
 
 

 
 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUÍ 

CENTRO DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS 

PROGRAMA DE PÓS GRADUAÇÃO EM TECNOLOGIAS 

APLICADAS A ANIMAIS DE INTERESSE REGIONAL 

 

 

 

 

 
FRANCISCA LOUENNY ALVES CARDOSO 

 

 

 

 

 

 

 

 
CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE DA LAPONITA EM 

CULTURAS DE CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
TERESINA-PI 

2023 



 
 

FRANCISCA LOUENNY ALVES CARDOSO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE DA LAPONITA EM 

CULTURAS DE CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS   

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Tecnologias Aplicadas a 

Animais de Interesse Regional, da 

Universidade Federal do Piauí, como 

requisito para obtenção do título de Mestre 

em Ciências. 

 

Linha de pesquisa: Biotecnologia, 

Reprodução e Genética.  

Orientadora: Profa. Dra. Maria Acelina      

Martins de Carvalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
TERESINA- PI 

2023 
  



FICHA CATALOGRÁFICA
Universidade Federal do Piauí
Biblioteca Setorial CCA

Serviço de Representação Temática da Informação

Bibliotecário: Rafael Gomes de Sousa - CRB3/1163

C268c Cardoso, Francisca Louenny Alves.
Citotoxicidade e genotoxicidade da laponita em culturas de

células-tronco mesenquimais / Francisca Louenny Alves Cardoso. --
2023.

71 f.

Dissertação (Mestrado) – Universidade Federal do Piauí, Centro
de Ciências Agrárias, Programa de Pós-Graduação em Tecnologias
Aplicadas a Animais de Interesse Regional, 2023.

“Orientadora: Profa. Drª. Maria Acelina Martins de Carvalho.”

1. Células-tronco mesenquimais. 2. Laponita. 3. Scaffold. 4.
Toxicidade. 5. Osteogênese. I. Carvalho, Maria Acelina Martins de.
II. Título.

CDD 575.01





 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico, 

Ao Pai celestial por toda a força 

A minha família por ser meu pilar 

Ao meu amor, Felipe, por todo apoio 
 

 

 

 
 



 

 
 

 

AGRADECIMENTOS 
 
 

A Deus, por ter me guiado, me dado força, luz, saúde e discernimento que me concebeu para 

encarar esse período de mestrado em meio a uma pandemia e não ter me deixado desistir. 

A minha família por sempre me incentivar a continuar e por ser minha maior base nos 

momentos de dificuldade, em especial minha mãe Luzilene, que mesmo distante é minha maior 

incentivadora. Eu não teria conseguido sem vocês! 

Ao meu amor, Felipe, que esteve comigo em todos os finais de semanas, feriados, à noite, e em 

todos os horários que podia me acompanhar, para que eu pudesse concluir meus ensaios sempre 

em segurança e por me dar apoio em todas as hipóteses. Este trabalho também é seu. 

À Universidade Federal do Piauí por toda a oportunidade, pela estrutura, corpo docente e 

qualificação essencial para minha formação profissional. 

Á Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) pelo apoio 

financeiro para o desenvolvimento desta pesquisa. 

À Prof. Dra. Maria Acelina Martins de Carvalho, pela orientação, dedicação e principalmente 

pela confiança no meu trabalho, meu muito obrigada aos seus sábios conselhos e por conduzir 

este trabalho da melhor forma. 

Ao prof. Dr. Napoleão Martins Argolo Neto por fazer parte da construção deste trabalho, 

sempre o instruindo para um melhor desenvolvimento desde o princípio.  

Ao prof. Dr. Anderson de Oliveira Lobo por ter fornecido a Laponita®, um dos principais 

materiais utilizado neste trabalho, e ao Laboratório Interdisciplinar de Materiais Avançados 

(LIMAv-UFPI) pelas análises físicas e químicas essenciais na caracterização da Laponita®. 

Ao prof. Dr. Adalberto Socorro da Silva e ao técnico Raimundo pela paciência que tiveram em 

auxiliar-nos, nas diversas titulações, até acharmos as concentrações ideais de anticorpos nos 

testes de imunofenotipagem, e ao Laboratório de Imunogenética e Biologia Molecular (LIB-

UFPI) onde foi conduzido este experimento. 

Ao prof. Dr. João Marcelo de Castro e Sousa e a doutoranda Antonielly, pela contribuição na 

execução do ensaio de genotoxicidade, instruindo na leitura das lâminas e análise estatística, 

ainda, o Laboratório de Genética Toxicológica (LAPGENIC-UFPI) pela estrutura fornecida 

para a realização do ensaio. 



 

 
 

Aos pós-graduandos do Núcleo Integrado de Morfologia e Pesquisa com Células-Tronco 

(NUPCelt), em especial a minha amiga Letícya, por ser uma pessoa incrível e, mesmo frente às 

dificuldades, sempre foi uma incentivadora e nunca me deixou desistir. A Huanna pelo 

treinamento inicial do cultivo celular e por diversos conselhos que me foram extremamente 

úteis nesta jornada. A aluna, Bolsista PIBIC, Maria de Fátima, por ter nos ajudado incontáveis 

vezes. A todas vocês, minha eterna gratidão. 

A doutoranda do Programa de Pós-Graduação em Engenharia dos Materiais, Danielle Benigno, 

por toda positividade, experiência e por contribuir da melhor maneira e mais didaticamente 

possível, com todo o conhecimento sobre os materiais. 

Aos funcionários do Núcleo Integrado de Morfologia e Pesquisa com Células-Tronco 

(NUPCelt), Hermínio José, Técnico do NUPCelt e Maria da Cruz, pela colaboração constante. 

Aos animais que fizeram parte deste trabalho e, por ainda serem insubstituíveis nas pesquisas, 

continuam ajudando aos cientistas e pesquisadores a salvar muitas vidas. 

E a todos que contribuíram de forma direta ou indireta para realização deste trabalho. Gratidão! 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos não 

é senão uma gota de água no mar. Mas o mar seria 

menor se lhe faltasse uma gota”. 

Madre Teresa de Calcutá. 

 

 

 

 

 



 

 
 

RESUMO 
 
 

As Células-tronco mesenquimais são células indiferenciadas, que constituem ferramenta 

promissora no campo da medicina regenerativa, pois possuem capacidade de multiplicação 

mantendo seu estado indiferenciado, além da renovação de diversos tecidos, por meio de sua 

diferenciação celular. A laponita é uma nanoargila sintética, utilizada em diversas aplicações 

industriais e possui características que possibilitam sua utilização na engenharia de tecidos. 

Recentemente, foram publicados estudos que comprovam a capacidade da laponita em induzir 

a diferenciação osteogênica de células-tronco mesenquimais in vitro, o que a torna um material 

apropriado para a engenharia de tecidos ósseos. No entanto, pouco se sabe quanto as reações 

imunológicas desencadeadas por potenciais citotóxicos e genotóxicos que essa interação pode 

proporcionar. Assim, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a toxicidade em 

nível celular e genômico, da integração da laponita em culturas de células-tronco 

adipoderivadas de ratos, sob autorização da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

UFPI, n. 665/21. A caracterização físico-química da Laponita® foi realizada por espectroscopia 

de infravermelho por transformada de Fourier, análise termogravimétrica, difração de raios X, 

e micrografias foram realizadas em microscópio eletrônico de varredura. O material também 

passou por uma triagem citotóxica por meio do ensaio de letalidade Artemia salina. O tecido 

adiposo foi coletado e as células foram cultivadas a 5% de CO2 a 37°C. Para caracterização 

celular foram realizados os testes de morfologia e UFC, além da imunofenotipagem por 

citometria de fluxo, para os anticorpos CD14, CD45, CD90 e CD105. Ainda, o ensaio de 

plasticidade celular, mediante indução para diferenciação osteogênica, adipogênica e 

condrogênica, além da avaliação do potencial de diferenciação osteogênica da Laponita® 

presente no meio. As células foram cultivadas com a Laponita® em concentrações de 3% e 6% 

em três tempos distintos para análise de citotoxicidade por MTT. A análise de genotoxicidade 

foi conduzida por meio do ensaio cometa para avaliar danos e reparos no DNA em células 

individuais. Na caracterização do material obteve-se resultados semelhantes aos encontrados na 

literatura, quando se evidencia a estrutura química cristalina e organizada. Nas análises 

termogravimétricas, a temperatura de degradação mostrou-se em conformidade com dados 

observados em outros estudos. No relativo à toxicidade, a laponita obteve resultados abaixo da 

CL50. As células-tronco mesenquimais mostraram-se com morfologia fibroblastóide, e 

apresentaram os anticorpos CD14-, CD45-, CD90+ e CD105+. Demonstraram capacidade de 

diferenciar-se em linhagens osteogênica, adipogênica e condrogênica. Em culturas contendo a 

laponita, a diferenciação foi possivelmente potencializada. Quanto à citotoxicidade, o material 

apresentou baixos resultados e houve aumento da viabilidade celular em todos os tempos 

analisados. A genotoxicidade entre a interação da célula com a Laponita® não demonstrou 

diferenças estatisticamente significativas entre o índice de dano e os grupos experimentais, 

porém, quanto a frequência de dano, a Laponita® 6% difere quando comparada Laponita® 3% 

em maior tempo de exposição. Com base neste estudo, conclui-se que a Laponita® representa 

um biomaterial potencialmente útil para a terapia celular.  

 

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais; Laponita; Scaffold; Toxicidade; Osteogênese. 

 

  



 

 
 

ABSTRACT     

Mesenchymal stem cells are undifferentiated cells, which are a promising tool in the field of 

regenerative medicine, as they have the ability to multiply while maintaining their 

undifferentiated state, in addition to renewing various tissues through their cell differentiation. 

Laponite is a synthetic nanoclay, used in several industrial applications and has characteristics 

that allow its use in tissue engineering. Recently, studies have been published that prove the 

ability of laponite to induce osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells in vitro, 

which makes it an appropriate material for bone tissue engineering. However, little is known 

about the immunological reactions triggered by cytotoxic and genotoxic potentials that this 

interaction can provide. Thus, this work was carried out with the objective of evaluating the 

toxicity, at cellular and genomic level, of the integration of laponite in cultures of 

adipoderivative stem cells of rats, under authorization of the Ethics Commission in the Use of 

Animals (CEUA) of the UFPI, n . 665/21. The physical-chemical characterization of Laponita® 

was performed by Fourier transform infrared spectroscopy, thermogravimetric analysis, X-ray 

diffraction, and micrographs were performed in a scanning electron microscope. The material 

also underwent cytotoxic screening using the Artemia salina lethality assay. Adipose tissue was 

harvested and cells were cultured at 5% CO2 at 37°C. For cell characterization, morphology 

and CFU tests were performed, in addition to immunophenotyping by flow cytometry, for 

antibodies CD14, CD45, CD90 and CD105. Still, the cellular plasticity test, through induction 

for osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation, in addition to the evaluation of the 

osteogenic differentiation potential of Laponita® present in the medium. Cells were cultured 

with Laponita® at concentrations of 3% and 6% at three different times for analysis of 

cytotoxicity by MTT. Genotoxicity analysis was conducted using the comet assay to assess 

DNA damage and repair in individual cells. In the characterization of the material, results 

similar to those found in the literature were obtained, when the crystalline and organized 

chemical structure is evidenced. In thermogravimetric analyses, the degradation temperature 

was in accordance with data observed in other studies. Regarding toxicity, laponite obtained 

results below the LC50. Mesenchymal stem cells showed fibroblastoid morphology, and 

presented CD14-, CD45-, CD90+ and CD105+ antibodies. They demonstrated the ability to 

differentiate into osteogenic, adipogenic and chondrogenic lineages. In cultures containing 

laponite, differentiation was possibly enhanced. As for cytotoxicity, the material showed low 

results and there was an increase in cell viability at all times analyzed. The genotoxicity between 

the interaction of the cell with Laponita® did not show statistically significant differences 

between the damage index and the experimental groups, however, regarding the frequency of 

damage, Laponita® 6% differs when compared to Laponita® 3% in greater time of exhibition. 

