio vem 

sendo utilizado para determinar a viabilidade de condrócitos expostos a polímeros 

biodegradáveis voltados a reparação osteocondral (AOKI & SAITO, 2020; LAMPONI 

et al., 2020), e de diversas linhagens celulares em contato com hidrogel bioadesivo 

(CAPELLA et al., 2019).  

Segundo a OECD (2010), a utilização do corante vermelho neutro para determinar 

a viabilidade celular forma um método simples, preciso e reproduzível, sendo útil na 

triagem de produtos e medicamentos capazes de causar algum efeito citotóxico sobre as 

células. Seu princípio envolve a permeabilidade das células viáveis ao corante, que 

quando em contato com o citoplasma, passa a ser incorporado pelas organelas 
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lisossômicas, sendo liberado com a adição de solventes ácidos, permitindo quantificar o 

grau de incorporação (FOTOKIS & TIMBRELL, 2006; REPETTO et al., 2008) (Fig. 

5).  

 

Figura 5: Ilustração representativa da incorporação do corante vermelho neutro. As células viáveis - que 

possuem a bicamada fosfolipídica íntegra - incorporam o corante vermelho neutro presente no espaço 

extracelular por meio das proteínas transmembranas, o encaminhando para o citoplasma celular. Nessa 

região, esse corante é incorporado por um grupo de organelas, chamadas lisossomos. 

Fonte: O autor (2021), com base na OECD (2010). Criado com BioRender.com. 

 

3.4.2.1.2 Ensaio MTT 

O ensaio de viabilidade celular através da captação do corante MTT (3 - [4,5 –

dimetil-2-tiazolil] - 2,5-difenil - 2H - tetrazólio) se baseia na redução deste em cristais 

de formazan através da interação com desidrogenases mitocondriais de células viáveis 

(Fig. 6), sendo capaz de predizer as concentrações de uma substância que inibem 20, 50 

e 80% do crescimento celular, através da análise dos valores de absorbância (ECVAM, 

1990). Este ensaio vem sendo utilizado para determinar a viabilidade de CTM geradoras 
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de exossomos destinados a angiogênese de células endoteliais, e em contato com 

scaffolds de queratina e colágeno (ARSLAN et al., 2017; TAGHDIRI NOOSHABADI 

et al., 2019), além de lipossomas utilizados como carreadores de medicamentos contra o 

câncer (LEWICKI et al., 2017). 

 

Figura 6: Ilustração representativa da incorporação do corante MTT. As células viáveis - que possuem a 

bicamada fosfolipídica íntegra - incorporam o corante MTT tetrazólio por meio das proteínas 

transmembranas, em seguida, esse corante passa a interagir com organelas mitocondriais presentes no 

citoplasma, ocorrendo a liberação de elétrons e a conversão em MTT formazan, que passa a ser liberado 

pelas células no espaço extracelular.  

MTT: 3 - [4,5 - dimetil-2-tiazolil] - 2,5 - difenil - 2H - tetrazólio.  

Fonte: O autor (2021), com base no ECVAM (1990). Criado com BioRender.com. 

Segundo o ECVAM (1990), o ensaio MTT foi desenvolvido para avaliar a 

proliferação celular em resposta a diversos fatores de crescimentos, citocinas e agentes 

tóxicos, seu princípio de ação é muito utilizado na quantificação da viabilidade. Isto se 

deve a conversão do MTT tetrazólio - sal de coloração amarela e solúvel em água - em 

MTT formazan - sal de coloração púrpura, insolúvel em água - pelas células viáveis, 

que por possuírem metabolismo ativo, são capazes de doar elétrons pela ação da enzima 

NAD (P) H oxidoredutase presente nas mitocôndrias, causando a mudança de coloração 

(VAN MEERLOO et al., 2011; GLORIEUX & CALDERON, 2019). 
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3.4.2.1.3 Ensaio de Viabilidade e Apoptose 

Diferentes técnicas quantificam a morte celular com base na diversidade de estados 

estruturais, fisiológicos e genéticos das células, dentre elas a citometria de fluxo, que 

utiliza marcadores ou corantes fluorescentes (CRONIN & WILKINSON, 2010). A 

citometria de fluxo é um método multiparamétrico, realizada em um citômetro, que 

adquire e analisa células coradas com corantes fluorescentes ou marcadas com 

anticorpos conjugados com fluorocromos, através da excitação destes por fontes de 

radiação laser emitidas em comprimentos de onda específicos (CARVALHO et al., 

2010).  

Através da citometria de fluxo, vários marcadores/corantes indicam a viabilidade 

celular, como por exemplo a anexina V e o corante vital 7-AAD (Fig. 7) (NIGJEN et 

al., 2018). Anexina V é uma proteína de ligação para fosfolípídeos que na presença de 

íons de cálcio exibe alta afinidade para ligação seletiva a fosfatidilserina. A presença da 

fosfatidilserina na superfície celular é uma das mudanças estruturais que ocorre nas 

células em apoptose (morte celular programada) (ZIMMERMANN & MEYER, 2011).  

O 7-AAD (7-Aminoactinomycin D) identifica células mortas, cuja permeabilidade 

da membrana permite a coloração fluorescente, enquanto as células vivas apresentam a 

membrana intacta, e não absorvem o corante. Dessa forma, a anexina V em combinação 

com o 7-AAD permite determinar as células viáveis (anexina V- / 7-AAD-) as que estão 

em estado apoptótico inicial (anexina V+ / 7-AAD-) ou apoptótico tardio e necrótico 

(anexina V+ / 7-AAD+) (ZIMMERMANN & MEYER, 2011; COLLADO-GONZÁLEZ 

et al., 2017). 



38 
 

 

 

Figura 7: Ilustração representativa da ação da anexina V/7-AAD. As células viáveis - que possuem a 

bicamada fosfolipídica íntegra - não interagem com a anexina V e não apresentam permeabilidade ao 

corante vital 7-AAD. A fosfatidilserina na superfície celular é uma das mudanças estruturais que ocorre 

na apoptose celular, que permite a interação entre essa proteína com a anexina V. Já quando a célula está 

inviável (morta), o corante vital 7-AAD é incorporado, devido a ruptura da membrana plasmática e o 

contato com o espaço extracelular. 

7-AAD: 7-Aminoactinomycin D 

Fonte: O autor (2021), com base em Zimmermann & Meyer (2011) e Nigjen et al. (2018). Criado com 

BioRender.com. 

 

3.4.2.2 Testes de Genotoxicidade 

Os testes de genotoxicidade buscam identificar através de protocolos validados, 

características em um composto capaz de afetar o DNA ou proteínas responsáveis por 

processos a ele ligados, como as topoisomerases, interferindo em sua estrutura ou 

função (SLOCZNSKA et al., 2014). Quando estas alterações são transmitidas para 

outras células, se tem uma mutação capaz de acelerar o surgimento de doenças, 

principalmente quando ocasionadas por agentes genotóxicos (ATIENZAR & JHA, 

2006; PRZEKORA, 2019). 
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3.4.2.2.1 Ensaio Cometa 

O ensaio cometa ou SCGE (do inglês, single cell gel electrophoresis) foi 

desenvolvido por Ostling & Johanson (1984) e aperfeiçoado por Singh et al. (1988) 

como um teste de eletroforese de célula única capaz de detectar danos no DNA. O nome 

relacionado ao cometa se deve ao DNA danificado, que se afasta da peça central com o 

material intacto, dita nucleóide, formando um rastro na forma de cauda - de tamanho e 

intensidade de fluorescência proporcionais a quebra do DNA (Fig. 8) (BURLINSON et 

al., 2012). 

 

Figura 8: Ilustração representativa do mecanismo que envolve o ensaio do cometa. Após a realização do 

ensaio cometa em eletroforese, os nucleóides que não passaram por eventos genotóxicos se apresentam 

intactos (A). Quando o evento genotóxico é de grau leve, a cauda formada na matriz de agarose é 

proporcional em tamanho do nucleóide (B). Quando existe um elevado grau de quebra do DNA, a cauda 

se forma com maior intensidade (C). 

DNA: Ácido Desoxirribonucleico 

Fonte: O autor (2021), com base em Burlinson et al. (2012). Criado com BioRender.com. 

 

Este ensaio é vantajoso segundo Lopes et al. (2018) por possuir grande 

sensibilidade e utilizar uma quantidade menor de células (< 1x104) que sofrerão lise 

quando submetidas a um campo elétrico em tampão alcalino, bastando aplicar o 
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material em uma lâmina contendo gel de agarose. A formação da cauda ocorre após esse 

processo, que é responsável pelo relaxamento da estrutura do DNA danificada, que 

normalmente está fortemente compacta no nucleóide, este passará então a migrar em 

direção ao anodo da eletroforese (TICE et al., 2000; BRIANEZI et al., 2009; LOPES et 

al., 2018). 

 

3.4.2.2.2 Teste de Micronúcleo 

O teste citogenético do micronúcleo permite identificar aumentos na frequência de 

mutação em células expostas a agentes genotóxicos, detectando quebras e perdas do 

material genético, sendo considerado um padrão ouro para este fim (FENECH & 

MORLEY, 1985; RODRÍGUEZ et al., 2019). Sendo descrito pela primeira vez por 

Schmid (1976), este teste é capaz de identificar os micronúcleos no citoplasma de 

células interfásicas, podendo se originar de fragmentos cromossômicos acêntricos 

(efeito clastogênico) ou de cromossomos inteiros incapazes de migrar para os polos 

durante a formação do fuso mitótico (efeito aneugênico) (OECD, 2016).  

Com isso, o teste detecta células que foram expostas a substâncias com atividades 

clastogênicas e aneugênicas através da localização próxima ao núcleo de uma porção de 

cromatina de forma arredondada. Este micronúcleo se forma devido ao cultivo da célula 

avaliada com a citocalasina B, responsável por se ligar a actina presente nos 

microfilamentos do citoesqueleto durante a mitose, levando ao bloqueio da citocinese e 

consequentemente na formação de uma única célula contendo o conteúdo de duas 

células-filhas (ANDRADE et al., 2005; OECD, 2016). 

