FABRICIO LORENI DA SILVA CERUTT

IMPAGTOS DAS (ORGANIZADOR)
TECNOLOGIAS

NA ENGENHARIA

BIOMEDICA

Z\tena

Editora
Ano 2020



FABRICIO LORENI DA SILVA CERUTT

IMPACTOS DAS (ORGANIZADOR)
TECNOLOGIAS

NA ENGENHARIA

BIOMEDICA

Z\tena

Editora
Ano 2020



2020 by Atena Editora
Copyright © Atena Editora
Copyright do Texto © 2020 Os autores
Copyright da Edicao © 2020 Atena Editora
Editora Chefe: Prof? Dr® Antonella Carvalho de Oliveira
Diagramacao: Lorena Prestes
Edigcdo de Arte: Lorena Prestes
Revisdo: Os Autores

Todo o conteludo deste livro esta licenciado sob uma Licenga de Atribuicdo Creative
BY Commons. Atribui¢ao 4.0 Internacional (CC BY 4.0).

0 conteldo dos artigos e seus dados em sua forma, correcao e confiabilidade sao de responsabilidade exclusiva
dos autores. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos créditos aos
autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.

Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof? Dr® Adriana Demite Stephani - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Alvaro Augusto de Borba Barreto - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof. Dr. Antonio Gasparetto Junior - Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais

Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Carlos Antonio de Souza Moraes - Universidade Federal Fluminense

Prof. Dr. Constantino Ribeiro de Oliveira Junior - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof? Dr® Denise Rocha - Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Rondonia

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Fabiano Tadeu Grazioli - Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai € das Missoes
Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana

Prof? Dr? Ivone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof® Dr® Keyla Christina Almeida Portela - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof? Dr? Lina Maria Goncalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof? Dr® Miranilde Oliveira Neves - Instituto de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Para
Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Sandra Regina Gardacho Pietrobon - Universidade Estadual do Centro-Oeste
Prof? Dr? Sheila Marta Carregosa Rocha - Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Urandi Joao Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof? Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias
Prof® Dr® Daiane Garabeli Trojan - Universidade Norte do Parana

| Atena

LEditora
Ano 2020




Prof® Dr® Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazonia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vicosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Fagner Cavalcante Patrocinio dos Santos - Universidade Federal do Ceara
Prof? Dr? Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof. Dr. Julio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof? Dr® Lina Raquel Santos Araujo - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Pedro Manuel Villa - Universidade Federal de Vicosa

Prof? Dr? Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof? Dr? Talita de Santos Matos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Tiago da Silva Teéfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas

Ciéncias Biolégicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof? Dr? Anelise Levay Murari — Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Prof? Dr? Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr? Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina
Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande
Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para
Prof? Dr® Magnélia de Araljo Campos - Universidade Federal de Campina Grande
Prof? Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof? Dr® Vanessa Lima Gongcalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof. Dr. Alexandre Leite dos Santos Silva - Universidade Federal do Piaui
Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias
Prof® Dr® Carmen Lucia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
Prof. Dr. Marcelo Marques - Universidade Estadual de Maringa

Prof® Dr® Neiva Maria de Almeida - Universidade Federal da Paraiba

Prof? Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista

Conselho Técnico Cientifico

Prof. Msc. Abraao Carvalho Nogueira - Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Msc. Adalberto Zorzo - Centro Estadual de Educacao Tecnol6gica Paula Souza
Prof. Dr. Adaylson Wagner Sousa de Vasconcelos - Ordem dos Advogados do Brasil/Seccional Paraiba
Prof. Msc. André Flavio Gongalves Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof® Dr® Andreza Lopes - Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento Académico

Prof® Msc. Bianca Camargo Martins - UniCesumar

Prof. Msc. Carlos Antdnio dos Santos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Msc. Claldia de Araljo Marques - Faculdade de Musica do Espirito Santo

Prof. Msc. Daniel da Silva Miranda - Universidade Federal do Para

Prof?® Msc. Dayane de Melo Barros - Universidade Federal de Pernambuco

| Atena

Editora
Ano 2020




Prof. Dr. Edwaldo Costa - Marinha do Brasil

Prof. Msc. Eliel Constantino da Silva - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita

Prof. Msc. Gevair Campos - Instituto Mineiro de Agropecuaria

Prof. Msc. Guilherme Renato Gomes - Universidade Norte do Parana

Prof? Msc. Jaqueline Oliveira Rezende - Universidade Federal de Uberlandia

Prof. Msc. José Messias Ribeiro Janior - Instituto Federal de Educacao Tecnoldgica de Pernambuco
Prof. Msc. Leonardo Tullio - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Msc. Lilian Coelho de Freitas - Instituto Federal do Para