Based on this study, it is concluded that Laponita® represents a potentially useful biomaterial 

for cell therapy. 

Keywords: Mesenchymal stem cells; Laponite; scaffold; Toxicity; Osteogenesis. 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 
 

1.1 Células-Tronco  

 

As células-tronco são células indiferenciadas, caracterizadas pela produção de células 

especializadas e autorrenováveis. Historicamente, as primeiras células-tronco foram descritas 

em 1960 por Ernest McCulloch e James Till. Mediante experimentos realizados sobre os efeitos 

da radiação na medula óssea de camundongos, observaram que essas células apresentavam 

capacidade de se diferenciar em uma variedade de tipos celulares e, portanto, foram chamadas 

de células-tronco multipotentes (MCCULLOCH; TILL, 1960; TILL; MCCULLOCH, 1961). 

Posteriormente, consolidaram sua teoria das células-tronco (BECKER; MCCULLOCH; TILL, 

1963). 

Nas décadas seguintes os estudos acerca da plasticidade das células-tronco aumentaram 

com a evidência de que o desenvolvimento das células-tronco se inicia com a linhagem de 

células totipotentes, que são o tipo mais versátil, com potencial de gerar qualquer e todas as 

células que compõem o organismo. No desenvolvimento embrionário, o zigoto é o resultado da 

“fusão” de duas células germinativas (oócito e espermatozoide) que ocorre durante o processo 

de fertilização. (ZAGO; COVAS, 2006; MOORE; PERSUAD, 2008). Um zigoto em divisão 

forma blastômeros ou blastocisto e são as primeiras células que surgem logo após a fecundação, 

constituindo-se por células que pertencem à massa celular interna e podem originar quaisquer 

células das três camadas germinativas (endoderme, ectoderme e mesoderme). Desta forma, 

podem originar todas as células das camadas embrionária e extraembrionária, por isso são 

classificadas como células totipotentes (RAFF, 2003; MITALIPOV; WOLF, 2009).  

Depois que o blastômero se divide no estágio de 32 células, temos o estágio do 

desenvolvimento pré-embrionário, que é chamado de mórula (O’FARRELL; STUMPFF; SU, 

2004). As células que formam a mórula perdem totipotência e tornam-se pluripotentes, o que 

significa que são capazes de promover o desenvolvimento do embrião, mas perdem a 

capacidade de formar o trofoblasto (que dá origem à placenta). Assim, o termo "células-tronco 

pluripotentes" refere-se as células que contribuem para todas as três camadas germinativas, ou 

seja, mesoderme, ectoderma e endoderme, mas não trofoblastos (BOIANI; SCHÖLER et al., 

2005). 

Conforme o estágio de desenvolvimento embrionário vai evoluindo, a potencialidade de 

diferenciação de suas células vai decaindo (LIN et al., 2008) ou seja, a medida que ocorre a 

especialização celular (as células-tronco se diferenciam e se comprometem em uma 
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determinada linhagem), elas perdem a capacidade de originar células de outras camadas 

germinativas e passam a ser classificadas como multipotentes, também conhecidas como 

células-tronco adultas (WEISSMAN, 2004; WAGERS, 2004; HSU; FUCHS, 2012).  

Thomson et al. (1998) foram os primeiros a isolar as células-tronco, desenvolvendo pela 

primeira vez em laboratório uma linhagem de células-tronco extraídas de embriões humanos. 

Foi gerada muita expectativa na comunidade científica em torno do potencial terapêutico dessas 

células, no entanto, a utilização de células-tronco embrionárias para pesquisa e, possível, 

aplicação clínica levanta considerações éticas em diversos países (GROUNDS et al., 2002; 

HONOLD et al., 2004; BROCK, 2006; NISHIKAWA; JAKT; ERA, 2007).  

1.1.1 Células-Tronco Mesenquimais 

Friedenstein et al., 1966 descreveram, pela primeira vez, a existência de outros tipos de 

células progenitoras, localizada na medula óssea. Em um ensaio in vivo, demonstraram que 

células da medula óssea, ao serem implantadas em ratos, começaram a formar osteoblastos com 

nódulos mineralizados semelhantes a osso, condroblastos, adipócitos e até mioblastos. Já na 

década de 1970 Friedenstein e seus colaboradores, realizaram outros experimentos in vitro, 

demonstrando que, quando células da medula óssea eram cultivadas em baixa densidade, 

poucas delas aderiam, proliferavam e geravam colônias (BIANCO; ROBEY; SIMMON, 2008). 

Devido a descoberta da grande aderência das células-tronco mesenquimais às placas de 

cultura, foi possível eliminar as células não-aderentes, principalmente as células-tronco 

hematopoiéticas e sua progênie. As células cultivadas que expressaram aderência apresentavam 

morfologia fusiforme, similares a fibroblastos, e eram capazes de formar colônias derivadas de 

uma única célula. Friedenstein definiu essa característica como "unidades fibroblásticas 

formadoras de colônia" (CFU-f) (FRIEDENSTEIN; PIATETZKY-SHAPIRO; PETRAKOVA, 

1966; FRIEDENSTEIN et al., 1974; PHINNEY, 2002).   

Essas células indiferenciadas, estão localizadas em regiões perivasculares de todos os 

tecidos adultos e foram denominadas de células-tronco mesenquimais (MSC). No organismo, 

são responsáveis pela manutenção da população de células funcionais e pela reparação de lesões 

teciduais. Estas células são autorrenováveis e com capacidade de originar tipos celulares 

diferenciados morfofisiologicamente. Estas características permitem que as MSC realizem a 

reparação e manutenção de todos os tecidos do organismo (PITTENGER et al., 1999; ERICES; 

CONGET; MINGUELL, 2000). 

Inicialmente, acreditava-se que as MSC eram células tecido-específicas (possuem seu 
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potencial de diferenciação comprometido somente às células do tecido no qual se encontram). 

Porém, nos últimos anos, diversas pesquisas têm demonstrado que algumas linhagens de MSC 

são capazes de originar tecidos diferentes de sua formação embrionária (SMITH, 2001; 

ODORICO; KAUFMAN; THOMSON, 2001; FISHER et al., 2002; GRITTI; VESCOVI; 

GALLI, 2002). 

As MSC exibem grande plasticidade e possuem potencial para aplicações terapêuticas, 

porém, eram mal definidas. Isso levou a uma heterogeneidade de nomes e fenótipos atribuídos 

por diferentes grupos a essa população de células. As MSC estão presentes na medula óssea e 

em muitos outros tecidos, e são identificadas por meio de uma combinação de propriedades 

físicas, fenotípicas e funcionais. Uma série de revisões descreveram adequadamente a natureza 

das MSC (SHORT et al., 2003; ZIPORI, 2004; BARRY; MURPHY, 2004; BAKSHI et al., 

2004; JAVAZON; BEGGS; FLAKE, 2004). 

De acordo com o comitê da Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISTC), sua 

caracterização é baseada em três critérios:  

I. Capacidade de adesão à superfície plástica;  

II. Marcação para um conjunto de antígenos de superfície (positiva para 

marcadores como CD90, CD44, CD73, CD105; negativa para marcadores 

como CD14, CD34, CD45 e CD11b);  

III. Diferenciação em adipócitos, condrócitos e osteoblastos, após a adição de 

agentes indutores em cultura. 

Dessa forma, a fim de esclarecer a identidade in vivo das MSC, estudos vêm sugerindo 

que essas células possuem uma correlação com os pericitos, e, por isso, poderiam ser 

encontradas na região perivascular de pequenos e grandes vasos. Essa hipótese explicaria a 

possibilidade de isolamento das MSC em quase todos os tecidos do organismo 

(CHAGASTELLES; NARDI, 2006; CRISAN et al., 2008; CAPLAN, 2009; MEIRELLES; 

NOMBELA–ARRIETA; RITZ; SILBERTEIN, 2011). Como ainda não há um consenso entre 

a comunidade acadêmica sobre a nomenclatura dessas células, será utilizado o termo células-

tronco mesenquimais no presente estudo. 

 

1.1.2 Células-Tronco Mesenquimais Adipoderivadas 

O tecido adiposo é o tecido mais abundante em humanos, representando 10-29% do 

peso corporal de um adulto com peso normal (KAHN, 2008). É um órgão endócrino que 
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armazena energia e libera vários hormônios do tecido adiposo, como leptina e adiponectina que 

regulam a homeostase metabólica (UNGER; SCHERER; HOLLAND, 2013). As células-tronco 

derivadas do tecido adiposo (ADSC) foram identificadas pela primeira vez em 2001 e desde 

então, este, tem sido estudado como fonte de células para engenharia de tecidos e medicina 

regenerativa (ZUK et al., 2002). Existem vários termos para células-tronco derivadas deste 

tecido, como pré-adipócitos, células estromais derivadas de gordura, células lipoaspiradas, 

células-tronco mesenquimais derivadas de gordura e células-tronco de gordura. Em 2004, 

chegou-se a um consenso sobre a nomenclatura ADSC (UNGER; SCHERER; HOLLAND, 

2013). 

As ADSC representam uma das principais populações de células que contribuem para a 

regeneração de células adiposas em qualquer tipo de processos de reparo após lesão (OGURA 

et al., 2014) ou expansão devido a danos teciduais relacionada a forças mecânicas externas 

(KATO et al., 2010). Esses processos regenerativos envolvem o equilíbrio entre apoptose e 

necrose de adipócitos e gametogênese induzida por ADSC. Eto et al. (2009) demonstraram que 

1cm de tecido adiposo intacto contém milhões de células, incluindo:  principalmente os 

adipócitos, células-tronco derivadas do tecido adiposo, células endoteliais vasculares (VECs), 

pericitos, fibroblastos, tecido conjuntivo, macrófagos e linfócitos localizados no tecido adiposo 

(PU; HAN; YANG, 2015). 

O tecido adiposo é rico em capilares, e cada adipócito está associado a uma rede de 

capilares. O tamanho de um adipócito varia de 50 a 150µm, e sua vida útil é de 

aproximadamente 10 anos (SPALDING et al., 2008). Assim como o pericito, as ADSC 

circundam os capilares entre os adipócitos e liberam fatores angiogênicos (SUGA et al., 2009). 

Além disso, são capazes de se diferenciarem em adipócitos e VECs (PLANAT-BENARD et 

al., 2004). 

As ADSC têm marcadores de superfície celular, como CD13, CD29, CD44, CD73, 

CD90 e CD105, e não possuem marcadores hematopoiéticos e endoteliais CD14, CD31, CD34, 

CD45 e HLA-DR, indicando sua natureza de MSC (BOURIN et al., 2013; SHAH et al., 2014). 

No entanto, as ADSC isoladas de tecidos omentais e adiposos subcutâneos humanos exibem as 

mesmas propriedades eletrofisiológicas, morfológicas e de expressão de citocinas e potenciais 

multilinhagens. Seus antígenos de superfície se assemelham aos das células-tronco derivadas 

da medula óssea, mas não incluem marcadores adipogênicos como fator pré-adipócito 1 (Pref-

1) e adiponectina (BAGLIONI et al., 2009).  
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As ADSC são mediadoras da regeneração tecidual através da secreção de inúmeros 

fatores solúveis específicos. Além disso, as ADSC secretam vários fatores de crescimento. 