O teste de micronúcleo permite também a identificação de outras modificações 

nucleares importantes, tais como: pontes nucleoplasmáticas, que representam uma 

importante ferramenta na identificação de efeitos genotóxicos, sendo observado uma 

conexão que interliga dois núcleos; e brotos nucleares, sendo identificados por um 
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fragmento que apresenta uma conexão nucleoplasmática com um núcleo (Fig. 9) 

(PALAZZO et al., 2011). 

 

Figura 9: Ilustração representativa da formação das alterações durante o teste de micronúcleo. Durante o 

processo de citocinese (A) a célula mãe se dividir em duas células filhas (B). No teste de micronúcleo, a 

ação da citocalasina B interrompe a citocinese, permitindo a identificação de alterações nucleares em 

células binucleadas, tais como: micronúcleos (C), pontes nucleoplasmáticas (D) e brotos nucleares (E). 

Fonte: O autor (2021), com base em Fenech & Morley (1985) e Rodríguez et al. (2019). Criado com 

BioRender.com. 
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3.4.2.2.3 Análise Cromossômica por Bandeamento GTG 

A análise de cromossomos durante a metáfase compreende uma das bases de estudo 

da citogenética clássica, sendo que a organização desses cromossomos em cariogramas, 

por meio da captura de imagens microscópicas, permitindo a construção do cariótipo 

(CHETAN et al., 2005). Unindo esses conceitos, a técnica de bandeamento 

cromossômico GTG (do inglês, G-bands by Trypsin using Giemsa) possibilita a 

identificação de múltiplas alterações estruturais e numéricas (LUPSKI, 2015). 

Entre as alterações estruturais, destacam-se: translocações, que é a incorporação de 

uma porção cromossômica não homóloga; inversões, separação e união invertida de 

partes homólogas de um cromossomo; deleções, onde ocorre a perda de material 

genético; e duplicações, onde o material genético se repete. Já entre as alterações 

numéricas, destacam-se: euplodias, que são alterações de todo o conjunto de 

cromossomos de uma espécie; e aneuploidias, que são alterações no número de um ou 

mais cromossomos específicos (MATEUCA et al., 2006; HOWE; UMRIGAR & 

TSIEN, 2014; KIM et al., 2015). 

 

4. OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a biocompatibilidade de um produto de terapia avançada - membrana 

amniótica recelularizada com células-tronco mesenquimais derivadas do tecido do 

cordão umbilical humano - em co-cultivo com condrócitos. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar a citotoxicidade do PTA proposto; 

 Avaliar o potencial genotóxico do PTA proposto. 
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5. METODOLOGIA 

5.1 ASPECTOS ÉTICOS 

O presente estudo foi conduzido no Núcleo de Tecnologia Celular da Pontifícia 

Universidade Católica do Paraná (NTC/PUCPR). O projeto obteve financiamento pelo 

Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), processo nº 

443916/2018-7 e aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) - CAAE: 

83139918.1.0000.0020.  

Participaram deste estudo os doadores de tecido cartilaginoso, MAH e TCU que 

concordaram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Estes 

foram informados sobre o projeto, os objetivos da linha de pesquisa e sobre como seria 

a sua participação. 

 

5.2 CARACTERÍSTICA DAS AMOSTRAS  

Para a condução deste estudo foram utilizadas três amostras de tecido do cordão 

umbilical e uma de placenta, destinados ao isolamento das CTM e obtenção da MAH, 

respectivamente. O PTA foi constituído por MAH recelularizada com CTM obtidas do 

TCU humano. Os condrócitos utilizados para o co-cultivo foram obtidos de um único 

doador, a partir de fragmentos de cartilagem retirados durante um procedimento 

cirúrgico.  

As condições de estudo foram formadas por: condrócitos co-cultivados com as 

CTM (C/CTM), condrócitos co-cultivados com o PTA (C/PTA), condrócitos co-

cultivados com a membrana comercial Chondro-Gide® (Geistlich Pharma, Wolhusen, 

Suíça) celularizada com CTM (C/MC).  

Para a comparação dos dados foram utilizados os seguintes controles: a) Positivo: 

para os danos citotóxicos: condrócitos co-cultivados com o peróxido de hidrogênio 
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(C/H2O2) na concentração de 80 µM/µL - responsável por provocar a lise de 50% dos 

condrócitos em cultivo (PANG et al., 2021); e para os danos genotóxicos: a linhagem 

celular imortal HeLa, células cancerígenas obtidas da americana Henrietta Lacks, que 

apresentam instabilidade genética, com elevadas alterações genotóxicas (LANDRY et 

al., 2013); b) Negativo: condrócitos (C). 

Os testes propostos no estudo foram realizados em triplicatas biológicas para as 

condições CTM e PTA. Os co-cultivos foram realizados em réplicas técnicas para todas 

as condições de estudo (Fig. 10). 

 

Figura 10: Desenho do estudo. O PTA, representado pela MAH recelularizada com CTM do TCU foi 

avaliado quanto à sua biocompatibilidade, através de testes de citotoxicidade e genotoxicidade, conforme 

as condições de estudo. 

CTM: Células-tronco mesenquimais; PTA: Produto de Terapia Celular Avançada; HeLa: Linhagem 

celular cancerígena; H2O2: Peróxido de hidrogênio. 

Fonte: O autor (2021). 
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5.3 COLETA, ISOLAMENTO, EXPANSÃO E CARACTERIZAÇÃO 

DE CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

O cordão umbilical humano foi coletado imediatamente após o parto e transportado 

para o NTC, sendo realizada a antissepsia do seguimento do cordão do sentido distal 

para o proximal com álcool 70% e clorexidina alcoólica e o esgotamento do sangue. O 

cordão foi seccionado na região mais próxima à placenta e acondicionado em um frasco 

estéril contendo 250 mL de Meio Dulbecco Modificado por Iscove (IMDM, do inglês 

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) suplementado com 1% de antibiótico (100 

μg/mL de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina). 

O isolamento das CTM ocorreu por meio da fragmentação do TCU por dissociação 

mecânica do tecido com o auxílio de um bisturi. Em seguida, os fragmentos de tecido 

foram dissociados pela enzima colagenase tipo II (Gibco®, New York, USA) a 0,1% e 

mantidos em agitação constante em estufa aquecida a 37°C, por 16 h. O material foi 

então centrifugado para obtenção do concentrado celular, que foi ressuspendido em 

meio de cultivo IMDM (Gibco®, New York, USA), semeadas em frascos com área de 

75 cm² com IMDM suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF, Gibco®, New 

York, USA) e 1% de antibiótico. As células foram mantidas em incubadora aquecida a 

37°C, com 5% de tensão de CO2 e 95% de ar umidificado. 

Na terceira passagem, as células foram caracterizadas pela marcação com os 

anticorpos: anti-CD14, anti-CD19, anti-CD29, anti-CD34, anti-CD45, anti-CD73, anti-

CD90, anti-CD105, anti-HLA-DR, conjugados com os fluorocromos: FITC, PE, PE-

Cy5 e APC. A viabilidade celular foi realizada através dos marcadores anexina V e 7-

AAD. As amostras foram adquiridas no citômetro de fluxo (BD FACSCalibur, San 

Jose, CA, USA) e analisadas no software FlowJo v8.0.2 (Tree Star, Ashland, OR, 

USA).  
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5.4 MEMBRANA AMNIÓTICA HUMANA 

5.4.1 COLETA E DESCELULARIZAÇÃO 

Após a separação do cordão umbilical, a placenta foi acondicionada em frasco de 

coleta contendo cloreto de sódio (0,9%), 100 μg/mL de estreptomicina, 100 U/mL de 

penicilina e 100 U/mL de fluconazol. Em seguida, o material foi transportado e 

processado no NTC. 

Inicialmente ocorreu a separação da MAH da membrana coriônica em cabine de 

segurança biológica. Em seguida, foi realizado o processo de descelularização com 

detergente enzimático e álcool, seguindo o protocolo estabelecido e validado por 

Schaidt et al. (2019). Após este processo, a MAH descelularizada foi liofilizada e 

seccionada com o auxílio de um bisturi em fragmentos de 2 cm². Os fragmentos foram 

posicionados em campos cirúrgicos de igual dimensão e embalados em papel grau 

cirúrgico para a esterilização por óxido de etileno. Já estéreis, o material foi destinado a 

recelularização com as CTM provenientes do TCU para posterior co-cultivo com 

condrócitos. 

 

5.4.2 RECELULARIZAÇÃO  

As amostras de MAH descelularizada seccionadas e esterilizadas foram inseridas 

em placas de 6 poços (Falcon®, New Jersay, USA) com o auxílio de duas pinças 

cirúrgicas. Para a recelularização, foi adicionado na região central da membrana 100 µL 

de meio IMDM com 1% de antibiótico, contendo CTM na concentração de 2x106 

células/mL. Após 1 h de sedimentação das células na superfície da membrana, foi 

adicionado cuidadosamente 2 mL de meio IMDM suplementado com 20% de SBF e 1% 

de antibiótico em cada poço. Em seguida, as placas foram mantidas em incubadora 

aquecida a 37°C, com 5% de tensão de CO2 e 95% de ar umidificado por 24 h (Fig. 11). 
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Figura 11: Ilustração representativa da secção da membrana amniótica humana descelularizada. Os 

fragmentos de 2 cm2 da membrana foram inseridos em placa de 6 poços para a recelularização com CTM 

(2x106 células/mL). Após 1 hora de sedimentação celular as placas são incubadas por 24 horas.   

CTM: Células-Tronco Mesenquimais 

Fonte: O autor (2021). Criado com BioRender.com. 