Prof® Msc. Liliani Aparecida Sereno Fontes de Medeiros - Consércio CEDERJ

Prof? Dr? Livia do Carmo Silva - Universidade Federal de Goias

Prof. Msc. Luis Henrique Almeida Castro - Universidade Federal da Grande Dourados

Prof. Msc. Luan Vinicius Bernardelli - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Msc. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof? Msc. Renata Luciane Polsaque Young Blood - UniSecal

Prof? Msc. Solange Aparecida de Souza Monteiro - Instituto Federal de Sao Paulo

Prof. Dr. Welleson Feitosa Gazel - Universidade Paulista

Dados Internacionais de Cataloga¢ao na Publicagao (CIP)
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)

134 Impactos das tecnologias na engenharia biomédica [recurso
eletrénico] / Organizador Fabricio Loreni da Silva Cerutti. — Ponta
Grossa, PR: Atena Editora, 2020.

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader.
Modo de acesso: World Wide Web.

Inclui bibliografia

ISBN 978-85-7247-937-0

DOI 10.22533/at.ed.370201701

1. Biomedicina. 2. Educacao médica. 3. Medicina — Pratica.
I.Cerutti, Fabricio Loreni da Silva.
CDD 610.69

Elaborado por Mauricio Amormino Junior — CRB6/2422

Atena Editora
Ponta Grossa - Parana - Brasil
www.atenaeditora.com.br
contato@atenaeditora.com.br

| Atena

Editora
Ano 2020




APRESENTACAO

O e-book: Impactos das Tecnologias na Engenharia Biomédica, é composto por
8 artigos cientificos que abordam temas como a utilizagéo de processamento de sinal
para reconhecer padrdes de cardiopatias em eletrocardiograma, engenharia de tecidos
utilizando gelatina para regeneragao de tecido cartilaginoso, engenharia quimica para
liberacéo controlada de Ibuprofeno no sistema gastrointestinal e analise da bioatividade
em superficies de titanio tratada. Também apresenta um novo dispositivo eletronico de
seguranca em coletores de perfurocortantes. Por fim, descreve o desenvolvimento
de baixo custo de um phantom antropomérfico de cranio com impressora 3D para
controle de qualidade em equipamentos de raios X.

Com certeza este e-book ira colaborar para expandir o conhecimento dos leitos
nas diferentes areas da Engenharia Biomédica.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Prof. MSc. Fabricio Loreni da Silva Cerutti
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RESUMO: A engenharia de tecidos € uma area
multidisciplinar de pesquisa e desenvolvimento,
cujo objetivo final é a retomada da funcéo
tecidual a partir de trés elementos fundamentais:
células, biomateriais e microambiente. O
estudo das propriedades dos biomateriais &
essencial para garantir a seguranca e a eficacia
dos mesmos. Biomateriais a base de coladgeno
e gelatina sao amplamente utilizados como
arcabougco em engenharia de tecidos visando
a regeneracdo de areas comprometidas por
traumas ou patologias. Uma das aplicagdes
propostas para estes biomateriais €& a
regeneragcao de tecido cartilaginoso. Neste
estudo analisamos o0 comportamento de
linhagem de células de cartilagem, de tecido

Impactos das Tecnologias na Engenharia Biomédica

CELULAS CONDRAIS

0sseo e de epitélio de rim em contato com
biomaterial de gelatina, originalmente utilizado
como agente hemostatico. A morfologia celular
das células das linhagens SW1353 e MC3T3
foi predominantemente alongada, com células
espalhadas sobre o biomaterial de gelatina,
indicativodeboainteragdocomoarcabouco. Nas
células da linhagem Vero foi possivel observar
também a presenca de células espalhadas e
com boa adeséo sobre o biomaterial. Nao foram
observados indicios de citotoxicidade, podendo
o biomaterial de gelatina ser considerado néo
citotoxico. Essa andlise demonstra o potencial
promissor do arcabouco de gelatina, obtida de
colageno animal hidrolisado, para aplicagdes
voltadas a reconstrucéo de tecido cartilaginoso,
em defeitos osteocondrais.

PALAVRAS CHAVE: Biomaterial; Cartilagem;
Morfologia Celular; Tecido Osseo.