Estes incluem: fator de crescimento fibroblástico básico (bFGF), fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento semelhante à insulina 1 (IGF-1), fator de 

crescimento de hepatócitos (HGF) e o fator de crescimento transformador beta 1 (TGF)-β1 

(SALGADO, 2010). Tecidos e órgãos recém transplantados sofrem hipoxia devido à ausência 

de vasos sanguíneos originais e possuem maior tendência à morte celular através de apoptose. 

Estudos realizados em camundongos mostraram que as expressões destas citocinas tornam as 

ADSC uma fonte promissora para pacientes transplantados com isquemia (REHMAN et al., 

2004; BHANG et al., 2009; LEE et al., 2009). Ademais, secretam fator de crescimento derivado 

de plaquetas alfa (PDGF-α) e beta (PDGF-β) (MUTHUKRISHNAN; WARDER; MCNEIL, 

1991; WERNER; GROSE, 2003; KAEWSUWAN et al., 2012), fator de crescimento 

epidérmico (EGF) e várias outras sinalizações que medeiam a regeneração tecidual (KILROY 

et al., 2007; SONG; CHUNG; SUNG, 2010)  

 

1.2 Argilas 

 

Uso de argila para diversos fins é uma prática tão antiga entre os humanos quanto a 

própria história da humanidade. Há evidências arqueológicas de que em tempos pré-históricos 

Homo erectus e H. neanderthalensis aplicavam "solo medicinal" (argila) para limpeza e 

cicatrização de feridas. No Egito, Cleópatra aplicava lima do Mar Morto em sua pele para fins 

estéticos. Além disso, era usado para mumificação e como anti-inflamatório a Terra Núbia. Na 

Europa, durante a Idade Média, era utilizado uma argila vermelha, o fuste armênio, como "pedra 

medicinal" ou "pedra vital", em um contexto místico e religioso. Há também relatos de algumas 

tribos africanas e índios sul-americanos que praticavam geofagia para tratar problemas 

gastrointestinais (MORAES et al., 2017; MASSARO et al., 2018; MOUSA et al., 2018; 

VISERAS et al., 2019). 

As diversas aplicações das argilas em diferentes culturas ao longo dos anos resultaram 

em diferentes significados atribuídos a esses materiais. No entanto, de acordo com a Clay 

Minerals Society, o termo "argila" denota um grupo de materiais de origem natural compostos 

por partículas cristalinas de grãos finos que adquirirem elasticidade na presença de água e 

endurecem por secagem ou aquecimento. Ainda, ela pode ser considerada como uma rocha que, 

devido ao seu processo de formação constituem partículas finamente divididas (GRIM, 1968; 
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SANTOS, 1976). Do ponto de vista químico, esses materiais são formados por minérios com 

estruturas cristalinas específicas conhecidas como minerais argilosos. Além dos demais 

compostos como matéria orgânica, calcita, dolomita, quartzo, gibisita, pirita e hematita 

(GUGGENHEIM et al., 1995; SILVA et al., 2018; BURITI et al., 2019). 

Os argilominerais são os minérios constituintes da argila que lhes conferem 

propriedades básicas. Esses minerais pertencem a família dos filossilicatos cuja estrutura é 

composta por duas unidades estruturais: uma unidade é formada por oxigênio ou hidroxila na 

organização octaédrica (Oc) com um átomo de alumínio, magnésio ou ferro no centro do 

octaedro, na outra unidade é formada por uma placa tetraédrica (Te) de silicato. Na unidade Te 

o átomo de silício está no centro do tetraedro e apresenta a mesma distância dos quatro átomos 

de oxigênio (LÓPEZ-GALINDO; VISERAS; CEREZ, 2007; CHRISTIDIS, 2011; ZHU et al., 

2016; MORAES et al., 2017). Os argilominerais são compostos basicamente de partículas com 

pelo menos uma dimensão menor que 2μm, embora alguns minerais argilosos estejam na faixa 

de nanômetros de 1 a 100nm. Na composição química dos argilominerais, além dos óxidos de 

ferro (Fe2O3), magnésio (MgO), cálcio (CaO), sódio (Na2O), potássio (K2O), existem também 

elementos essenciais como a sílica (SiO2), alumina (Al2O3) e outros. Os minerais de argila 

também são chamados de camadas de silicato e filossilicato (GOMES, 1988; NEUMANN et 

al., 2000; GHADIRI; CHRZANOWSKI; ROHANIZADEH, 2015; KAUSAR et al., 2018). 

Atualmente, são conhecidos cerca de 30 tipos de argilominerais, que possuem 

nomenclatura e propriedades físico-químicas específicas (KHATOON; CHU; ZHOU, 2020). 

No entanto, apenas alguns destes materiais são estudados pelo seu valor tecnológico, constituem 

“argilas industriais” ou “argilas especiais” (SILVA et al., 2017). Este grupo inclui os minerais 

argilosos caulinita, serpentina, vermiculina, mica, settiolita, poligosquita, clorita e esmectita. 

Destas, as esmectitas têm sido estudadas extensivamente e possuem importantes utilizações 

técnicas e científicas (COELHO; SANTOS; SANTOS, 2007; YANG et al., 2016; MACHADO 

et al., 2018). 

A esmectita constitui um complexo conjunto de argilominerais com uma estrutura de 

lamelas contendo camadas do tipo 2:1 (tetraédrica-octaédrica-tetraédrica) (MORAES et al., 

2017). Especialmente na indústria farmacêutica e cosmética, as esmectitas desempenham um 

papel importante. Estão presentes em formulações orais e tópicas, seja como ingredientes 

ativos, como antiácidos, protetores gastrointestinais e agentes antidiarreicos; às vezes como 

excipientes, com ação desintegrante, diluidora, aglutinante, emulsificante, espessante, 
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antiaglomerante e corretor de sabor. No entanto, esses argilominerais têm sido largamente 

estudados para o desenvolvimento de novos sistemas de liberação de fármacos (CARRETERO; 

POZO, 2009; CARRETERO; POZO, 2010). 

 

1.3 Nanoargila Laponita 

Entre 1965 e 1970, as indústrias Laporte desenvolveram e introduziram no mercado 

internacional uma hectorita sintética derivada do talco, a “laponite B” (COELHO; SANTOS; 

SANTOS, 2007), que possui estruturas e tecnologia idênticas a hectorita natural, além disso, 

tem como característica ser livre de impurezas. A laponita é uma nanoargila inorgânica sintética 

com alta pureza química e dispõe de uma aparência de pó branco e fino (CUMMINS, 2007). 

Ela é produzida pela combinação de magnésios de sódio e lítio com silicato de sódio a uma taxa 

de temperatura bem controlada. Com esta combinação formará um sedimento amorfo que irá 

cristalizar parcialmente quando tratado com alta temperatura. Para a obtenção do produto final 

é então filtrado, lavado, seco e moído a um pó branco fino (ADDITIVES, 2008). 

A laponita é uma hectorita sintética que pertence ao grupo das argilas esmectitas. Por 

ser uma esmectita, apresenta estrutura cristalina do tipo 2:1 (Te-Oc-Te). Também possui alta 

capacidade de troca catiônica e capacidade de inchamento em água (SILVA; FERREIRA, 2008, 

CIDONIO et al., 2019). Amplamente utilizado em aplicações industriais para modificar as 

propriedades reológicas de fluidos como tintas, produtos de higiene pessoal e cosméticos, 

revestimentos de superfície, produtos agrícolas e outros. A laponita também é usada como 

formadora de filme como revestimentos elétricos e antiestáticos para criar nanocompósitos 

otimizados (RUZICKA; ZACCARELLI, 2011). 

Quando disperso em água ou qualquer solvente orgânico polar pode causar dispersão 

coloidal ou solviscoelástica. (dispersão em fase líquida) e gel altamente flexível. A dispersão 

(dispersão na fase sólida) depende do tipo de argila, da concentração, da adição e da 

concentração de outras substâncias, composição e modo de preparo (LABANDA; SABATÉ; 

LLORENS, 2007). 

 

1.3.1 Estrutura Cristalina da Laponita 

A laponita consiste em aglomerados de cristais agregados de tamanho nanométrico 

(partículas). Essa agregação ocorre devido à atração eletrostática entre os íons de sódio (Na+), 

compartilhados entre os cristais, e os elétrons neles presentes. Os cristais de laponita são discos 
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redondos (Figura 1A) e possuem cerca de 25nm de diâmetro e cerca de 1nm de espessura 

(TOMÁS; ALVES; RODRIGUES, 2017) (Figura 1B). Estes nanodiscos apresentam uma 

densidade de 2,53 g/cm3. Cada nanoplaca incluiu aproximadamente 2000 células unitárias, com 

estrutura química de maioria SiO2 com 66,2%; MgO com 30,2%; Na2O com 2,9 %; e Li2O 

0,7%. A fórmula química mínima da laponita corresponde à representada na Figura 2 

(TAWARI; KOCH; COHEN, 2001): 

 

Figura 1: Esquema dos nanodiscos da laponita. 

 

Fonte: Adaptado de Braga (2019). (A) corresponde aos nanodiscos de laponita agregados em pilhas. (B) 

corresponde a um disco unitário da laponita com exemplificação de suas dimensões. 

 

 

Figura 2: Fórmula química da laponita. 

 

Fonte: Adaptado de Chaparro (2016). Fórmula mínima da laponita, podendo variar com o grau de substituição 

isomorfa entre 0,5 e 1,3. 

 

Conforme já indicado, as esmectitas possuem estrutura 2:1, e a laponita, da classe das 

esmectitas, possui estrutura onde cada plaqueta de nanoargila, apresenta uma camada octaédrica 

com átomos de magnésio (Mg) entre duas camadas tetraédricas de silício (Si) (Figura 3) (SHI 

et al., 2018; PAGE et al., 2019; GOMBOS et al., 2020; PERARO et al., 2020). 

A disposição das plaquetas da laponita apresentam cátions de magnésio nos sítios 

octaédricos, que são substituídos isomorficamente por lítio (Li), o que resulta em uma 
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deficiência de íons positivos, contraposta pela presença de cátions de sódio (Na+) presentes nos 

espaços interplanares (SHI et al., 2018; LAPASIN, 2020; PERARO et al., 2020; MICHELS et 

al., 2020). 

A possibilidade de troca iônica das argilas com o meio, é denominada troca catiônica e 

é uma propriedade de muito interesse. Em camadas tetraédricas, os íons Si4
+ podem ser 

substituídos por íons trivalentes como o Al3
+. Os raios atômicos semelhantes não distorcem a 

estrutura da argila. No entanto, a diferença de carga cria uma carga negativa, que deve ser 

compensada pelos cátions na região interlamelar. Este fenômeno é conhecido como substituição 

isomórfica (SHAW, 1975; BUK, 2018). 

As substituições isomórficas ocorrem de maneira que uma carga negativa líquida é 

equilibrada por carga positiva de sódio. Os íons de sódio neutralizam a carga negativa quando 

esses, são adicionados durante a produção da laponita. Com isso ficam adsorvidas entre as 

lamelas da nanoargila (RUZICKA; ZACCARELLI, 2011).  

 
Figura 3: Estrutura química de um disco unitário da laponita. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). Estrutura da célula unitária da laponita com uma estrutura em camadas do 

tipo 2:1, constituída por duas camadas tetraédricas de silício e uma camada central octaédrica de magnésio ligadas 

por átomos de oxigênio. 