 

5.5 CELULARIZAÇÃO DA MEMBRANA COMERCIAL 

A membrana comercial Chondro-Gide® foi seccionada com o auxílio de um bisturi 

em fragmentos de 2 cm2, que foram colocados em campos cirúrgicos de igual dimensão 

e embalados em papel grau cirúrgico para a esterilização por óxido de etileno. Para a 

celularização, a face com microvilosidades da membrana foi posicionada para cima. Foi 

adicionado na região central 100 µL de meio IMDM com 1% de antibiótico, contendo 

CTM na concentração de 2x106 células/mL. Após 1 h de sedimentação destas células na 

superfície da membrana, 2 mL de meio IMDM suplementado com 20% de SBF e 1% de 

antibiótico foi acrescentado cuidadosamente em cada poço. Em seguida, as placas foram 

mantidas em incubadora aquecida a 37°C, com 5% de tensão de CO2 e 95% de ar 

umidificado por 24 h. 
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5.6 COLETA E ISOLAMENTO DO TECIDO CARTILAGINOSO 

A coleta do tecido cartilaginoso ocorreu em centro cirúrgico. A amostra foi 

acondicionada em tubo contendo 10 mL de PBS e 1% de antibióticos e transportada em 

caixa térmica para o NTC para o seu processamento. O isolamento celular foi realizado 

pela dissociação mecânica do tecido. Em seguida, os fragmentos foram dissociados pela 

enzima colagenase tipo I (Gibco®, New York, USA) ) por 3 h, em incubadora aquecida 

a 37°C.  

Após, o meio de transporte contendo os fragmentos foi adicionado em um tubo com 

10 mL de meio de cultivo modificado por Dulbecco’s (DMEM, do inglês Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium) (Gibco®, New York, USA) suplementado com 10% de soro 

SBF e 1% de antibiótico e filtrado. A amostra foi centrifugada por 10 min para obtenção 

do concentrado celular, que foi ressuspendido para o início do cultivo. As células 

obtidas (1x105 células/mL) foram distribuídas em cada frasco de cultivo com área de 75 

cm² contendo 10 mL de meio DMEM suplementado com 20% SBF, 1% de antibiótico, 

sendo incubadas a 37ºC com 5% de tensão de CO2. 

Na terceira passagem, as células foram caracterizadas por citometria de fluxo, de 

acordo com Tesch et al. (2018) pela marcação com os anticorpos: anti-CD14, anti-

CD19, anti-CD29, anti-CD34, anti-CD44, anti-CD45, anti-CD49C, anti-CD73, anti-

CD90, anti-CD105, anti-CD151 e anti-HLA-DR, conjugados com os fluorocromos: 

FITC, PE, PE-Cy5 e APC. As amostras foram adquiridas no citômetro de fluxo (BD 

FACSCalibur, San Jose, CA, USA) e analisadas no software FlowJo v8.0.2 (Tree Star, 

Ashland, OR, USA).  
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5.7 LINHAGEM CELULAR HeLa 

Células da linhagem de adenocarcinoma cervical HeLa, criopreservadas, foram 

descongeladas e semeadas em frascos de cultivo com área de 25 cm², contendo 5 mL de 

meio RPMI (Gibco®, New York, USA) suplementado com 10% de soro SBF e 1% de 

antibiótico, sendo cultivadas em suspensão por aproximadamente quatro semanas. Para 

obtenção do concentrado celular, as células foram centrifugadas por 10 min sendo 

utilizados no co-cultivo com condrócitos e nas análises citogenéticas.  

 

5.8 TESTES DE BIOCOMPATIBILIDADE  

Os testes de citotoxicidade e genotoxicidade foram realizados para as condições de 

estudo, baseados na literatura e normativas internacionais (ISO 10993), que determinam 

estratégias para investigação do potencial das células produzirem efeitos biológicos 

potencialmente irreversíveis. Para isso, foram semeadas em placas de 6 poços 

condrócitos (1x105 células/mL) em 2 mL de meio DMEM suplementado com 20% de 

SBF e 1% de antibiótico. As placas foram incubadas a 37ºC com 5% de tensão de CO2 

por 4 h.   

Após o período de adesão dos condrócitos, o Cell Culture Insert (Falcon®) - 

recipiente contendo uma membrana com poros de 3 µm - foi posicionado em cada poço, 

permitindo a construção do ambiente necessário para o co-cultivo. Na porção superior 

do inserto, foram adicionados: CTM (2x105 células/mL) ressuspendidas 1 mL de meio 

IMDM suplementado com 20% de SBF e 1% de antibiótico;  PTA ressuspendido em 1 

mL de meio IMDM suplementado com 20% de SBF e 1% de antibiótico; Chondro-

Gide® (celularizada) imersa em 1 mL de meio IMDM suplementado com 20% de SBF e 

1% de antibiótico; células HeLa (2x105 células/mL) ressuspendida em 1 mL de meio 

RPMI suplementado com 20% de SBF e 1% de antibiótico; H2O2 na concentração de 80 
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µM diluídos em 1 mL de meio DMEM suplementado com 20% de SBF e 1% de 

antibiótico (Fig. 12). Após a montagem do co-cultivo conforme as condições do estudo, 

as placas foram incubadas a 37ºC com 5% de tensão de CO2 por 48 h.  

 

Figura 12: Ilustração representativa das condições de co-cultivo. Condrócito foram semeados em placas 

de 6 poços e mantidos em incubação por 4 horas, seguido pela adição do cell culture insert em cada poço, 

nos quais foram adicionados: CTM, HeLa, H2O2, PTA, Chondro-Gide® e condrócitos, de acordo com as 

condições do estudo. 

CTM: Células-tronco mesenquimais; PTA: Produto de Terapia Celular Avançada; HeLa: Linhagem 

celular cancerígena; H2O2: Peróxido de hidrogênio. 

Fonte: O autor (2021). Criado com BioRender.com. 

 

Após o período de incubação de 48 h, os inserts foram retirados e o meio de cultivo 

dos poços removido. As células aderidas no fundo do poço foram lavadas com 2 mL de 

PBS, seguido pela adição de 1 mL da enzima tripsina/EDTA 0,25% (Gibco®, New 

York, USA) por 5 min. Em seguida, foi adicionado em cada poço 500 µL de SBF e 3,5 

mL de meio DMEM com 1% de antibiótico. O meio contendo condrócitos de cada poço 

foi removido e centrifugado por 10 min para obtenção do concentrado celular, que foi 

ressuspendido em meio de cultivo DMEM. 
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5.8.1 TESTES DE CITOTOXICIDADE 

5.8.1.1 Ensaio Vermelho Neutro 

Para o teste de vermelho neutro, condrócitos (1x105) de cada condição de co-

cultivo foram ressuspendidos em 100 µL de DMEM (1:1). Foi realizada a diluição 

seriada das amostras em placa de 96 poços (50 µL, 25 µL, 12,5 µL e 6,25 µL), sendo 

que cada concentração representa a proporção do produto utilizado. Em seguida, cada 

poço foi completado com DMEM suplementado com 20% de SBF até atingirem 100 

µL, sendo incubados a 37ºC com 5% de tensão de CO2 por 4 h.  

Após o período de incubação se iniciou o teste de vermelho neutro com o kit 

comercial (Sigma-Aldrich®, Missouri, USA), conforme instruções do fabricante. Em 

cada poço foi adicionado 10 µL de solução vermelho neutro (0,33%). Após 3h de 

incubação o meio de cultivo foi removido, seguido por uma lavagem com solução 

fixadora (100 µL) e três lavagens com PBS (200 µL). Em seguida, foi adicionado 100 

µL de solução solubilizadora em cada poço, e após 10 min em incubadora a 37°C 

ocorreu a leitura dos valores de absorbância em leitor de microplacas (VersaMax™, 

Bioscreen, Finland) com o filtro de 540 nm.  

 

5.8.1.2 Ensaio MTT 

Para o teste de MTT, condrócitos (1x105) de cada condição de co-cultivo foram 

ressuspendidos em 100 µL de DMEM (1:1). Foi realizada a diluição seriada das 

amostras em placa de 96 poços (50 µL, 25 µL, 12,5 µL e 6,25 µL) sendo que cada 

concentração representa a proporção do produto utilizado (CTM, PTA, MC ou H2O2). 

Em seguida, cada poço foi completado com DMEM não suplementado até atingirem 

100 µL, sendo incubados a 37ºC com 5% de tensão de CO2 por 4 h.  

Após a diluição seriada e o período de incubação se iniciou o teste de MTT com o 
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kit comercial (Invitrogen®), conforme instruções do fabricante. Em cada poço foi 

adicionado 10 µL de solução MTT (0,5 mg/mL). Após 4 h de incubação o meio de 

cultivo foi removido, mantendo 25 µL em cada poço, onde foi adicionado 50 µL de 

solução DMSO por poço. Após 10 min em incubadora a 37°C ocorreu a leitura dos 

valores de absorbância em leitor de microplacas com o filtro de 540 nm.  

 

5.8.1.3 Ensaio de Viabilidade e Apoptose  

A viabilidade celular foi determinada pela análise da anexina V e do 7-AAD por 

citometria de fluxo. Para isso, condrócitos (2x105) em cada condição do estudo, foram 

lavados com 500µL de PBS, homogeneizados, centrifugados por 5 min e incubados na 

ausência de luz com anexina V e 7-AAD em temperatura ambiente por 30 min. Após 

este período, o material foi lavado com 500µL de PBS, homogeneizado, centrifugado 

por 5 min e fixado em paraformaldeído 1%, para serem adquiridas no citômetro de 

fluxo (BD FACSCalibur, San Jose, CA, USA) e analisadas no software FlowJo v8.0.2 

(Tree Star, Ashland, OR, USA). 