GELATIN BIOMATERIAL AS CONDRAL CELL
CULTURE SCAFFOLD

ABSTRACT:
multidisciplinary
development, with the objective of tissue function

Tissue engineering is a

area of research and
restore, base on three fundamental elements:
cells, biomaterials, and microenvironment. The
biomaterial properties study is essentialto ensure
their safety and efficacy. Biomaterials based on
collagen and gelatin is widely used as tissue

Capitulo 2




engineering scaffolds for regeneration of damaged areas, by trauma or pathology. One
of the proposed biomaterial application is the chondral tissue. In this study we analyzed
the behavior of cell lines from cartilage, bone and kidney epithelium in contact to gelatin
biomaterial, originally used as haemostatic agent. Cell morphology of SW1353 and
MC3T3 lineages were predominantly elongated on the gelatin biomaterial, indicating
a good cell interaction to the scaffold. For the Vero cell lineage it was also possible to
observe the presence of spread cells with good adhesion to the scaffold. There were
not observed citotoxicity sign, and the biomaterial was considered non cytotoxic. This
analyzes demonstrate an encouraging potential for the gelatin scaffold, obtained forma
animal collagen hydrolyses, for cartilage tissue application, in osteochondral deffects.
KEYWORDS: Biomaterial; Cartilage; Cell Morphology; Bone Tissue.

11 INTRODUCAO

A engenharia de tecidos é uma area multidisciplinar de pesquisa e
desenvolvimento, cujo objetivo final é a retomada da fungao tecidual a partir de trés
elementos fundamentais: Células, responsaveis pela reorganizacao do tecido a ser
tratado, em geral por meio de técnicas in vitro; Biomateriais, utilizados para conduzir
a neo formacao tecidual e/ou reproduzir a funcéo afetada por patologia ou trauma;
Microambiente, que fornece condi¢des para o processo de retomada da fungéo tecidual,
e idealmente a regeneracdo do mesmo (LANGER & VACANTI, 1993; BARBANTI &
ZAVAGLIA, 2005; LANZA et al., 2007;HUANG et al., 2019).

Esta abordagem de engenharia de tecidos para os biomateriais ndo € recente.
Urist (1965) tinha como objetivo a observacdao da formacéo heterotdpica de osso
pela implantagdo intramuscular de matriz 6ssea desmineralizada. Mas as tecnologias
desenvolvidas nas ultimas décadas foram fundamentais para o desenvolvimento do
conceito atual de engenharia de tecidos: o biomimetismo dos biomateriais, a integracao
com tecidos adjacentes, as caracteristicas de biodegradacéo e biorreabsorcéo, e
a seguranca de uso (RAMAKRISHNA et al,, 2001; VERT, 2009; LEE et al., 2014;
STRATAKIS, 2018).

Biomateriais sdo definidos como materiais “de origem natural ou sintética, usados
em dispositivos médicos, ou biomédicos, objetivando a interacdo com o sistema
biolégico para ordenar, sustentar ou substituir as fungcbes exercidas pelos tecidos
vivos”, segundo Williams (1987). S&o diversas as aplicagcbes possiveis de biomateriais,
esses podem ser utilizados como: dispositivos médicos; como implantes, para tecido
0sseo; como agentes de liberacao controlada de farmacos; ou mesmo como substitutos
teciduais, na engenharia de tecidos (BLACK, 2006; KEANE & BADYLAK, 2014).

Considerando o desempenho biol6gico dos biomateriais e sua interacdo com
tecidos vivos, quando os biomateriais tém a funcédo de apenas guiar a regeneracao
tecidual, sendo substituidos gradativamente pelo tecido regenerado, séo denominados
biomateriais temporarios, degradaveis, reabsorviveis ou biorreabsorviveis (VERT et
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al., 1992; FLEMING et al., 2000).

Para que os biomateriais reabsorviveis desempenhem sua funcdo de inducgéao
de regeneracéo tecidual, ou mesmo de recuperacao da funcéo deste tecido, algumas
caracteristicas devem ser observadas. O biomimetismo € um fator importante para
0 sucesso tanto do desempenho do biomaterial na retomada da fung¢do tecidual
guanto no processo de integracdo da area a ser reparada com os tecidos adjacentes
(MA, 2008). Devem ainda ser consideradas caracteristicas dos biomateriais, suas
propriedades fisicas, como a porosidade, e propriedades quimicas, como por exemplo,
hidrofilicidade e cargas superficiais. Podem ser realizadas modificacbes de superficie
para funcionalizar biomateriais, direcionando a resposta celular, favorecendo a adesao
e interacao celular (MA, 2008).