 

1.3.2 Dispersão da Laponita 

A laponita possui uma elevada capacidade de troca de cátions e de inchamento em água 

(BRAGA, 2019; CIDONIO et al., 2019) a propensão para inchaço das partículas carregadas, dá 
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origem a uma rica seleção de potenciais interações entre as moléculas orgânicas e as superfícies 

das partículas de argila, poros entre camadas e espaços entre partículas envolvendo uma série 

de mecanismos, incluindo troca catiônica, interações hidrofóbicas, ligações de hidrogênio, 

pontes de cátions, troca aniônica e transferência de prótons (ŠEBENIKA et al., 2020). 

Para preparar uma dispersão coloidal de laponita em meio aquoso é necessário o 

controle do pH do meio a fim de garantir a estabilidade termodinâmica da estrutura cristalina 

das nanoplaquetas (BECHER et al., 2019). Quando a nanoargila é dispersa em água, a estrutura 

de nanodiscos (Figura 4A) incha devido as moléculas de água penetrarem entre eles (Figura 

4B), por efeito da atração pelos íons de Na+ intercalados. E as moléculas uma vez inseridas, 

dissolvem os íons de Na+ resultando na dispersão coloidal dos nanodiscos carregados. Após a 

liberação dos íons Na+ dos nanodiscos, uma carga negativa homogênea é criada na superfície 

de aproximadamente -700, e durante o processo de protonação dos grupos hidroxila na parte 

final da estrutura cristalina, uma carga positiva na borda de aproximadamente +50 para pH ≤ 

11 (KUMAR; MURALIDHAR; JOSHI, 2008; ADDITIVES, 2008; CHIU et al., 2014). 

Em meios com alta concentração iônica e em pH abaixo do ponto isoelétrico da borda, 

as cargas positivas são atraídas para as camadas carregadas negativamente das faces 

(NICOLAI; COCARD, 2001) Quando este é o fenômeno de interação dominante, são formadas 

ligações eletrostática entre as bordas carregadas positivamente e as faces carregadas 

negativamente as partículas se agregam em uma rede tridimensional, chamada de estrutura 

“Castelo de Cartas” (Figura 4C). Esta estrutura é típica do estado de gel de alta densidade da 

laponita (RAND et al., 1980; DIJKSTRA; HANSEN; MADDEN, 1995). 

 

Figura 4: Representação esquemática da laponita em solução aquosa. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). (A) laponita em nanodiscos empilhados; (B) dispersão (esfoliação) das 

plaquetas de argila em água, e (C) estrutura de castelo de cartas. 
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A quantidade de cargas negativas corresponde à liberação de todos os íons de sódio da 

superfície dos nanodiscos. Já a quantidade de cargas positivas presentes nas bordas dos 

nanodiscos depende do pH. Esta diminui lentamente com o aumento do pH. Cummins 

demonstrou, portanto, por meio de testes sistemáticos, que o pH das soluções de laponita 

sempre será 10, mesmo que a nanoargila seja suspensa em água com pH 10 ou em água 

deionizada sem um valor de pH fixo. Consequentemente, e em condições experimentais 

normais, as bordas dos nanodiscos da laponita apresentarão cargas positivas (CUMMINS, 

2007). 

Bippus, Jaber, Lebeau (2009) estudaram a dispersão da laponita em água destilada, 

usando agitação mecânica, durante 24 horas à temperatura ambiente. Observaram tamanhos de 

partículas variando de 3 a 10nm, 10 a 100nm, 90 a 400nm. tamanhos de partícula superiores a 

10nm foram associados à presença de agregados de plaquetas. Estes resultados são consistentes 

com aqueles relatados por Pignon et al. (1997), e com Daniel; Frost; Zhu (2007) que estudaram 

a dispersão da laponita em água. 

 

1.3.3 Transporte de moléculas e Drogas 

Particularmente no campo farmacêutico, as propriedades da laponita provaram ser muito 

úteis. A possibilidade de intercalação de moléculas orgânicas, como drogas, entre as lamelas 

do nanodisco pode facilitar interações que podem levar à sua liberação de forma controlada 

(BECHER et al., 2019). Esse tipo de estratégia tem sido amplamente explorado pela indústria 

com o objetivo de melhorar as propriedades físico-químicas dos medicamentos e da 

farmacoterapia (PARK et al., 2008; VASVÁRI et al., 2018). 

Quanto ao transporte de moléculas orgânicas na estrutura da laponita, pode ser feito de 

diversas formas (Figura 5) (5A) por adsorção nas superfícies da laponita quando a argila está 

no estado esfoliado; (5B) por ligação covalente às bordas da argila; (5C) por intercalação nas 

pilhas de cristais de argila (5D) por interação ou encapsulamento com polímero; (5E) e por 

encapsulamento dentro dos espaços interlamelares na rede ''Castelo de Cartas'' (DAWSON; 

OREFFO, 2013; CHIU et al., 2014; TOMÁS; ALVES; RODRIGUES, 2018).  

As nanoestruturas carregadas de laponita exibem uma interessante habilidade de 

absorção e liberação sustentada de drogas ou fatores de crescimento. Estudos relatam retenção 

bem-sucedida e liberação controlada de alta potência da proteína de fator de crescimento 

endotelial vascular por meio da laponita (AGUZZI et al., 2007; VISERAS et al., 2010; 
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DAWSON et al., 2011 ZHANG et al., 2020). 

Assim como, outras esmectitas, a laponita exibe rica composição química superficial e 

de intercalação, e pode interagir com outros componentes químicos, bem como compostos 

polares e apolares. Como cristais discretos dispersos em solução, a laponita também pode 

adsorver muitos tipos de íons ou moléculas em sua superfície. 

Figura 5: Representação esquemática dos tipos de transporte de moléculas da laponita. 

 

Fonte: Adaptado de Tomás; Alves; Rodrigues (2018). As drogas podem ser transportados por (A) Por adsorção; 

(B) Por ligação covalente; (C) Por intercalação; (D) Por interação ou encapsulamento; (E) Por encapsulamento 

dentro dos espaços “castelo de cartas”. 

Os mecanismos de interações da laponita com outras moléculas pode envolver troca 

iônica clássica, forças de Van de Waals, ligação de hidrogênio e ponte catiônica e também 

protonação e troca de ligante nas bordas do disco (CHIU et al., 2014). Uma vez que, a laponita 

se agrega quando está dispersa em uma solução, as interações eletrostáticas das cargas positivas 

fracas ficam distribuídas ao longo de suas bordas sendo capaz até de interagir diretamente com 

as cargas negativas em superfície de outros discos de argila por meio do “castelo de cartas” 

(PAVLIDOU; PAPASPYRIDES, 2008; COELHO, 2008; BRAGA, 2019). 

Como um veículo para liberação de drogas na nanomedicina, a laponita foi estudada em 

combinação com diversos materiais (principalmente polímeros). Na verdade, uma série de 

sistemas de liberação de drogas foi proposto para que esta nanoargila tenha sido usada tanto 
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como argila esfoliada quanto em escala micro/macro (scaffold). Em cada caso, o mecanismo de 

liberação da droga mostrou-se dependente do sistema de liberação de drogas combinado com 

as interações estabelecidas entre a droga e os componentes do material (AGUZZI et al., 2007; 

DAWSON; OREFFO, 2013; CHIU et al., 2014; TOMÁS; ALVES; RODRIGUES, 2017). 

 

1.4 Laponita e Células-Tronco Mesenquimais 

A engenharia de tecidos e a medicina regenerativa beneficiam-se do potencial de 

células-tronco para substituir tecido danificado por ferimentos ou doenças. Biomateriais como 

os hidrogéis servem, neste contexto, para fornecer um suporte, ou scaffold, capaz de promover 

o crescimento de novos tecidos através do fornecimento de estruturas que direcionam a função 

das células-tronco (LUO; SHOICHET, 2004; KIM et al., 2020). 

As propriedades exclusivas da laponita, como alta biocompatibilidade, morfologia 

anisotrópica e grande área de superfície, permitem que muitas aplicações sejam aprimoradas 

com vantagens biológicas e tecnológicas (LI et al., 2018). A maioria das argilas são encontradas 

na natureza, mas também podem ser construídas sinteticamente. As propriedades das argilas 

dependem de sua estrutura cristalina e da composição química de seus constituintes. Em 

aplicações biomédicas, minerais argilosos inorgânicos são adicionados a polímeros 

biocompatíveis para aperfeiçoar as propriedades mecânicas e reológicas, e promover a 

degradação da base polimérica (CUMMINS, 2007). 

As nanopartículas de argila também podem favorecer a resistência mecânica, tenacidade 

e propriedades de degradação do suporte sólido. Isso possibilita a criação de matrizes porosas 

com propriedades mecânicas aprimoradas (VALENCIA et al., 2015). Propriedades mecânicas, 

além da resistência à tração, resistência à compressão, módulo, alongamento e degradação, 

podem ser atribuídas às estruturas únicas de cada um dos hidrogéis poliméricos e 

nanocompósitos poliméricos, dependendo de sua combinação, concentração e aparência. Esses 

nanocompósitos podem ser feitos em várias formas e tamanhos, e suas propriedades podem ser 

controladas ou adequadas de acordo com suas respectivas necessidades, alterando a composição 

e suas condições (HARAGUCHI, 2011). 

Considerando as propriedades referidas, o uso da laponita associada a células-tronco 

vem ganhando, cada vez mais, espaço nas pesquisas, principalmente às células-tronco 

mesenquimais (BYDLOWSKI et al., 2009; WANG et al., 2014; FIORE et al., 2015; SUN et 

al., 2017). As evidências fornecidas a respeito do isolamento, cultivo e da plasticidade dessas 
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células, além do conhecido potencial regenerativo, motivou a utilização de células-tronco 

mesenquimais na clínica aplicada para diferentes tipos de doenças (BURT; TRAYNOR, 1999; 

LJUNGMAN et al., 2010). Áreas de aplicação na engenharia de tecidos, como a de enxertos 

autólogos ou não autólogos, tem sido uma prática bastante utilizada para reconstrução de lesões 

cutâneas (KIRBY, 2015), estimulando outras populações no processo de recuperação do tecido 

danificado e promovendo a quimiotaxia de células envolvidas no processo de reparo (FUCHS, 

TUMBAR, GUASCH, 2004; MORRISON et al., 2008). 

Quando relacionado à diferenciação em osteogênica para posterior formação de um 

tecido, são necessários três elementos fundamentais: osteoprogenitores, fatores de crescimento 

e scaffolds (CRANE et al., 1995; SZPALSKI et al., 2012). Para esta finalidade, um scaffold 

ideal deve ser osteoindutor e osteocondutor. A maioria dos materiais disponíveis atuam apenas 

como osteocondutores e auxiliam como suporte para o crescimento de progenitores, mas 

carecem de osteoindutividade (LU et al., 2016). Portanto, há uma necessidade de desenvolver 

novos materiais que possam moldar-se como osteoindutores e osteocondutores para engenharia 

de tecido ósseo (ZOU et al., 2017; ZHANG et al., 2018).  

A nanopartícula laponita aumenta significativamente a expressão gênica da fosfatase 

alcalina (ALP) e osteocalcina após exposição da molécula de Si(OH)4 presente em sua 

composição estrutural, revelando um aumento na diferenciação osteogênica. Um estudo 

realizado por Reffitt et al. (2003) utilizando células de osteossarcoma humano (MG 63), que 

são células semelhantes a osteoblastos derivadas de células estromais da medula óssea e células 

osteoblásticas humanos precoces imortalizadas (HCC1), indica que é necessário concentrações 

de 10 e 20µm de ácido ortosilícico (Si(OH)4) para aumentar a síntese de colágeno tipo I, sendo 

este, bastante importante para a osteogênese.  