 

5.8.2 TESTES DE GENOTOXICIDADE 

5.8.2.1 Ensaio Cometa 

Para a realização do ensaio do cometa, adaptou-se a metodologia desenvolvida por 

Villela et al. (2006) e Da Silva et al. (2007), sendo que duas lâminas histológicas foram 

preparadas com solução de agarose (1%) para cada condição de estudo. Após essa 

etapa, condrócitos (3x105) foram ressuspendidos em 30µL de meio DMEM, sendo 

adicionado 10 µL dessa solução diluída em 7,5 µL de agarose low melting (0,5% - Bio-

Rad, Madrid, Spain) em cada lâmina. Em seguida, as lâminas foram imersas em solução 

de lise (pH 10) e mantidas em geladeira (2 a 8°C) por 16 h. 



53 
 

Após esse período, as lâminas foram removidas da solução de lise e acondicionadas 

na cuba de eletroforese, sendo imersas em solução tampão (NaOH 0,3 mol + EDTA 

1mM) por 30 min, para então ser iniciada a condução da corrente elétrica (25 V, 300 

mA, 20 min). Após, as lâminas foram neutralizadas com tampão TRIS (0,4M, pH 7,5), 

lavadas com água destilada (2X) e então permaneceram overnight em temperatura 

ambiente. 

Após este período, ocorreu a fixação das lâminas com etanol absoluto e a coloração 

com 50 µL de brometo de etídio (20 mg/mL, - Sigma-Aldrich®, Missouri, USA) por 5 

min. A análise se deu em microscopia de fluorescência com filtro de excitação 515-560 

nm para vermelho. Foram contados em réplicas técnicas 100 cometas/lâmina, realizado 

a média aritmética e classificados, de acordo com a percentagem de DNA na cauda do 

cometa, seguindo os parâmetros estabelecidos por Villela et al. (2006) e Araldi et al. 

(2015), indicando o grau de quebra do DNA de acordo com o score: 0 (ausência de 

cauda, apenas nucleóide), 1 (cauda ≤ ao tamanho do nucleóide), 2 (cauda > que o 

tamanho do nucleóide ou ≥ a 2x o tamanho do nucleóide), 3 (cauda ≥ a 2x o tamanho do 

nucleóide) e 4 (ausência de nucleóide, apenas cauda). O Índice de Danos (ID) foi 

determinado através da quantidade de cometas analisados multiplicado pelo score 

permitindo identificar um ID variando entre 0% (todas as células sem eventos 

genotóxicos) e 100% (todas as células com eventos genotóxicos). 

 

5.8.2.2 Teste de Micronúcleo 

Para a realização do teste do micronúcleo, após o co-cultivo os condrócitos 

(1,2x105) foram semeados em frascos com área de 25 cm2 contendo 3 mL de meio 

DMEM suplementado com 20% de SBF, sendo incubadas a 37ºC com 5% de tensão de 

CO2 por 24 h. Em seguida, foi adicionado 3 µL de citocalasina B (5 µg/mL - Sigma-
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Aldrich®, Missouri, USA) em cada frasco, sendo incubados nas mesmas condições por 

24 h. Após esse período, o meio dos frascos foi removido e reservado para, após a 

dissociação enzimática com tripsina/EDTA 0,25% (1 mL / 5 min) e centrifugação (8 

min / 400 g), ser utilizado para ressuspender o concentrado celular. Em seguida, o 

concentrado celular foi centrifugado (8 min / 400 g) após a adição de solução de cloreto 

de potássio (500 µL) e fixador metanol/ácido acético (500 µL). Após outra bateria de 

centrifugação, as células foram ressuspendidas em fixador (150 µL), solução utilizada 

para confecção das lâminas. 

Em seguida, foi realizada a contagem de 1000 células por amostra sendo analisadas 

as células mononucleadas, binucleadas, trinucleadas e polinucleadas, assim como as 

alterações encontradas: micronúcleos, pontes nucleoplasmáticas e brotos celulares. Com 

base nisso, será obtido o Índice de Divisão Nuclear (IDN), calculado da seguinte forma: 

total de células mononucleadas + (total de células binucleadas X2) + (total de células 

trinucleadas X3) dividido pelo total de células). 

 

5.8.2.3 Análise Cromossômica por Bandeamento GTG 

Para a realização do bandeamento GTG, após o co-cultivo, os condrócitos (5x104) 

foram semeados em frascos com área de 25 cm2 contendo 4 mL de meio DMEM 

suplementado com 20% de SBF, sendo incubadas a 37ºC com 5% de tensão de CO2 até 

atingirem entre 70-80% de confluência (aproximadamente uma semana). Para células da 

linhagem HeLa a mesma metodologia foi utilizada, substituindo o meio de cultivo para 

RPMI. 

Após o fim do cultivo, a colheita das células foi realizada seguindo o protocolo 

estabelecido por Borgonovo et al. (2014) e Vaz et al. (2018), adaptando-o para 

condrócitos e HeLa. Resumidamente, após atingirem a confluência desejada, foi 
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adicionado nos frascos com área de 25 cm2 o interruptor mitótico Colcemid Solution (10 

µg/mL - Gibco, New York, USA), sendo que após 24h de incubação, o sobrenadante foi 

transferido e reservado em um tubo cônico. As células foram removidas dos frascos 

utilizando a enzima tripsina/EDTA 0,25% (1 mL / 5 min), e adicionadas no tubo 

contendo o meio, que foi centrifugado. 

Após esse período de incubação, o meio dos frascos é removido e reservado, para 

após a dissociação enzimática (1 mL / 5 min) e centrifugação (8 min / 400 g), ser 

utilizado para ressuspender o concentrado celular. Em seguida, o concentrado celular é 

centrifugado (8 min / 400 g) após adição de solução de cloreto de potássio (500 µL). 

Após outra bateria de centrifugação, as células foram ressuspendidas em fixador 

metanol/ácido acético (150 µL), solução utilizada para confecção das lâminas. 

A confecção das lâminas utilizadas ocorreu em ambiente úmido, onde gotas da 

amostra foram pingadas sobre as lâminas, que foram mantidas em estufa aquecida a 

60°C. Em seguida, as lâminas passaram por uma bateria de reagentes para o 

bandeamento: tripsina/EDTA 0,25% (1:250, 0,005 g/ml) (Gibco, New York, USA), 5 

segundos; NaCl (0,9%) suplementado com SBF (10%); água destilada (lavagem); e 

solução de Giemsa (coloração) (Laborclin, Curitiba, Brasil). 

Após a confecção e coloração, as lâminas foram analisadas com base em 20 

metáfases, observando a presença de alterações clonais e não clonais nas células, além 

de sinais de instabilidade cromossômica, de acordo com o International System for 

Human Cytogenomic Nomenclature (ISCN - 2016) (McGOWAN-JORDAN et al., 

2016). As lâminas foram observadas no microscópio Leica (DM2000) e os cariogramas 

foram analisados no programa LUCIA (Laboratory Universal Computer Image Analysis 

do LIM - Laboratory Imaging s.r.o) para obtenção de cariótipos. 
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6. RESULTADOS 

6.1 CARACTERIZAÇÃO DAS CÉLULAS 

6.1.1 CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

Foram isoladas, cultivadas e caracterizadas as CTM obtidas de três pacientes, 

identificadas como: CTM 01, CTM 02 e CTM 03. As médias obtidas das análises dos 

marcadores celulares para as CTM foram: CD105 (99%), CD73 (98,5%), CD90 

(99,2%), CD29 (98%), CD14 (0,6%), CD34 (0,4%), CD45 (0,9%), CD19 (1,2%) e 

HLA-DR (1,1%). A expressão média do marcador de apoptose anexina V e do corante 

vital 7-AAD foram, respectivamente: 0,4%, 2,6% e 2%; e 3%, 6,7% e 5%. A viabilidade 

celular das três amostras foram, respectivamente: 96,9%, 93,3% e 94,9% (Gráfico 1).  

  

Gráfico 1: Expressão média dos marcadores das células-tronco mesenquimais (CTM) e viabilidade 

celular das amostras do estudo. Os marcadores positivos (CD105, CD73, CD90 e CD29) e negativos 

(CD14, CD34, CD45, CD19 e HLA-DR) foram analisados por citometria de fluxo, conforme estabelecido 

pela International Society for Cellular Therapy. A expressão da anexina V e do corante vital 7-AAD 

foram utilizados para determinar a viabilidade celular e a apoptose.   

CTM: Células-tronco mesenquimais; CD: Grupo de diferenciação celular; HLA-DR: Antígeno de 

Histocompatibilidade Leucocitária – DR; 7-AAD: 7-Aminoactinomycin D. 

Fonte: O autor (2021). 
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A análise cromossômica por bandeamento GTG gerou o cariograma 

representativo das amostras de CTM utilizadas (Fig. 13), observando-se: vinte 

metáfases foram analisadas e não apresentaram alterações cromossômicas clonais. 

Sendo assim, foi determinado o cariótipo obtido para as três amostras analisadas:  

 

CARIÓTIPO: 46,XY[20] 

 

 

Figura 13: Cariograma representativo das células-tronco mesenquimais utilizadas no co-cultivo. Os 

cromossomos foram visualizados por microscopia e analisados com o auxílio de programas de 

cariotipagem, onde o cariograma foi montado, não sendo observado variações no número e estruturas dos 

cromossomos.  

Fonte: O autor (2021). 
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6.1.2 CONDRÓCITOS 

Foram isolados, cultivados e caracterizados os condrócitos obtidos de um paciente. 

A análise dos marcadores celulares para linhagem condrogênica (Gráfico 2) demonstrou 

os seguintes percentuais: CD105 (99%), CD73 (100%), CD90 (99,8%), CD29 (99,9%), 

CD44 (99,9), CD49C (99,9%), CD151 (100%), CD14 (0,06%), CD34 (1,6%), CD45 

(0,7%), CD19 (0,1%) e HLA-DR (1,3%). A expressão dos marcadores de apoptose 

anexina V e do corante vital 7-AAD foi respectivamente: 1,08% e 5,29%. A viabilidade 

celular obtida foi 94,71%. 

 

Gráfico 2: Expressão dos marcadores para células derivadas da cartilagem e viabilidade celular. Os 

marcadores positivos (CD105, CD73, CD90, CD29, CD44, CD49C e CD151) e negativos (CD14, CD34, 

CD45, CD19 e HLA-DR) foram analisados por citometria de fluxo. A expressão dos marcadores anexina 

V e do corante vital 7-AAD foram utilizados para determinar a viabilidade celular e apoptose. 

CD: Grupo de diferenciação celular; HLA-DR: Antígeno de Histocompatibilidade Leucocitária – DR; 7-

AAD: 7-Aminoactinomycin D. 

Fonte: O autor (2021). 

 

A análise cromossômica por bandeamento GTG permitiu a construção do 

cariograma representativo da amostra (Fig. 14), observando-se: vinte metáfases foram 
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analisadas e não apresentaram alterações cromossômicas clonais. Sendo assim, foi 

determinado o cariótipo dos condrócitos analisados:  

 

CARIÓTIPO: 46,XX[20] 

 

Figura 14: Cariograma representativo dos condrócitos antes de serem co-cultivados. Os cromossomos 

foram visualizados por microscopia e analisados com o auxílio de programas de cariotipagem, onde o 

cariograma foi montado, não sendo observado variações no número e estruturas dos cromossomos.  

Fonte: O autor (2021). 

 

6.1.3 LINHAGEM HeLa 

Foram cultivadas e caracterizadas, pela análise cromossômica por bandeamento 

GTG, as células da linhagem HeLa com base no cariograma representativo da amostra 

(Fig. 15), observando-se: Dez metáfases foram completamente analisadas, todas 

hiperdiplóides, com número cromossômico variando de 54 a 79. Das inúmeras 

alterações presentes, foram identificadas como alterações clonais as seguintes: 

cromossomo derivativo 19, provavelmente resultante de uma translocação t(13;19) e 
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isocromossomo do braço longo do cromossomo 15. Além dessas, também foram 

observados vários rearranjos envolvendo o braço curto do cromossomo 1 (1p), 

resultando em vários tipos de cromossomos derivativos, outros cromossomos 

derivativos envolvendo os cromossomos 2 e 3 e a presença de vários cromossomos 

marcadores. 

Com base nas observações registradas nos cariogramas, foi determinado o cariótipo 

das células analisadas: 

 

CARIÓTIPO: 54~79,XX,der(19)t(13;19)(q10,p10),i(15)(q10),inc[cp10] 

 
 

Figura 15: Cariograma representativo da amostra HeLa. Os cromossomos foram visualizados por 

microscopia e analisados com o auxílio de programas de cariotipagem, onde o cariograma foi montado, 

sendo observado variações no número e estruturas dos cromossomos.  

Fonte: O autor (2021). 

 

O cariótipo completo confirma a presença de instabilidade genética, 

característica dessa linhagem, justificando seu uso como controle positivo nos testes de 

genotoxicidade. 
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6.2 Citotoxicidade: Ensaio Vermelho Neutro e MTT  

O percentual de citotoxicidade das amostras utilizadas foi determinado para quatro 

diferentes concentrações dos produtos utilizados, com base nos condrócitos co-

cultivados: com CTM (C/CTM), com o PTA (C/PTA), com a membrana comercial 

Chondro-Gide® (C/MC), com o H2O2 (C/H2O2) e com condrócitos (C), por meio dos 

testes de vermelho neutro e MTT.  

Foi possível estabelecer as concentrações de CTM, PTA, MC e H2O2 que inibem 20, 

50 e 80% do crescimento de condrócitos após o co-cultivo. Determinou-se a ausência de 

citotoxicidade (0%) para os condrócitos co-cultivados com condrócitos.  

 Por meio do ensaio vermelho neutro, foi determinado a citotoxicidade das 

concentrações dos produtos proporcionais a: 6,25x103; 12,5x103; 25x103; 50x103 

condrócitos (Tabela 1).  

Tabela 1: Citotoxicidade dos produtos analisados pelo ensaio vermelho neutro após o co-

cultivo com condrócitos. O percentual de concentração dos produtos utilizados seguiu a 

proporção de condrócitos co-cultivados com: células-tronco mesenquimais (C/CTM), o produto 

de terapia avançada (C/PTA), a membrana comercial Chondro-Gide (C/MC), o peróxido de 

hidrogênio (C/ H2O2) e com condrócitos (C). Essa proporção foi realizada para as triplicatas 

biológicas (A1, A2 e A3). 

 

Condições de Estudo 

Concentração do 

Produto (%) 
Amostras C/CTM C/PTA C/MC C/H2O2 C 

6,25 

A1 3,8 14,9 10,8 

49,2 0,0 A2 1,6 9,5 12,7 

A3 7,5 5,7 8,4 

12,5 

A1 2,9 2,4 5,7 

58,7 0,0 A2 6,3 9,1 21,1 

A3 2,0 2,4 2,8 

25 

A1 8,2 3,0 15,2 

60,1 0,0 A2 4,2 6,1 10,7 

A3 1,7 2,3 2,5 

50 

A1 1,7 4,4 3,6 

61,7 0,0 A2 5,5 5,5 9,8 

A3 2,8 3,5 3,9 

 

CTM: Células-tronco mesenquimais; A: Amostra; C/CTM: Condrócitos co-cultivados com células-tronco 

mesenquimais; C/PTA: Condrócitos co-cultivados com o produto de terapia avançada; C/MC: 

Condrócitos co-cultivados com a membrana comercial Chondro-Gide® celularizada com CTM; C/H2O2: 

Condrócitos co-cultivados com o peróxido de hidrogênio; e C: condrócitos.  

Fonte: O autor (2021). 
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As concentrações dos produtos formados por CTM testadas isoladamente e 

utilizadas para a recelularização do PTA, não afetou 20% o crescimento de 20% dos 

condrócitos (IC20) em todas as concentrações testadas (Gráfico 3). Já a MC não 

apresentou inibição do crescimento de condrócitos de 20% para todas as concentrações 

das amostras A1 e A3, contudo, na amostra A2, foi identificado para a concentração de 

12,5% do produto, um valor de IC > 20 (21,1%). A concentração de H2O2 co-cultivada 

com condrócitos demonstrou uma citotoxicidade entre os valores de IC50 e IC80, sendo o 

valor mais próximo de inibição de 50% do crescimento de condrócitos identificada para 

a concentração de 12,5% do produto (49,7%). 
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Gráfico 3: Percentual de citotoxicidade para as condições de estudo por meio do ensaio vermelho neutro. 

A citotoxicidade (%) foi determinada para quatro concentrações do produto (6,25%; 12,5%; 25%; 50%) 

em co-cultivo com condrócitos, nas condições de estudo C/CTM, C/PTA, C/MC, C/H2O2 e C. Foram 

analisados os valores de citotoxicidade responsáveis por inibir 20% (IC20), 50% (IC50) e 80% (IC80) do 

crescimento dos condrócitos. 

C/CTM: Condrócitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrócitos co-cultivados 

com o produto de terapia avançada; C/MC: Condrócitos co-cultivados com a membrana comercial 

Chondro-Gide® celularizada com CTM; C/H2O2: Condrócitos co-cultivados com o peróxido de 

hidrogênio; e C: condrócitos.  

Fonte: O autor (2021). 
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Por meio do ensaio MTT, foi determinado a citotoxicidade das concentrações dos 

produtos (6,25%, 12,5%, 25%, 50%) co-cultivados com condrócitos (Tabela 2).  

 

Tabela 2: Citotoxicidade dos produtos analisados pelo ensaio MTT após o co-cultivo com 

condrócitos. O percentual de concentração dos produtos utilizados seguiu a proporção de 

condrócitos co-cultivados com: células-tronco mesenquimais (C/CTM), o produto de terapia 

avançada (C/PTA), a membrana comercial Chondro-Gide (C/MC), o peróxido de hidrogênio (C/ 

H2O2) e com condrócitos (C). Essa proporção foi realizada para as triplicatas biológicas (A1, A2 

e A3). 

 

Condições de Estudo 

Concentração do 

Produto (%) 
Amostras C/CTM C/PTA C/MC C/H2O2 C 

0,6 

A1 10,6 20,2 22,2 

63,4 0,0 A2 11,7 18,7 24,3 

A3 10,8 18,8 22,3 

0,12 

A1 8,6 17,4 22,9 

50,5 0,0 A2 9,1 17,3 22,6 

A3 9,3 17,3 22,4 

0,25 

A1 6,2 17,8 23,3 

48,1 0,0 A2 5,4 17,5 23,1 

A3 5,5 17,4 22,5 

0,5 

A1 3,2 15,0 20,2 

43,1 0,0 A2 3,2 14,9 18,5 

A3 3,2 15,2 20,3 

 
MTT: 3 - [4,5 - dimetil-2-tiazolil] - 2,5 - difenil - 2H - tetrazólio; CTM: Células-tronco mesenquimais; A: 

Amostra; C/CTM: Condrócitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrócitos co-

cultivados com o produto de terapia avançada; C/MC: Condrócitos co-cultivados com a membrana 

comercial Chondro-Gide® celularizada com CTM; C/H2O2: Condrócitos co-cultivados com o peróxido de 

hidrogênio; e C: condrócitos. 

Fonte: O autor (2021). 

 

As concentrações dos produtos formados por CTM testadas isoladamente e 

utilizadas para a recelularização do PTA, não inibiu 20% do crescimento de condrócitos 

(IC20) em todas as concentrações testadas (Gráfico 4). Já a MC não apresentou inibição 

do crescimento de condrócitos de 20% para todas as concentrações das amostras A1 e 

A3, contudo, na amostra A2, foi identificado para a concentração de 12,5% do produto, 

um valor de IC > 20 (21,1%). A concentração de H2O2 co-cultivada com condrócitos 

demonstrou uma citotoxicidade entre os valores de IC50 e IC80, sendo o valor mais 
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próximo de inibição de 50% do crescimento de condrócitos identificada para a 

concentração de 12,5% do produto (49,7%). 