Os íons de magnésio (Mg) liberados pela laponita também podem causar reações 

intracelulares, ele está situado na camada octaédrica e é um elemento extremamente importante 

no corpo humano. Não só está envolvido na estabilização de todos os compostos de polifosfato 

nas células como adenosina trifosfato (ATP), que é a principal fonte de energia nas células, mas 

também é necessário para muitas funções celulares, incluindo atividade enzimática, ação do 

canal vias metabólicas e processos de sinalização (SWAMINATHAN, 2003; ROMANI, 2011). 

Outros íons presentes na composição estrutural da laponita são os íons de sódio (Na) e 

lítio (Li). O papel dos íons de sódio e lítio no corpo também são muito importantes. Entre outras 

funções metabólicas, sabe-se que o sódio interfere na geração de impulsos nervosos e 
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desempenha um papel na manutenção do equilíbrio de fluidos e eletrólitos (POHL; WHEELER; 

MURRAY, 2013). Por outro lado, o lítio é conhecido por influenciar o comportamento 

neuronal, enzimas e vias de transdução de sinal (WILLIAMS et al., 2004; MICHELS et al., 

2020). 

Em pesquisas realizadas por Mikhaila et al. (2013) e por Gaharwar et al. (2013) 

utilizando a laponita em culturas de MSC, verificaram a natureza intrínseca da argila para 

estimular a diferenciação osteogênica na ausência de fatores de indução. Uma sequência de 

eventos foi desencadeada conforme o padrão temporal clássico de marcadores de diferenciação: 

aumento da atividade da ALP, regulação positiva do fator de transcrição relacionado a Runt-2 

(RUNX2), deposição de proteína da matriz relacionada ao osso (osteocalcina e osteopontina) e 

mineralização da matriz. 

Mihaila et al. (2014) realizaram outros experimentos, para avaliar o papel da laponita 

na diferenciação osteogênica. Nestes, a fração vascular estromal do tecido adiposo foi usada 

para isolar uma subpopulação de células-tronco derivadas do tecido adiposo humano, 

expressando o marcador associado à pluripotência SSEA-4 com potencial de diferenciação 

superior em relação à linhagem osteogênica. Nessas condições, também foi induzida a 

superexpressão de marcadores osteogênicos relacionados (RUNX2, osteopontina, osteocalcina) 

bem como, aumento da atividade de ALP, deposição de colágeno tipo I e mineralização da 

matriz. 

Outras pesquisas também demostraram que, a ligação de laponita a scaffolds usados 

para o crescimento celular pode promover a diferenciação celular para a linhagem osteogênicas. 

Wang et al. (2012) combinaram nanodiscos de laponita com nanofibras de poli(ácido lático-co-

ácido glicólico) (PLGA) eletrofiadas e os usaram como scaffolds para promover o crescimento 

das MSC em meios de cultura sem fatores estimuladores da osteogênese. Os resultados foram 

semelhantes aos encontrados por Mihaila e Gahaewar e, além disso, a utilização da laponita 

com nanofibras de PLGA aprimorou a estabilidade estrutural e as propriedades mecânicas dos 

hidrogéis, além do aumento da adesão celular 

A possibilidade de utilização de argilas artificiais como a laponita, produzida em 

grandes quantidades, a baixo custo e com pureza, composição e dimensões cristalinas 

controladas, traz um renovado interesse em utilizações biomédicas (ADDITIVES, 2014; 

TOMÁS; ALVES; RODRIGUES, 2017). Tem a vantagem adicional de ser composto por 

cristais em nanoescala, que também possuem diversas aplicações tecnológicas, além de serem 
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aplicadas como formadores de filmes (JUNGST et al., 2016). A laponita pode ser caracterizada 

na engenharia de tecidos, e, se usada sozinha, pode levar a reações biológicas específicas. Além 

disso, pode atuar como carreador de fármacos e fatores bioquímicos, como scaffolds; 

nanopartículas dispersas ou imobilizadas (WANG et al., 2013; ADDITIVES, 2014; 

GONÇALVES et al., 2014; TOMÁS; ALVES; RODRIGUES, 2017) e regeneração (LI et al., 

2018). 

Considerando a biocompatibilidade e demais propriedades da laponita, este biomaterial 

apresenta grande potencial em diversas áreas biomédicas (PARK et al., 2020). Porém, devido 

a sua variabilidade de aplicações, os minerais de argila têm sido sujeitos a regras e 

regulamentações em todo o mundo, e devem cumprir requisitos técnicos específicos que levam 

em consideração questões químicas, físicas e toxicológicos (LÓPEZ-GALINDO et al., 2007; 

CHAPARRO, 2016).  

Assim, as células-tronco presentes no organismo adulto são uma opção em potencial 

para a continuidade de estudos experimentais e ensaios clínicos envolvendo o uso de 

biomateriais para a medicina regenerativa. Dessa forma, é necessário avaliar a citotoxicidade e 

genotoxicidade in vitro da laponita em culturas de células-tronco mesenquimais 

adipoderivadas, para proporcionar segurança terapêutica e estabelecer, assim, uma 

concentração do material associadas às células que seja capaz de manter a homeostasia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 

 

 

 

 

 

 

2. CAPÍTULO I* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*(Submetido ao periódico “Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences (BJPS)”). 
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Este trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade em nível celular e genômico da Laponita® 

em culturas de células-tronco adipoderivadas de ratos. A caracterização química da Laponita® 

foi realizada por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier, análise 

termogravimétrica, difração de raios X e microscopia eletrônica de varredura. O material passou 

por uma triagem citotóxica, por meio do ensaio de letalidade de Artemia salina e os resultados 

foram inferiores à CL50. As células-tronco mesenquimais foram coletadas, e cultivadas a 5% 

CO2 a 37°C. Para caracterização celular foi realizada a imunofenotipagem, a qual, apresentou 

os anticorpos CD14-, CD45-, CD90+ e CD105+. Os ensaios de plasticidade das células 

resultaram na diferenciação osteogênica, adipogênica e condrogênica. O potencial de 

diferenciação osteogênica com o material, Laponita®, também foi avaliado, mostrando-se capaz 

de induzir a diferenciação. Para o teste de citoxicidade foi realizado o método de MTT que 

demonstrou aumento da viabilidade celular em todos os tempos e concentrações analisadas. 

Para o teste de genotoxicidade foi utilizado o ensaio cometa, evidenciando-se que a interação 

da célula com a Laponita® não apresenta diferenças estatisticamente significativas entre o índice 

de dano e os grupos experimentais, no entanto, quanto a frequência de dano, a Laponita® 6% 

difere quando comparada Laponita® 3% no maior tempo de exposição. 

 

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais; Laponita®; Scaffold; Toxicidade; 

Osteogênese. 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

As células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSC) foram identificadas pela 

primeira vez em 2001 e desde então o tecido adiposo tem sido estudado como fonte de células 

para engenharia de tecidos e medicina regenerativa. As ADSC possuem marcadores de 

superfície celular (CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105) e não apresentam marcadores 

                                                   
1*  Correspondência: F.L.A. Cardoso. Núcleo Integrado e Morfologia e Pesquisas com Células-tronco NUPCelt, 

Universidade Federal do Piauí, Teresina, Piauí, Brasil. f.louenny13@gmail.com. ORCID: https://orcid.org/0000-

0001-8179-2561 
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hematopoiéticos e endoteliais (CD14, CD31, CD34, CD45 e HLA-DR), indicando sua natureza 

de células-tronco mesenquimais (MSC). Além disso, são mediadoras da regeneração tecidual 

através da secreção de inúmeros fatores solúveis específicos (Bourin et al., 2013). A engenharia 

de tecidos e a medicina regenerativa utilizam-se das células-tronco, para substituir tecido 

danificado por ferimentos ou doenças. Biomateriais servem, neste contexto, para fornecer um 

suporte, capaz de promover o crescimento de novos tecidos por meio do fornecimento de 

estruturas que direcionam a função das células-tronco (Kim et al., 2020). 

A laponita é uma nanoargila, sintética e inorgânica de alta pureza química e consiste em 

aglomerados de cristais agregados de tamanho nanométrico (partículas), o que ocorre, pela 

atração eletrostática entre os íons de sódio (Na+) compartilhados entre os cristais, e os elétrons 

neles presentes. Os cristais da laponita são discos redondos, com cerca de 25nm de diâmetro e 

cerca de 1nm de espessura (Tomás, Alves, Rodrigues, 2018). Os nanodiscos possuem uma 

densidade de 2,53 g/cm3, e cada nanoplaca inclui aproximadamente 2000 células unitárias, com 

estrutura química de SiO2 (66,2%), MgO (30,2%), Na2O (2,9 %) e Li2 O (0,7%). Sendo a 

laponita, da classe das esmectita, possui estrutura onde cada plaqueta de nanoargila, apresenta 

uma camada octaédrica com átomos de magnésio (Mg) entre duas camadas tetraédricas de 

silício (Si), (Peraro et al., 2020). 

A nanopartícula de laponita aumenta significativamente a expressão gênica da fosfatase 

alcalina (ALP) e osteocalcina após exposição da molécula de Si(OH)4 presente em sua 

composição estrutural, revelando um aumento na diferenciação osteogênica (Reffitt et al., 

2003). Em estudos realizados por Mihaila et al. (2013) e por Gaharwar et al (2013) foi 

investigado o efeito da laponita em células-tronco mesenquimais. Os dados manifestaram 

claramente a natureza intrínseca da argila, para estimular a diferenciação osteogênica na 

ausência de fatores de indução. Uma sequência de eventos foi desencadeada de acordo com o 

padrão temporal clássico de marcadores de diferenciação: aumento da atividade da ALP, 

regulação positiva do fator de transcrição relacionado a Runt-2 (RUNX2), deposição de 

proteína da matriz relacionada ao osso (osteocalcina e osteopontina) e mineralização da matriz. 

Mihaila et al. (2014) realizaram experimentos, onde a fração vascular estromal do tecido 

adiposo, foi usada para isolar uma subpopulação de ADSC expressando o marcador associado 

à pluripotência SSEA-4 com potencial de diferenciação superior em relação à linhagem 

osteogênica. Nessas condições, também foi induzida a superexpressão de marcadores 

osteogênicos relacionados (RUNX2, osteopontina, osteocalcina), bem como aumento da 
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atividade de ALP, deposição de colágeno tipo I e mineralização da matriz.  Em outro estudo, 

Wang et al. (2012) combinaram nanodiscos de laponita com nanofibras de poli(ácido lático-co-

ácido glicólico) (PLGA) eletrofiadas e usaram como scaffolds para promover o crescimento das 

MSC em meios de cultura sem fatores estimuladores da osteogênese. Os resultados foram 

semelhantes aos encontrados por Mihaila e Gahaewar e, além disso, a utilização da laponita 

com nanofibras de PLGA propiciou a estabilidade estrutural e as propriedades mecânicas dos 

hidrogéis e aumentou a adesão celular. 

Considerando a biocompatibilidade e demais propriedades da laponita, esse material 

apresenta grande potencial em diversas áreas biomédicas (Park et al., 2020). No entanto, é 

necessário avaliar potenciais citotóxicos que a interação laponita/ADSC poderá ocasionar. 