As concentrações dos produtos formados por CTM testadas isoladamente não inibiu 

20% do crescimento de condrócitos (IC20) em todas as concentrações celulares testadas. 

Já o PTA não apresentou inibição do crescimento de condrócitos de 20% para todas as 

concentrações das amostras A2 e A3, contudo, na amostra A1, foi identificado para a 

concentração de 6,25% do produto, um valor de IC > 20 (20,2%). 

Para a condição C/MC observou-se um IC > 20 para todas as concentrações das 

amostras A1 e A3, contudo, na amostra A2, foi identificado para a concentração de 50% 

do produto, um valor de IC > 20 (18,5%). A concentração de H2O2 co-cultivada com 

condrócitos demonstrou uma citotoxicidade entre os valores de IC20 e IC80, sendo o 

valor mais próximo de inibição de 50% do crescimento de condrócitos identificada para 

a concentração de 12,5% do produto (60,5%). 
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Gráfico 4: Percentual de citotoxicidade para as condições de estudo por meio do ensaio MTT. A 

citotoxicidade (%) foi determinada para quatro concentrações do produto (6,25%; 12,5%; 25%; 50%) em 

co-cultivo com condrócitos, nas condições de estudo C/CTM, C/PTA, C/MC, C/H2O2 e C. Foram 

analisados os valores de citotoxicidade responsáveis por inibir 20% (IC20), 50% (IC50) e 80% (IC80) do 

crescimento dos condrócitos. 

C/CTM: Condrócitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrócitos co-cultivados 

com o produto de terapia avançada; C/MC: Condrócitos co-cultivados com a membrana comercial 

Chondro-Gide® celularizada com CTM; C/H2O2: Condrócitos co-cultivados com o peróxido de 

hidrogênio; e C: condrócitos.  

Fonte: O autor (2021). 
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A média da citotoxicidade de todas as concentrações testadas para as amostras A1, 

A2 e A3, seguiu a tendência observada nos gráficos 3 e 4. Para o teste de vermelho 

neutro nenhuma condição e concentração apresentou média superior ao IC20. Em 

contrapartida, no teste MTT a condição C/MC apresentou média superior ao IC20 em 

três diferentes concentrações, contudo, as diferentes concentrações de C/CTM e C/PTA 

se mantiveram < IC20. A média das condições de H2O2 foi maior que o IC50 em todas as 

concentrações (Gráfico 5). 

 

 

Gráfico 5: Percentual médio da citotoxicidade para as condições de estudo por meio dos ensaios 

vermelho neutro e MTT. A citotoxicidade (%) foi determinada para quatro concentrações do produto 

(6,25%; 12,5%; 25%; 50%) nas condições de estudo C/CTM, C/PTA e C/MC nos grupos vermelho 

neutro e MTT. Os controles C/H2O2 e C foi utilizado para os dois testes. Foram analisados os valores de 

citotoxicidade responsáveis por inibir 20% (IC20), 50% (IC50) e 80% (IC80) do crescimento dos 

condrócitos. 

MTT: 3 - [4,5 - dimetil-2-tiazolil] - 2,5 - difenil - 2H - tetrazólio; IC: Concentração inibitória; C/CTM: 

Condrócitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrócitos co-cultivados com o 

produto de terapia avançada; C/MC: Condrócitos co-cultivados com a membrana comercial Chondro-

Gide® celularizada com CTM; C/H2O2: Condrócitos co-cultivados com o peróxido de hidrogênio; e C: 

condrócitos.  

Fonte: O autor (2021). 
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6.3 Citotoxicidade: Viabilidade e Apoptose 

Foi realizada a análise da expressão de anexina V e 7-AAD, respectivamente, para 

as condições C/CTM e C/PTA para as amostras: 01 (0,16%; 0,47%) e (0,06%; 0,55%); 

02 (0,65%; 2,29%) e (0,86%; 2%); e 03 (1,1%; 2,2%) e (1,13%; 2,01%). Para os 

controles, a expressão de anexina V e 7-AAD foram, respectivamente: C/MC (0,2%; 

2,93%); C (0,8%; 1%) e C/H2O2 (1,7%; 30,7%) (Anexo C e D). 

A viabilidade celular foi determinada para as condições C/CTM e C/PTA para as 

amostras: 01 (99,53%) e (99,45%); 02 (97,71%) e (98%); e 03 (97,8%) e (97,99%).  

Para os controles a viabilidade celular foi: C/MC (97,07%); C (99%) e C/H2O2 (69,3%) 

(Gráfico 6). 

 

Gráfico 6: Percentual de viabilidade celular para as condições de estudo. A viabilidade celular (%) foi 

determinada para as quatro concentrações do produto (6,25%, 12,5%, 25% e 50%) nas condições de 

estudo C/CTM, C/PTA, C/MC, C/H2O2 e C. 

C/CTM: Condrócitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrócitos co-cultivados 

com o produto de terapia avançada; C/MC: Condrócitos co-cultivados com a membrana comercial 

Chondro-Gide® celularizada com CTM; C/H2O2: Condrócitos co-cultivados com o peróxido de 

hidrogênio; e C: condrócitos.  

Fonte: O autor (2021). 
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6.4 Genotoxicidade: Ensaio Cometa 

O ensaio do cometa foi realizado com todas as amostras propostas para as 

condições de estudo. A análise média dos scores dos cometas (nucleóide e cauda) das 

amostras classificou 100% das células das condições C/CTM, C/PTA, C/MC e C como 

score 0 (ausência de cauda, apenas nucleóide) (Tabela 3). Em contrapartida, a análise 

dos cometas para as células HeLa identificou 91% das células score 0 e o restante entre 

os scores 1, 2 e 3. Através dos scores obtidos por meio da presença e tamanho de cauda 

(Fig. 16) foi determinado o Índice de Dano (ID) genotóxico para as condições de 

estudo: C/CTM (ID = 0%), C/PTA (ID = 0%), C/MC (ID = 0%), C (ID = 0%) e HeLa 

(ID = 1,7%). 

Tabela 3: Índice de dano e scores obtidos através do ensaio cometa. A análise da média dos 

scores dos cometas após o ensaio do cometa para as condições de estudo: C/CTM - Condrócitos 

co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA - Condrócitos co-cultivados com o 

produto de terapia avançada; C/MC - Condrócitos co-cultivados com a membrana Chondro-

Gide® celularizada com CTM; células da linhagem HeLa; e C - condrócitos. Calculou-se o 

Índice de Dano (ID) com base nos scores. 

 

Condições de Estudo 
Scores (%) 

Índice de Dano (ID)  

0 1 2 3 4 

C/CTM 100% 0% 0% 0% 0% 0% 

C/PTA 100% 0% 0% 0% 0% 0% 

C/MC 100% 0% 0% 0% 0% 0% 

C 100% 0% 0% 0% 0% 0% 

HeLa 91% 3% 4% 2% 0% 1,7% 

 

ID: Índice de dano; C/CTM: Condrócitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: 

Condrócitos co-cultivados com o produto de terapia avançada; C/MC: Condrócitos co-cultivados com a 

membrana comercial Chondro-Gide® celularizada com CTM; HeLa: Células da linhagem de 

adenocarcinoma cervical; e C: Condrócitos.  

Fonte: O autor (2021). 
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Figura 16: Condrócitos após o ensaio do cometa. Os cometas formados após o ensaio de genotoxicidade 

para as condições de estudo:  C/CTM (A), C/PTA (B), C/MC (C), C (D) e células HeLa score 1 (E) e 

score 2 (F). As setas verdes apontam para o nucleóide dos condrócitos, enquanto os triângulos lilás 

demonstram a área de formação de uma cauda do cometa.   

C/CTM: Condrócitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrócitos co-cultivados 

com o produto de terapia avançada; C/MC: Condrócitos co-cultivados com a membrana Chondro-Gide® 
celularizada com CTM; HeLa: Células da linhagem de adenocarcinoma cervical; e C: condrócitos.  

Fonte: O autor (2021). 
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6.5 Genotoxicidade: Teste de Micronúcleo 

O teste de micronúcleo (Fig. 17) foi realizado com todas as amostras propostas para 

as condições de estudo. Por meio da análise das 1.000 células/lâmina, obteve-se o índice 

de divisão nuclear médio para as condições de estudo: C/CTM (IDN = 1,47); C/PTA 

(IDN = 1,37); C/MC (IDN = 1,26); células HeLa (IDN = 1,5); e C (IDN = 1,46).  

 

Figura 17: Análise das células após o teste de micronúcleo. Observa-se com destaque dois núcleos 

característicos de células binucleadas (A – setas vermelhas), e a formação de micronúcleo (B – seta azul), 

ponte citoplasmática (C – seta verde) e broto nuclear (D – seta amarela). 

Fonte: O autor (2021). 
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As células binucleadas foram analisadas para as condições de estudo, permitindo 

identificar percentual de células normais, com micronúcleo, com ponte e com broto 

(Tabela 4). Dessa maneira, observou-se o percentual médio das células com alterações 

(micronúcleo, ponte ou broto) das condições: C/CTM (0,9%); C/PTA (0,4%); C/MC 

(0,4%); células HeLa (24,9%); e C (1,5%).  

 

Tabela 4: Média da análise das células binucleadas após o teste de micronúcleo. A análise das 

células binucleadas (n) após o teste de micronúcleo para as condições de estudo: C/CTM - 

Condrócitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA - Condrócitos co-

cultivados com o produto de terapia avançada; C/MC - Condrócitos co-cultivados com a 

membrana Chondro-Gide® celularizada com CTM; C - condrócitos; e células da linhagem 

HeLa. Observou-se o número de células normais, com micronúcleo, com ponte e com broto. 