Assim, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a toxicidade em nível celular e 

genômico, da integração da laponita em culturas de células-tronco adipoderivadas de ratos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Preparo da Laponita® em gel 

Para a obtenção de gel, foram preparadas duas concentrações distintas, 3% (0,3g) e 6% 

(0,6g), adicionando-se o pó da Laponita® em um tubo falcon contendo 10mL de água Milli-Q® 

à 4°C e foi levada para agitação mecânica durante 15 minutos contínuos até a obtenção de um 

gel transparente, consistente e coloidal. 

 

Difração de Raios-X (DRX) 

A Laponita® foi caracterizada por meio da técnica de difração de raios-X, e os resultados 

foram obtidos com o difratômetro Shimadzu XDR-6000, com variação angular de 5-100 °(2θ), 

radiação de CuKα (λ = 1,5418 Å), voltagem de 40KV/30mA e velocidade de varredura de 1° 

min-1. 

 

Espectroscopia no Infravermelho por Transfomada de Fourier (FTIR) 

Para a análise, foi utilizado o espectrofotômetro da marca Perkin Elmer Spectrum 100, 

janela de KBr. Foram realizadas 16 varreduras na faixa espectral de 650 a 4000 cm-1 com 

resolução de 4cm-1. Os espectros de varredura foram coletados e analisados com o programa 

FTIR Spectrum Software (Perkin-Elmer). 
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Análise Termogravimétrica (TGA) 

A termogravimetria foi obtida pelo monitoramento da variação de massa do material em 

função da temperatura, usando equipamento SDT Q600-0883 (DSC-TGA) da TA Instruments, 

com taxa de aquecimento de 10°C min-1, taxa de fluxo de 100mL/min-1, sob atmosfera de 

argônio, utilizando cadinho de alumina.  

Microscopia Eletrônica de Varredura  

A morfologia da Laponita® foi observada por meio de micrografias, realizadas em 

microscópio eletrônico de varredura (MEV) com canhão de emissão por campo, de modelo 

Quanta FEG250 e marca FEI, tensão de aceleração de 1 a 30 kV, equipado com EDS de SDD 

(silicon drift detectors), marca Ametek, modelo HX -1001, detector Apollo X-SDD. As 

informações sobre spot, magnificação e energia estão catalogadas na parte inferior de cada 

micrografia. 

Ensaio de Toxicidade Artemia salina. 

O ensaio de toxicidade Artemia salina foi realizado de acordo com a metologia descrita 

por Meyer (1982) e Sousa et al. (2021). Ovos de Artemia salina foram incubados em água do 

mar artificial. Este teste foi preparado em concentrações de (0,1mg/mL, 0,5mg/mL, 1mg/mL e 

5mg/mL) da Laponita® em 10mL de solução salina artificial e, em seguida, 10 náuplios de A. 

salina foram adicionados a cada recipiente. Todos os testes foram realizados em triplicata e a 

toxicidade foi determinada de acordo com a quantidade de A. salina viva após 24h e 48h de 

contato. Durante os testes, a iluminação dos sistemas foi mantida sob condições controladas, 

sendo o controle negativo realizado com solução salina sintética. Para determinar a toxicidade 

foram utilizados o número de larvas vivas em relação as concentrações do material para calcular 

os valores da CL50. 

Aspectos Éticos e Obtenção de ADSC  

Este trabalho foi aprovado pela comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal do Piauí, registrado por meio do número 695/21. Para a obtenção de 

células-tronco derivadas do tecido adiposo subcutâneo de ratos, foram utilizados 06 ratos 

Wistar (Rattus norvegicus albinus), que foram eutanasiados, seguindo a Resolução Normativa 

n° 37 do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). O tecido 

adiposo das regiões dorsal e inguinal foi coletado e, posteriormente, lavado em solução salina 
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de PBS com 10% de antibiótico. 

Isolamento e Expansão das ADSC 

O tecido adiposo foi disposto sobre uma placa de petri, e, fragmentado mecanicamente 

com auxílio de bisturi até que se formasse uma massa homogênea. Em seguida, foi centrifugado 

a 2.000rpm por 10 minutos a 20°C. O sobrenadante (explante) e a fração enriquecida (Pellet) 

foram coletados e cerca de 106 células foram plaqueadas em garrafas de 25cm2 com meio de 

cultivo suplementado DMEM glutamax com 15% de soro fetal bovino, 1% de antibiótico, 1% 

de glutamina e 1% de NEAA e foram mantidas em incubadora com 5% de CO2, a 37º C com 

95% de umidade. As trocas de meio eram realizadas a cada 72 horas e permaneceram até a 

confluência de 80% das células. Após as células atingirem a confluência foram realizadas as 

sucessivas repicações utilizando Tripsina 0.25% até a terceira passagem.  

 

Morfologia e Unidade Formadora de Colônia 

Para o ensaio de unidades formadoras de colônias (UFC) foi aliquotada uma amostra de 

ADSC em passagem 0 (P0) e inserida em placa de cultivo de 90x15mm. Após o plaqueamento 

foram realizadas trocas de meio a cada 72 horas até a formação do máximo de colônias com 

mais de 20 células. As células foram fixadas com paraformaldeído a 4% durante 30 minutos e 

coradas com Giemsa por 10 minutos, posteriormente a placa foi lavada com água destilada para 

retirar todo o excesso de corante. As colônias foram contadas sobre a superfície da placa e 

mensuradas através do software ImageJ. 

Caracterização Imunofenotípica 

As células expandidas em terceira passagem (P3) foram tripsinizadas, centrifugadas a 

2500rpm durante 10 minutos e ressuspendidas com 1mL de PBS. Foram contadas em câmara 

de Neubauer, obtendo-se a concentração de 104, e distribuídas em 5 tubos falcon, sendo uma 

amostra controle e as demais contendo o anticorpo CD105 (1:1), CD90 (1:200), CD14 (1:300) 

e CD45 (1:200). As células foram novamente centrifugadas, retirando-se o sobrenadante, e os 

anticorpos propostos para cada um dos marcadores foram incubados com as ADSC por 30 

minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Posteriormente, as células foram lavadas, 

centrifugadas e transferidas para um tubo de citômetro. As amostras foram analisadas por meio 

do citômetro de fluxo (FACScanto® II) e software BD FACSDiva (Version 6.1.3). As 

populações foram estimadas pela porcentagem das células expressando cada um dos 
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marcadores em relação ao total de células adquiridas por meio do software INFINICYT 

(version 5.1). Os resultados foram plotados em marcação dupla.  

Ensaio de Plasticidade Celular 

Foram induzidas diferenciação adipogênica, condrogênica e osteogênica em ADSC na 

terceira passagem (P3), utilizando StemPro™ Differentiation Kit- Gibco®, conforme protocolo 

do fabricante. Os poços que não receberam indução de diferenciação para nenhuma das 

linhagens foram destinados ao grupo controle. As células foram mantidas com meio de cultivo 

durante 7 dias para a diferenciação adipogênica, 14 dias para condrogênica e 21 dias para 

osteogênica. Para a coloração, as células foram lavadas com PBS e fixadas com formaldeído a 

4% por 30 minutos. Posteriormente, foi utilizado o corante Giemsa para o controle negativo. 

Oil red, para evidenciar os marcadores adipogênicos: Receptor gama ativado por proliferação 

de peroxissoma (PPARG); Lipoproteína lipase (LPL); Proteína 4 de ligação a ácidos graxos 

(FABP4); Adiponectina (ADIPOQ); Leptina (LEP); Perilipina (PLIN); Fator de complemento 

D (CFD). O corante Alcian blue para evidenciar as marcações condrogênicas: Agrecano 1 

(AGC1); biglicano (BGN); Decorin (DCN); Anexina A6 (ANXA6); Matrilina 1 (MATN1); 

Metaloproteinase de matriz 13 (MMP13) Sox9; Colágeno tipo II alfa 1 (COL2A1); Proteína de 

matriz oligomérica de cartilagem (COMP) e Alizarin red para as marcações osteogênicas: 

Osteocalcina (BGLAP); Osteopontina (SPP1); fator de transcrição 2 relacionado a runt 

(RUNX2); Endopeptidase neutra reguladora de fosfato (PHEX) (Boucher, Lakshmipathy, 

Vemuri, 2009; Carreros et al., 2009; Carro et al., 2010; Lee et al., 2010; Stewart, Stewart, 

2011). As leituras foram realizadas por microscopia óptica. 

Ensaio de Diferenciação Osteogênica induzida pela Laponita® 

Para se verificar a diferenciação celular induzida pela Laponita®, as ADSC foram 

cultivadas em terceira passagem em placas de 12 poços com concentração celular de 0,1 x 106 

em cada poço e em triplicata. Em um tubo falcon, foram preparados o meio basal StemPro™ 

Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium com a Laponita® nas duas 

concentrações. Estes meios foram usados para suplementar as células durante as trocas, 

substituindo o indutor StemPro™ Osteogenesis Supplement pelo biomaterial. Ademais, foi 

analisada a Laponita® com o indutor, para verificar o potencial de indução com o kit completo 

de diferenciação StemPro™ Osteogenesis Differentiation Kit- Gibco®. Assim, os poços foram 

suplementados com o meio contendo Laponita® em 3% e 6% e o meio com o kit completo 
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StemPro™ Osteogenesis Differentiation Kit- Gibco® durante 21 dias. Transcorridos os 21 dias 

de diferenciação, o meio de cultivo foi removido, lavado uma vez com PBS e as células foram 

fixadas com solução de formaldeído a 4% por 30 minutos. Após a fixação, os poços foram 

lavados com água destilada e preenchidos com solução de Alizarin Red por 10 minutos. Os 

poços foram avaliados por microscopia óptica. 

Análise de citotoxicidade da Laponita® sobre ADSC 

Para o ensaio de citotoxicidade, as células foram cultivadas em placas de 96 poços 

contendo 10µl de células (104) e 90µl de meio DMEM suplementado. Após a aderência das 

células aos poços foi inserida a Laponita® em suas respectivas concentrações. As células e o 

material foram cultivados em triplicata, para o branco, grupo controle, Laponita® a 3% e 

Laponita® a 6%. Os resultados de citotoxicidade foram realizados em 24, 48 e 72 horas pelo 

método de MTT. O meio de cultivo foi substituído por solução de brometo de MTT (3-(4,5-

dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio) e DMEM High Glucose. As placas foram 

incubadas por 4 horas a 37ºC com 5% de CO2 e após esse período, o sobrenadante foi 

descartado e foi adicionado 100μL de DMSO. A placa permaneceu em repouso por 30 

minutos em temperatura ambiente para dissolução completa do formazan, sendo realizada a 

leitura a 570nm em leitora de microplaca Biotek (modelo ELx800). Os resultados foram 

expressos em porcentagem de viabilidade por meio da média das absorbâncias dos tratados/ 

média dos controles x100, de acordo com Wang et al. (2011). 

Teste de Genotoxicidade por Ensaio Cometa 

A versão alcalina do ensaio cometa foi realizada conforme descrito por Speit e Rothfuss 

(2012). Após os tempos de tratamentos concluídos, alíquotas de 10µL de suspensão de Células-

tronco mesenquimais adipoderivadas foram misturadas com uma fina camada de agarose de 

baixo ponto de fusão 0,75% (90µL) e colocadas sobre lâminas pré-cobertas com agarose normal 

1,5%. Em seguida, as lâminas foram mergulhadas em solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM 

EDTA e 10 mM Tris, pH 10, com adição de 1% Triton X-100 e 10% de DMSO na hora do 

uso), por até 72 horas a 4°C. Após esse período, as lâminas foram incubadas em tampão alcalino 

(NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH>13) por 20 minutos, e, em seguida, expostas a uma 

corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) por 15 minutos em cuba de eletroforese. Por 

fim, as lâminas foram neutralizadas com tampão Tris (0,4 M e pH 7,5) e coradas com solução 

de prata. As lâminas foram analisadas quanto ao perfil fotomicrográfico das células (aumento 
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de 400X em microscópio óptico) e os resultados, expressos em índice de danos (ID) e 

frequência de danos (FD) de 100 células em triplicata por tratamento. O ID foi calculado por 

meio da fórmula: ID = Σ (número de células em determinada classe de dano X classe de dano), 

que variou de 0 a 400 e FD pela seguinte fórmula: FD = 100 – nº de células classe 0. 

Análise estatística 

Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão. As análises, realizadas no 

software GraphPad Prism (versão 8.0) por meio da análise de variância (ANOVA) One-Way 

com pós-teste de Turkey, considerando p<0,05. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Laponita® em Gel 

Após agitação e hidratação, foi possível obter um gel transparente e coloidal (Figura 

6A). A transparência é um indicativo da dispersão uniforme e compatibilidade dos 

nanomateriais e, de acordo com a literatura, quanto menor for as partículas de uma dispersão, 

maior será sua transparência (Pujala, 2014; Silva, 2018). A Laponita® apresentou baixa 

viscosidade, no entanto, esta dispersão passa a ser mais viscosa ao longo do tempo até atingir 

um estado em que ao ser girada lateralmente não ocorre o escoamento da matéria (Figura 6B). 

Esta transição líquido-sólido que ocorre com a dispersão é chamada de envelhecimento e, se dá 

devido às interações atrativas e repulsivas que ocorrem entre os nanodiscos de Laponita 

carregados eletricamente (Pujala, 2014; Braga, 2019).   

Figura 6: Laponita após hidratação e agitação 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). (A) Laponita® após a hidratação e agitação, à esquerda 3% e a direita 6%; 
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(B) Dispersão da Laponita® chamado de envelhecimento, acima 3% e abaixo 6%. 

 

Difração de Raios-X 

Os dados obtidos por difração de raios -X (Figura 7) mostram os picos característicos 

da Laponita® em 2θ = 20° e 2θ = 35° os quais, são equivalentes ao plano cristalino, e devido a 

essa propriedade, é possível inferir que as partículas são organizadas num padrão tridimensional 

bem definido e possuem estabilidade. Outro pico encontrado foi em 2θ = 60,9° indicando a 

presença de uma estrutura trioctaédrica, típica da Laponita® (Bippus, Jaber, Lebeau, 2009).  

Figura 7:  Caracterização por DRX da Laponita® 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). DRX com picos característicos da Laponita® em 6,5º, 20º, 35º e 60,9º. 

 

Observou-se ainda uma reflexão visível distinta em 2θ=6,5°, d(001)=14Å devido à 

natureza hidrofílica das argilas intercaladas com íons de metais alcalinos. O difratograma de 

argilas puras, geralmente, apresenta um pico largo acima do pico do espaçamento basal, 

relacionado apenas à presença de íons Na+ (2θ/graus= 6,75°; d001=13,1Å). Esse fenômeno é 

ocasionado pela presença de uma pseudo-camada de moléculas de água (valor próximo a 2,5 Å 

de espessura) que rodeia os cátions presentes no domínio interlamelar, acarretando aumento no 

espaçamento basal detectado, em acordo com dados da literatura (Roozbahani, Kharaziha, 
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Emadi, 2017; Zeynabad, Salehi, Mahkam, 2017). 

 

Espectroscopia no Infravermelho por Transfomada de Fourier (FTIR) 

O espectro de infravermelho relacionado à Laponita® é observado na (Figura 8). Dentre 

as vibrações analisadas, verifica-se uma banda mais larga, característica do argilomineral em 

3500cm-1, referente às vibrações de estiramento das ligações dos grupamentos Si-OH e Mg-

OH, que podem estar associados a grupos hidroxilas de moléculas de água adsorvida na 

superfície do argilomineral, dada sua grande higroscopia (Roozbahani, Kharaziha, Emadi, 

2017; Mittal, Al Alili, Alhassan, 2020).  

Figura 8: Análise gráfica da espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). FTIR representando as bandas características da estrutura química da 

Laponita® em 3500cm-1, 1637cm-1, entre 1060 e 962,99cm-1, 650cm-1 e 456cm-1. 

 

Em 456 cm-1 observa-se uma deformação axial fora do plano referente a ligação Mg-O 

(Nascimento et al., 2017). Ainda, uma banda espectroscópica intensa em 962,99 cm-1 e 1060 

cm-1 atribuída à vibração de alongamento das ligações aos grupos (Si-O) e (Si-O-Si) que se 

refere à deformação axial dos grupamentos, pois as vibrações dos grupos Si-O na Laponita® 

estão associadas à presença de grupos oxigênio, na forma basal (O-Si-O), entre as placas 

tetraédrica e octaédrica na Laponita® (Mittal, Al Alili, Alhassan, 2020). Em 650 cm-1 observa-
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se uma banda referente à deformação angular da hidroxila da água absorvida na nanoargila 

relativa ao estiramento simétrico da ligação Si-O da argila. A banda 1637 cm-1, é devido a 

flexão O-H estrutural e hidratação (Nair et al., 2016; Nascimento et al., 2017). 

Análises Térmicas (DSC e TGA) 

Os resultados da Laponita® apresentaram dois eventos distintos (Figura 9), o primeiro 

aparece em uma faixa de temperatura entre aproximadamente 59ºC, com perda de massa de 

7,99%, que corresponde a liberação de moléculas de água adsorvidas presentes no domínio 

interlamelar e na superfície externa das lamelas e/ou outros voláteis. O segundo, na faixa de 

727°C com perda de massa de 2,8%, sendo correlacionado a perda de peso, devido ao processo 

de desidroxilação dos grupos hidroxila presentes nas bordas das plaquetas e na massa das 

partículas, respectivamente. As perdas de massa descritas anteriormente são comumente 

encontradas na literatura (Pálková et al., 2010; Silva et al., 2019).  

 

Figura 9: Análises Térmicas DSC-TGA 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2023). Analise térmica da Laponita® com eventos de perda de massa de 7,99% em 

59º e de 2,8% em 727º. 
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Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

As micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura, permitiram observar 

grandes agregados da Laponita®, com diferentes tamanhos de partículas e de formatos 

irregulares, entre 4 e 70µm (Figura 10A e 10B). Foi possível ainda, verificar que, a Laponita® 

é formada por aglomerados micrométricos, semelhantes aos observados por Bippus; Jaber; 

Lebeau (2009) e Valencia et al. (2018). A morfologia apresentada pela Laponita® foi de 

superfícies heterogêneas com variações de densidade (Roseti et al., 2017). 

Figura 10: Micrografias da Laponita® por microscopia eletrônica de varredura 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). (A) Micrografias mostrando agregados de Laponita®, com diferentes 

tamanhos de partículas e de formatos irregulares, entre 4 e 70 µm. (B) Micrografias mostrando agregados de 

Laponita® em maior aumento. 

 

Toxicidade por Artemia Salina. 

Neste ensaio, a Laponita® não apresentou toxicidade nas diferentes concentrações 

analisadas (Figura 11). No entanto, na concentração de 5mg/mL em 48 horas de ensaio houve 

uma redução na população de náuplios, porém, os resultados apresentados foram abaixo da 

CL50. Com base nesses resultados, pode-se considerar que a Laponita® apresenta baixa 

toxicidade nas concentrações testadas (Meyer et al., 1982; Sousa et al., 2021). Porém, apesar 

do teste ser considerado extremamente útil e versátil, pois possui aplicabilidade em diversas 

áreas do conhecimento, ressalta-se que é um teste de triagem, e para uso em terapia celular, 

outras metodologias são mais reprodutíveis. 
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Figura 11: Ensaio de toxicidade por Artemia salina 
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). Gráfico mostrando a quantidade de náuplios vivos (eixo y) em 24 e 48 horas 

e as concentrações testadas (eixo x).  

 

Morfologia e Unidade Formadora de Colônia- UFC 

O processo de isolamento das ADSC mostrou adesão à superfície plástica e morfologia 

celular de fusiforme a fibroblastoíde em todas as amostras. As primeiras células plástico 

aderentes, com morfologia fibroblastóide foram visualizadas aos 8 dias de cultivo celular, as 

primeiras colonias, se formando aos 12 dias (Figura 12A) e a confluência de 80% (Figura 12B) 

da área da garrafa, constatada aos 14 dias de cultivo. Quanto à expansão celular não foi 

apresentada alteração na morfologia, e as células seguiram as características padrão de 

aderência celular, a morfologia fibroblastóide, exibindo núcleos esféricos e proliferação em 

monocamada, o comprimento médio de 74,45 ± 9,31μm e largura média de 18,79 ± 3,55μm. 

Pelo ensaio de unidades formadoras de colônias (UFC) foi possível observar a formação de 124 

colônias bem definidas. Após coloração com Giemsa, as células apresentaram-se basofílica e 

forte interação entre si (Figura 12C). 
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Figura 12: Formação de colônias e morfologia das células-tronco mesenquimais 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). (A) ADSC iniciando a formação de colônias de células (UFC) (obj. de 10x); 

(B) ADSC com 80% de confluência e formando uma monocamada de células (obj. de 10x) (C) ADSC 

evidenciando através da coloração de Giemsa a morfologia fibroblastóide (obj. de 10x). 

 

Caracterização Imunofenotípica 

As células-tronco derivadas do tecido adiposo de rato Wistar demonstraram ausência 

de expressão do marcador de progenitores hematopoéticos CD14 (Figura 13B). Ainda, 

ausência para CD45 (Figura 13C), marcador expresso na superfície de todos os leucócitos 

humanos, excluindo a possibilidade da presença dessas células no cultivo celular (Kaewkhaw 

et al., 2011). Na figura 13D é apresentado as células pertencentes ao CD90, no qual possui 

marcação positiva. O CD90 é uma molécula localizada na parte externa da membrana celular, 

com expressão e regulação específicas, para alguns tipos celulares, dentre eles, as células-

tronco. Essa glicoproteína tem variadas funções: sinalização, adesão, proliferação e 

modificações morfológicas celulares (Shahar et al., 2017; Huang et al., 2017). Outra marcação 

positiva apresentada foi para o CD105 (Figura 13E) que é uma glicoproteína de membrana 

celular encontrada em células endoteliais em formação, células estromais e células 

mesenquimais, sendo considerado um marcador de neovascularização. Além disso, é um dos 

marcadores estabelecidos como expresso por células mesenquimais, devido à origem 

mesenquimal dos vasos sanguíneos, e é amplamente demonstrado na literatura em culturas de 

células-tronco (Gronthos et al., 2001; Ranjbaran et al., 2017). Embora o CD105 seja 

considerado um importante marcador de células-tronco mesenquimais, alguns artigos 

demonstram que sua expressão varia, dependendo do tecido de origem no qual foram isoladas, 

o tempo de cultura in vitro, a confluência e o estado de diferenciação das células (Gaebel et 

al., 2011; Anderson et al., 2013).  
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Figura 13: Imunofenotipagem das ADSC 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). Gráfico com a imunofluorescência para os anticorpos CD14 (8B), CD45 

(8C), CD90 (8D), CD105 (8E) e Branco (8A). 