 

Células 

Binucleadas 

C/CTM                   

(n = 441) 

C/PTA                

(n = 312) 

C/MC                 

(n = 264) 

 Células 

HeLa (n = 

394)  

C 

 (n = 273) 

Normais 99,1% 99,6% 99,6% 75,1% 98,5% 

Com 

micronúcleo 
0,1% 0,2% 0,4% 17% 0% 

Com ponte 

citoplasmática 
0,8% 0,2% 0% 6,6% 1,5% 

Com broto 

nuclear 
0% 0% 0% 1,3% 0% 

 

CTM: Células-tronco mesenquimais; n: valor amostral; C/CTM: Condrócitos co-cultivados com células-

tronco mesenquimais; C/PTA: Condrócitos co-cultivados com o produto de terapia avançada; C/MC: 

Condrócitos co-cultivados com a membrana comercial Chondro-Gide® celularizada com CTM; HeLa:  

Células da linhagem de adenocarcinoma cervical; e C: condrócitos.  

Fonte: O autor (2021). 
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6.6 Genotoxicidade: Análise Cromossômica por Bandeamento GTG 

Através da análise cromossômica por bandeamento GTG, foram analisadas vinte 

metáfases para cada uma das condições de estudo propostas: C/CTM, C/PTA, C/MC. 

Os cariótipos não apresentaram aberrações cromossômicas numéricas ou clonais 

(Tabela 5), com base no cariograma das amostras (Fig. 18). 

 
Tabela 5: Cariótipo das condições de estudo através da análise cromossômica por bandeamento 

GTG. A análise de 20 metáfases não identificou a presença de aberrações cromossômicas nas 

amostras: C/CTM - Condrócitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA - 

Condrócitos co-cultivados com o produto de terapia avançada; C/MC - Condrócitos co-

cultivados com a membrana Chondro-Gide® celularizada com CTM. 

 

 

 

 

 

 

 

CTM: Células-tronco mesenquimais; GTG: G-bands by Trypsin using Giemsa; C/CTM: Condrócitos co-

cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrócitos co-cultivados com o produto de 

terapia avançada; C/MC: Condrócitos co-cultivados com a membrana comercial Chondro-Gide® 
celularizada com CTM. 

Fonte: O autor (2021). 

 

 

 

 

 

Cariótipo Resultado 

C/CTM 46,XX[20] 

C/PTA 46,XX[20] 

C/MC 46,XX[20] 
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Figura 18: Cariograma representativo dos condrócitos co-cultivados com as condições de estudo. Os 

cromossomos foram visualizados por microscopia e analisados com o auxílio de programas de 

cariotipagem. Não foram identificadas nos cariogramas, variações no número e estruturas dos 

cromossomos de condrócitos co-cultivados com: CTM (A), o PTA (B) e a membrana comercial Chondro-

Gide® celularizada (C). 

CTM: Células-tronco mesenquimais; PTA: Produto de terapia avançada. 

Fonte: O autor (2021). 
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7. DISCUSSÃO 

As células-tronco mesenquimais isoladas do TCU e cultivadas in vitro para os 

testes de biocompatibilidade expressaram positividade ≥95% para os marcadores de 

superfície CD105, CD73 e CD90 e ≤2% dos marcadores de superfície CD14, CD34, 

CD45, CD19 e HLA-DR uma das características necessárias para confirmar a linhagem 

mesenquimal, de acordo com os critérios mínimos estabelecidos por Dominici et al. 

(2006). Adicionalmente, nossos dados corroboram com outros autores que utilizaram 

CTM derivadas do TCU, como Nagamura-Inoue & He (2014), Secunda et al. (2015) e 

Van Pham et al. (2016), que também utilizaram o marcador de adesão celular CD29 e 

obtiveram a expressão >95%, complementando a caracterização dos marcadores 

celulares estabelecidos por Dominici et al. (2006). 

 A importância da viabilidade e integridade das células utilizadas na terapia celular 

é abordada constantemente na literatura, principalmente quando o objetivo é a utilização 

em ensaios clínicos, sendo descrito por Riordan et al. (2018) como parte do perfil de 

segurança, sendo importante uma viabilidade ≥75% para a infusão. Com base nesse 

perfil de segurança, as CTM das três amostras utilizadas no desenvolvimento do PTA 

testado em nosso estudo apresentaram uma ótima viabilidade celular para estudos 

clínicos. Entretanto, entende-se por meio da RDC N°338 que é importante avaliar esse 

parâmetro não apenas no momento inicial da construção do PTA, como feito nesse 

estudo, mas também previamente à sua utilização clínica, para assegurar a eficiência 

dessas células no processo reparativo desejado. 

As células isoladas do tecido cartilaginoso e cultivadas para os testes de 

biocompatibilidade apresentaram a expressão positiva dos marcadores de superfície 

CD105, CD73, CD29, CD29, CD44, CD49C e CD151 ≥70% e expressão reduzida   

para os marcadores CD14, CD34, CD45, CD19 e HLA-DR ≤2% de acordo com os 
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critérios estabelecidos por Tesch et al. (2018). Da mesma forma, o autor considera 

importante que após o processamento a viabilidade celular permaneça >70%. As células 

obtidas do tecido cartilaginoso e utilizadas neste estudo estão de acordo com estes 

critérios. 

Seguindo as normativas previstas pela RDC N° 338, é necessário avaliar a 

biocompatibilidade de um PTA para o registro definitivo frente as agências técnicas 

nacionais, ou seja, comprovar a ausência de toxicidade do produto utilizado mostra-se 

fundamental. A combinação dos testes de citotoxicidade vermelho neutro e MTT foi 

utilizada por Rahmani-Kukia et al. (2020) para determinar a viabilidade e citotoxicidade 

desempenhada por CTM tratadas com estrogênio e co-cultivadas com neutrófilos, 

observando resultados significativos para diferentes concentrações do produto teste. Em 

contrapartida, De Simone et al. (2020) indica o método de azul de tripan para trabalhos 

que envolvem CTM, uma vez que essas células tendem a estimular um bloqueio de vias 

que estimulam respostas de senescência celular. Apesar disso, nossos achados mostram 

que os ensaios de vermelho neutro e MTT desempenharam a função de determinar a 

citotoxicidade dos condrócitos em co-cultivo. 

Em nosso estudo as CTM, o PTA e membrana comercial Chondro-Gide® foram 

testados quando a citotoxicidade em condrócitos co-cultivados. A utilização da 

membrana comercial é respaldada por mais de uma década de estudos clínicos, que 

comprovam os benefícios de sua utilização como uma matriz colágena para a 

proliferação de condrócitos (KAISER et al., 2015). Sua biocompatibilidade e ausência 

de toxicidade foi observada por Warnke et al. (2009), por meio de diversos testes, entre 

eles o ensaio de MTT.  

Além disso, ensaios clínicos demonstram a biocompatibilidade da membrana 

comercial Chondro-Gide® para o tratamento de lesões do joelho (BENTHIEN et al., 
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2010; SADLIK et al., 2017), quadril (MANCINI & FONTANA, 2014; FICKERT et al., 

2017) e tornozelo (USUELLI et al., 2015). Por essas razões, a utilização dessa 

membrana comercial se mostrou uma opção neste estudo, observando as diferenças das 

alterações proporcionadas pelo PTA proposto com uma membrana já aprovada.   

O peróxido de hidrogênio é utilizado para ocasionar a lise de diversos tipos 

celulares, uma vez que essa solução ocasiona dano oxidativo na membrana celular, 

conforme demostrado por Mehmood et al. (2013). Diferentes níveis de H2O2 podem ser 

utilizadas para determinar alterações citotóxicas, por exemplo, Pang et al. (2020) 

demonstrou a concentração que inibe 25% (IC25 = 55 µM) e 50% (IC50 = 82,5 µM) da 

viabilidade de condrócitos in vitro. Por essas razões, utilizamos a concentração de 80 

µM/µL, buscando observar um dano citotóxico nos condrócitos utilizados. 

 Em nosso estudo, a citotoxicidade dos condrócitos co-cultivados com as CTM e 

com o PTA se manteve menor ou igual aos condrócitos co-cultivados com a membrana 

comercial, na maioria das concentrações testadas, tanto no teste de vermelho neutro 

quanto no MTT. O IC20 foi ultrapassado pela condição C/MC na maioria das 

concentrações de células utilizadas para o teste de MTT, situação não observada pelas 

condições C/CTM e C/PTA. As três condições de estudo apresentaram maiores 

percentuais de citotoxicidade que o grupo controle, entretanto, a similaridade entre os 

grupos com a membrana comercial já aprovada, ajuda a demonstrar a ausência de 

citotoxicidade das amostras, levando em consideração os achados de Warnke et al. 

(2009). 

É interessante observar também que os condrócitos co-cultivados com o H2O2 

apresentaram IC próximo dos 50% na concentração de 12,5% do produto utilizado, para 

os condrócitos no teste MTT, corroborando os achados de Pang et al. (2020), que 

utilizou a mesma concentração utilizada nesse estudo de H2O2 para determinar o valor 
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de IC50 para condrócitos. Esses dados complementam os estudos Wu et al. (2016) que 

avaliou a utilização da MAH somada as CTM como um scaffold adequadamente 

biocompatível.  

Da mesma maneira, Dorazehi et al. (2018) utilizou o ensaio de MTT e não 

encontrou evidências de toxicidade ou alterações da proliferação celular ocasionada pela 

MAH descelularizada, em uma avaliação realizada por período de 15 dias. Esses 

estudos somam aos nossos achados, mostrando a segurança no uso de scaffolds, ao 

contrário do que foi descrito por Sachlos et al. (2003), avaliando a toxicidade celular em 

matrizes colágenas. 

A média da citotoxicidade das amostras nos testes de vermelho neutro e MTT 

corroboram as análises individuais. Diante disso, entende-se, com base no método 

utilizado, e nos testes de vermelho neutro e MTT, os mediadores produzidos pela 

associação das CTM à MAH não induzem danos citotóxicos maiores que os produzidos 

pela membrana comercial, utilizada atualmente em cirurgias ortopédicas. Os achados 

indicam também que a utilização do PTA proposto pode ser vantajosa em relação a 

membrana comercial, uma vez que aparentemente existe uma redução na citotoxicidade, 

sendo importante verificar se essa associação é significativa estatisticamente.  