 

Plasticidade Celular 

A partir do quinto dia de indução adipogênica, pequenas alterações morfológicas 

começaram a ser observadas (Figura 14B) em relação ao grupo controle (indiferenciadas) 

(Figura 14A). As células adquiriram um aspecto mais arredondado e algumas apresentavam 

morfologia mais achatada, sendo observada uma dilatação da área citoplasmática próximo ao 

núcleo. Após o sétimo dia de indução, foi realizada a coloração e foi possível evidenciar os 

marcadores adipogênicos através das gotículas de gordura coradas de vermelho (Figura 14C). 

Na diferenciação condrogênica, as ADSC apresentaram um achatamento do citoplasma, 

perdendo a morfologia fibroblastóide. Após os 14 dias e os poços serem corados, foi possível 

destacar, as marcações condrogênicas que se coram de azul no interior do citoplasma e na matriz 

extracelular (Figura 14D). As células induzidas para diferenciação osteogênica apresentaram 

mudanças morfológicas, a partir do nono dia de indução, em comparação ao grupo controle. 

Foi possível observar espaços mais amplos entre as células e posteriormente apareceram 

acúmulos de material esbranquiçado, que se assemelhava a depósitos de cálcio, e continuou, 

até o vigésimo primeiro dia de indução. Essa diferenciação foi avaliada pela coloração 

histoquímica, que indicou as marcações osteogênicas presentes após 21 dias. A concentração 
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de vermelho de Alizarin red foi qualitativamente avaliada nos diferentes grupos deste estudo. 

Em algumas regiões do poço apresentavam coloração com menor intensidade da marcação 

(Figura 14E), enquanto em outras localizações eram evidentes a coloração forte identificando 

nódulos mineralizados e intensa formação de tecido calcificado (Figura 14F). Desta forma, a 

avaliação qualitativa dos marcadores evidencia-se que o grupo de células estudadas, trata-se de 

células-tronco mesenquimais, pois segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular 

(ISTC) uma determinada população de células será classificada como célula-tronco 

mesenquimal quando possuir a capacidade de diferenciar-se em linhagens adipogênica, 

condrogênicas e osteogênica. 

Figura 14: Ensaio de plasticidade das células-tronco mesenquimais 
 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). (A) Controle Negativo (células indiferenciadas) evidenciando através da 
coloração de Giemsa a morfologia fibroblastóide das ADSC (obj. de 20x); (B) ADSC com 5 dias de indução (obj. 

de 20x) (C) ADSC após a coloração com Oil red evidenciando as gotículas de lipídeos que se coram de vermelho 

(obj. de 40x). (D) ADSC após coloração com Alcian Blue destacando-se o acúmulo de proteoglicanos (coloração 

azul) (obj. 20x). (E) ADSC após coloração com alizarin red e discreta síntese de formação osteogênica (obj.20x); 

(F) ADSC após coloração com alizarin red e intensa síntese de formação osteogênica com presença de nódulos 

mineralizados (obj. 40x). 
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Diferenciação Osteogênica induzida pela Laponita® 

Ao longo dos primeiros dias, as células induzidas para diferenciação osteogênica 

começam a apresentar as mesmas características morfológicas em comparação ao grupo 

controle (células sem o material e com indução). A partir do oitavo dia de cultivo tanto o 

controle quanto os poços com o material, apresentaram espaços mais amplos entre as células. 

No entanto, é relevante destacar que os poços que continha a Laponita® e o meio de indução, 

não apresentaram espaços no meio e as ADSC formaram uma espécie de colônia se interligando 

umas as outras. Posteriormente, destacaram-se acúmulos de material esbranquiçado, 

semelhante a depósitos de cálcio, de maior intensidade nos poços com Laponita® e indução, 

que nos demais poços, e seguiu até o vigésimo primeiro dia de indução. Ao avaliar os poços, 

foi observado que, todos apresentaram diferenciação osteogênica, tanto o grupo controle 

(Figura 15A), quanto a Laponita® 3% e 6% com indução (Figura 15B e 15C), e Laponita® 3% 

e 6% sem indutor (Figura 15D e 15E).  

 

Figura 15: Ensaio de Diferenciação Osteogênica induzida pela Laponita® 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). (A) Controle Negativo (células sem o material e com indução) após 

coloração com alizarin red evidenciando discreta formação osteogênica (obj. de 40x); (B) Diferenciação 
Laponita® 3% com indutor após coloração com alizarin red e intensa síntese de formação osteogênica (obj.20x); 

(C) Diferenciação Laponita® 6% com indutor após coloração com alizarin red e intensa síntese de formação 

osteogênica (obj.20x); (D) Diferenciação Laponita® 3% sem indutor após coloração com alizarin red e discreta 

síntese de formação osteogênica (obj.20x); (E) Diferenciação Laponita® 6% sem indutor após coloração com 
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alizarin red e discreta síntese de formação osteogênica (obj.20x). 

 

É importante ressaltar que possivelmente a Laponita® 3% e a Laponita® 6% com 

presença do indutor no meio, potencializou a diferenciação osteogênica, devido a intensidade 

na coloração com Alizarin red mostrando que nessa área com evidente coloração em vermelho 

(Figura 15B e 15C) há uma possível formação de tecido calcificado, justificável através de 

nódulos mineralizados identificados pela coloração com Alizarin red, semelhantes aos 

resultados obtidos por Mihaila et al. (2013) e por Gaharwar et al. (2013). 

 

Citotoxicidade da Laponita® sobre ADSC 

A avaliação da citotoxicidade da Laponita® sobre as ADSC pelo MTT, demonstrou que, 

em todos os grupos estudados houve aumento da capacidade de conversão do MTT em cristais 

de formazan, ao longo do tempo de cultivo (Figura 16).  

Figura 16:Análise de citotoxicidade da Laponita® sobre ADSC por MTT. 
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). Viabilidade das ADSC em diferentes concentrações da Laponita® e em 

diferentes tempos pela metodologia de MTT. 

 

Obteve-se em 24 horas de cultivo um aumento da viabilidade celular de 133,6% para os 

poços com Laponita® 3% em relação ao grupo controle, e para os poços com Laponita® 6% a 
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viabilidade foi de 89% (p<0,05). Os resultados para 48 horas de cultivo foram de 79% para os 

poços com Laponita® 3% e 108,7% para os poços com a Laponita® 6% (p<0,05). Quando 

mantidas em 72 horas de cultivo as ADSC apresentaram uma viabilidade de 101,7% para os 

poços com Laponita® 3%, e para os poços com Laponita® 6% a viabilidade foi de 116% (Figura 

15) (p<0,05). Com base nesses resultados, pode-se inferir que nenhuma das concentrações do 

biomaterial apresentou efeito tóxico pelo método de MTT. Pois, de acordo com a norma 

ISO10993-5 (2009) a viabilidade celular de materiais classificados como não citotóxicos deve 

ser superior a 75%, os ligeiramente citotóxicos, entre 50% a 70%, e os materiais considerados 

muito citotóxicos, quando a viabilidade é inferior a 25%. Portanto, a Laponita® apresentou 

resultados superiores a 75%, sendo a sua maioria, acima de 100%, demonstrando que o aumento 

da viabilidade celular, ocorre em consequência da expansão das células em contato com a 

Laponita®, que favoreceu a proliferação celular. 

Teste de Genotoxicidade por Ensaio Cometa 

As variações do índice de dano em função das concentrações da Laponita® (3% e 6%) 

e tempo de exposição (24, 48 e 72 horas) estão representados na Figura 11A. Não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas entre o ID e os grupos experimentais. 

 

Figura 17: Efeitos genotóxicos (índice de dano e frequência de dano). 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). (A) índice de dano; (B) frequência de dano. Os valores foram expressos em 

média ± desvio padrão usando anova one-way com teste de Tukey. a diferente quando comparado ao controle 

negativo. b diferente quando comparado a Laponita® 3%. 

 

A análise indica, que há uma tendência geral de aumento, porém não houve diferenças 

significativas entre as concentrações, e os tempos de exposição (p<0,05). Em relação à 
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frequência de danos, os dados agrupados pelos tratamentos com diferentes tempos e 

concentrações da Laponita®, indicaram diferenças significativas (p< 0,01) no tratamento 

principal Laponita® e secundário tempo. Por meio da análise estatística verifica-se essas 

diferenças, na figura 11B, identificado por “a” os dados obtidos, diferem quando comparado ao 

controle negativo. Quando representados por “b” diferem quando comparado a Laponita® 3% 

(Figura 11B). Desta forma, apesar do resultado ter apresentado baixa genotoxicidade do 

material, houve uma frequência de danos aos grupos expostos das ADSC, que apresentaram 

tendência de aumento em função das concentrações e do tempo. Em um estudo realizado por 

Paolo (2006) no qual foram analisadas todas as etapas do ensaio cometa, foi possível observar 

que há diversas variáveis que interferem diretamente nos resultados, como o período de 

incubação na solução de lise, a voltagem e o período da eletroforese e o pH alcalino. Assim, 

esses dados podem sugerir novas abordagens para analisar a possível genotoxicidade do 

material em intervalos de exposições maiores e utilizando outras metodologias como o ensaio 

de micronúcleo. 

 

CONCLUSÃO 

Os parâmetros utilizados neste estudo, indicam que a Laponita® é um biomaterial 

promissor para a engenharia de tecidos devido a sua baixa toxicidade, observada tanto na 

triagem com Artemia salina, quanto nos testes de MTT. A Laponita® demonstrou viabilidade 

celular in vitro, e proliferação celular, além disso, a Laponita® foi capaz de induzir a 

osteogênese sem indução no meio e potencializou os resultados com indutor. A genotoxicidade 

entre a interação da célula com a Laponita® não demonstrou diferenças estatisticamente 

significativas entre o índice de dano e os grupos experimentais, porém, quanto a frequência de 

dano, a Laponita® 6% difere quando comparada Laponita® 3% em maior tempo de exposição. 

Dessa forma, mais estudos são necessários para avaliar o uso como biomaterial, além de 

investigar a atividade da ALP, dentre outros marcadores osteogênicos durante a diferenciação 

celular. 
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A caracterização química da Laponita® demonstrou uma estrutura cristalina e 

organizada do material. As análises termogravimétricas apresentaram a estabilidade do material 

frente às temperaturas o que o torna excelente para aplicações biomédicas e esterilização do 

material. A sua baixa toxicidade no teste de triagem com Artemia salina, evidencia que o 

material não causou toxicidade nas concentrações testadas. Os resultados do ensaio in vitro do 

teste de MTT sugere que a Laponita® proporciona um suporte para a proliferação celular, sem 

produzir citotoxicidade, destacando-se como um biomaterial promissor para a engenharia de 

tecidos devido a sua alta viabilidade celular. Além disso, a Laponita® foi capaz de induzir a 

osteogênese sem indução presente no meio e potencializou os resultados com indutor de 

diferenciação. No ensaio de genotoxicidade a Laponita® não apresentou diferenças 

significativas quando ao índice de dano, no entanto quanto a frequência do mesmo, os 

resultados expostos constataram que há uma tendência geral de aumento de dano em função 

das concentrações e em função do tempo. Assim, é importante destacar que o material apresenta 

resultados promissores, para uso em diversas áreas. Contudo, mais estudos serão necessários, 

para avaliar seu uso como biomaterial, além de investigar a atividade da ALP, dentre outros 

marcadores osteogênicos, durante a diferenciação celular, bem como, a utilização de outras 

metodologias que identifiquem potenciais genotóxicos a longo prazo, tornando a terapêutica 

com a Laponita® segura e eficaz. 
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