Observamos também que os condrócitos co-cultivados com as CTM, o PTA e a 

MC não apresentaram oscilações de viabilidade celular superiores a 5% em relação ao 

controle negativo. Dessa maneira, os produtos testados não interferiram na viabilidade 

dos condrócitos durante o período de co-cultivo utilizado, situação não observada para 

os condrócitos que foram co-cultivados com o H2O2, que apresentaram variação na 

viabilidade superior a 30%, situação já esperada levando em consideração os achados de 

Pang et al. (2020). 
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 Assim como o proposto em nosso estudo, a quantificação da viabilidade celular por 

meio do7-AAD é considerada por Kiesgen et al. (2021) como um padrão bem 

estabelecido, sendo utilizado para determinar a viabilidade em ensaios de citotoxicidade 

de diversos tipos celulares, em que se destaca linfócitos T (HERMANS et al., 2004), 

macrófagos (BRACHER et al., 2007) e CTM (RYU et al., 2014). 

A ausência de genotoxicidade do PTA complementa os achados referentes a 

citotoxicidade na comprovação da biocompatibilidade desse produto em relação aos 

condrócitos. Foi observado no ensaio do cometa que as amostras C/CTM e C/PTA 

apresentaram ID=0%, assim como a amostra C/MC e C. Em contrapartida, as células 

HeLa apresentaram ID=1,7%, demonstrando como controle positivo um percentual de 

dano superior as amostras não alteradas. Situação semelhante foi observada em outras 

linhagens celulares comparadas com amostras de células HeLa, conforme demonstrado 

por Jagetia et al. (2015), associando que os produtos testados não fragmentaram o DNA 

dos condrócitos para serem visualizadas alterações, contudo a análise isolada desses 

índices deve ser cautelosa, por conta de limitações associadas a técnica. 

As limitações do ensaio do cometa, segundo a OECD (2014), são: as diferentes 

taxas de migração do DNA, que podem ser resultantes de processos celulares naturais, e 

não necessariamente de danos genotóxico; e a capacidade em identificar pequenas 

lesões na fita de DNA resultantes de eventos genotóxicos de curta duração e facilmente 

reparáveis pela maquinaria celular, por isso a importância da comparação com outro 

produto já aprovado para esse uso, conforme realizamos nesse estudo.  

A primeira limitação do ensaio cometa pode ser solucionada com a realização de 

ensaios de citotoxicidade em paralelo aos ensaios de genotoxicidade (neste estudo 

realizamos, por exemplo, os ensaios de vermelho neutro e MTT), uma vez que segundo 

a OECD (2014), existe o aumento na migração de DNA na presença de evidências 
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claras de citotoxicidade. Por conta disso, o ensaio cometa pode ser útil em 

complementar os ensaios de citotoxicidade, uma vez que a ausência de migração do 

DNA e/ou dano genotóxico observada nos condrócitos testados pode ser alinhada com o 

baixo percentual de citotoxicidade das três amostras utilizadas. 

A segunda limitação do ensaio cometa é associada à danos de curta duração na 

estrutura do DNA, mas esses danos podem ser perpetuados para outras gerações 

celulares durante a metáfase, sendo importante a combinação desse ensaio com o teste 

de micronúcleo. 

 Segundo Araldi et al. (2015), o teste de micronúcleo é um padrão ouro para a 

verificação de danos genotóxicos ou mutagênicos, por apresentarem alta sensibilidade, 

poder estatístico e versatilidade. O teste de micronúcleo demonstrou que todas as 

células estavam em estado proliferativo, uma vez que o IDN mais próximo de 1,0 indica 

células com menor atividade proliferativa e mais próximo de 2,0 indica maior atividade 

proliferativa (FENECH, 2000).  

Diante disso, as células HeLa (IDN = 1,5) e a amostra C/CTM (IDN = 1,47) 

apresentaram potencial proliferativo semelhante, o que pode estar associado aos 

benefícios das CTM em estimular a atividade proliferativa e reparativa de condrócitos, 

como é observado nos estudos de Skowronski & Rutka (2013) e Goldberg et al. (2017). 

Já o poder proliferativo elevado das células HeLa se deve a sua característica 

cancerígena, conforme demonstrado por Macville et al. (1999) e Landry et al. (2013). A 

semelhança do IDN das amostras C/PTA e C/MC complementa o ensaio do cometa, 

demonstrando uma similaridade dos efeitos in vitro do PTA em relação a membrana 

comercial Chondro-Gide®.  

 O teste de micronúcleo mostrou baixa porcentagem de células com formação de 

micronúcleos, pontes citoplasmáticas e brotos nucleares nas amostras C/CTM, C/PTA, 
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C/MC e C (< 2%), principalmente quando comparado com a amostra HeLa (24,9%), 

que foi caracterizada como extremamente alterada. Estudos realizados por Sahu et al. 

(2014) Lepleux et al. (2019) demonstraram em condrócitos expostos a fatores indutores 

de genotoxicidade, que células alteradas apresentam entre 20% a 60% de micronúcleos, 

pontes citoplasmáticas e/ou brotos nucleares durante o teste de micronúcleo (como 

demonstrado pelas células HeLa), em contrapartida, os grupos controles tendem a 

apresentar micronúcleos em poucas células, concluindo sobre a importância de outros 

testes capazes de melhor elucidar os mecanismos por trás destas alterações. 

 A análise cromossômica por bandeamento GTG não identificou alterações nos 

cariótipos dos condrócitos analisados individualmente e co-cultivados com as condições 

de estudo. Segundo Sato et al. (2019) o bandeamento GTG é um indicador de 

instabilidade de células por meio da visualização de diversas alterações no cariótipo, 

sendo considerado uma técnica precisa para esse fim.  

A comparação de células estáveis com células alteradas, como as da linhagem 

HeLa, é indicada por Barkholt et al. (2013) Kusakawa et al. (2015) devido à falta de 

controles positivos, enaltecendo a importância de linhagens imortalizadas nesse 

processo, conclusão corroborada em nossos achados, que observaram diferenças no 

cariótipo dos condrócitos com o das células HeLa. 

Diante da ausência de danos citotóxicos e genotóxicos do PTA analisado, 

entende-se que de acordo com os critérios propostos pela RDC N° 338, a NBR ISO 

10993:2009 e os documentos guias da ECVAM e OECD, o produto se mostra viável 

para ser utilizado em ensaios pré-clínicos e clínicos, se mostrando uma alternativa 

promissora no tratamento de lesões que afetam a cartilagem articular.  
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8. CONCLUSÃO 

Os resultados demostraram que o PTA formado pelas CTM associadas à MAH não 

causa efeitos citotóxicos ou genotóxicos nos condrócitos derivados da cartilagem 

humana, de acordo com os testes realizados in vitro, seguindo as normativas nacionais e 

internacionais vigentes. Observamos também que a biocompatibilidade do PTA, no que 

se refere a toxicidade, se mostra semelhante a membrana comercial Chondro-Gide®, 

utilizada atualmente em tratamentos clínicos associados a lesões da cartilagem articular.  

Sendo assim as CTM associadas à MAH, no que diz respeito a citotoxicidade e a 

genotoxicidade, apresentam-se como uma excelente alternativa para utilização em 

terapias, particularmente no caso das lesões da cartilagem.  
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10. ANEXOS 

Anexo A - Termo de aprovação do estudo pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Pontifícia Universidade Católica do Paraná (CEP/PUCPR). 
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Anexo B - Termo de aceitação de apoio financeiro do Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) 
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Anexo C - Marcação das amostras com anexina V em relação ao grupo controle no 

ensaio de viabilidade e apoptose 

 

Legenda: C/CTM: Condrócitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrócitos co-

cultivados com o produto de terapia avançada; C/MC: Condrócitos co-cultivados com a membrana 

comercial Chondro-Gide® celularizada com CTM; C/H2O2: Condrócitos co-cultivados com o peróxido de 

hidrogênio.  

Fonte: O autor (2021). 
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Anexo D - Marcação das amostras com o corante vital 7-AAD em relação ao grupo 

controle no ensaio de viabilidade e apoptose 

 

Legenda: C/CTM: Condrócitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrócitos co-

cultivados com o produto de terapia avançada; C/MC: Condrócitos co-cultivados com a membrana 

comercial Chondro-Gide® celularizada com CTM; C/H2O2: Condrócitos co-cultivados com o peróxido de 

hidrogênio; e C: condrócitos.  

Fonte: O autor (2021). 
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Anexo E – Submissão de artigo em revista científica 

Artigo submetido para a revista “The Knee”, intitulado: A Standard Protocol for the In 

Vitro Expansion of Human Chondrocytes: An Integrative Review for Use in Knee Cartilage 

Repair. 
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Anexo F - Resumos publicados em revista científica 

Resumo publicado no suplemento da revista “Cytotherapy”, intitulado: An Integrative 

Review of the Advances in the Expansion of Human Condrocytes for use in Knee Cartilage 

Repair. 
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Anexo G - Prêmio Marcelino Champagnat - Mérito Acadêmico 
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Anexo H - Participação em eventos científicos 

 Certificado de apresentação de pôster eletrônico no XI Brazialin Association of Cell and 

Gene Therapy Meeting – ABTCel-Gen | isct South & Central America Regional Forum | III 

Stem Cell and Cell Therapy Meeting in Veterinary Medicine | I Symposium on Stem Cells and 

Biomaterials in Dentistry. 
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Certificado de apresentação de pôster eletrônico no XI Brazialin Association of Cell and 

Gene Therapy Meeting – ABTCel-Gen | isct South & Central America Regional Forum | III 

Stem Cell and Cell Therapy Meeting in Veterinary Medicine | I Symposium on Stem Cells and 

Biomaterials in Dentistry. 
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Certificado de participação da Abstract Evaluation Committee durante o XX Congress of 

Brazilian Society for Cell Biology. 

 