O desempenho mecanico dos biomateriais também é relevante visto que se
procura restaurar a fung¢ao tecidual, e ndo ha um padréo estabelecido, uma vez que &
tecido especifico (RAMAKRISHNA et al., 2001; MA, 2008; VIERIA et al., 2009).

Além das propriedades acima citadas, duas caracteristicas fundamentais
dos biomateriais sdo sua biocompatibilidade e biofuncionalidade (RAMAKRISHNA
et al., 2001; RIBEIRO et al., 2016). A biofuncionalidade tem relagdo direta com o
comportamento funcional do biomaterial por meio de suas propriedades, de modo
gue o0 mesmo possa desempenhar a funcdo desejada, pelo tempo necessario. Ja a
biocompatibilidade tem como definicdo a capacidade do material induzir uma resposta
apropriada do hospedeiro em uma aplicacao especifica (WILLIAMS, 1987).

Dentre os diferentes biomateriais utilizados em engenharia de tecidos o
colageno apresenta destaque, por se tratar de um biomaterial de origem natural,
principal constituinte da matriz extracelular (MEC), e por suas caracteristicas de
biocompatibilidade e biofuncionalidade, especialmente quando se trata da regeneracéo
de tecidos moles (CHATTOPADHYAY & RAINES, 2014).

Propriedades semelhantes as do colageno sao encontradas na gelatina, obtida
a partir da hidrélise de moléculas de colageno, e utilizada como biomaterial para
diversas aplicacoes, especialmente em tecidos moles como cartilagem (FINN et al.
1992; PONTICIELLO et al., 2000; HAUG et al.,2004; GOMEZ-GUILLEN et al.,2011).

A cartilagem hialina é um tecido fibroelastico que reveste as articulacées e
tem como principal funcdo amortecer o impacto e suavizar o deslizamento entre
as superficies 6sseas. A cartilagem tem baixo potencial de se regenerar, e apesar
de algumas lesbes condrais serem assintomaticas, a maioria manifesta-se com um
quadro de dor continua, diminuicao da capacidade funcional e, a longo prazo, aumenta
o risco de desenvolvimento de osteoartrose (GELBERT et al., 2000). Atualmente,
existem variadas opgdes para o tratamento destas lesbes, englobando desde métodos
conservadores até técnicas de substituicdo da superficie articular (ALMENDRA &
GUTIERRES, 2014). A técnica de implante aut6logo de condrécitos para regeneracéo
da area afetada, por exemplo, envolve os principios da engenharia de tecidos, e
apresenta bons resultados clinicos (BRITTBERG et al., 1994).
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Apesar disso, dada a elevada prevaléncia de patologias condrais, e a
ineficiéncia ou restricdo dos tratamentos disponiveis varios estudos estdo voltados
para o desenvolvimento de alternativas de tratamento, incluindo novos arcaboucos
biolégicos, que sirvam de suporte para células condrais, possibilitando a regeneracéo
tecidual, podendo ser utilizadas em associagcao com a técnica de implante autologo de
condrocitos (MARCACCI et al., 2007).

Neste estudo foram utilizados biomateriais a base de gelatina como arcabougos
para engenharia de tecido cartilaginoso, visando futuramente o tratamento de lesées
condrais.

2| METODOLOGIA

2.1 Biomaterial

Foram utilizadas amostras de biomaterial a base de colageno animal hidrolisado,
na forma de gelatina, normalmente empregado como agente hemostatico. As amostras
utilizadas apresentavam aproximadamente 0,25 cm:e foram esterilizadas por radiacéo
gama, com dose de 25kGy (IPEN/USP).

2.2 Cultura de Células

Foram utilizadas trés linhagens celulares: a linhagem de condrossarcoma
humano (SW1353) (03823 BCRJ) (GEBAUER et al., 2005), a linhagem de tecido
6sseo de camundongo (MC3T3) (0285 BCRJ) (WANG et al., 1999), e, como linhagem
de referencia, células epiteliais de rim de macaco verde africano (Vero) (057 CCIAL)
(AMMERMAN et al., 2008) .

As células de linhagem MC3T3 foram cultivadas em meio a-MEM, as células de
linhagem SW1353 foram cultivadas em meio DMEM, e as células Vero foram cultivadas
em meio Ham-F10. Todos os meios de cultura mencionados foram suplementados
com 10 % de soro fetal bovino (SFB) e 100ug/ml de solugcéo antibidtica, penicilina/
estreptomicina. As culturas foram mantidas em estufa a 37 °C com 5% de COz2. As
trocas de meio de cultura foram realizadas a cada trés dias e o repique foi realizado
com a confluéncia de monocamada. Os experimentos foram realizados em duplicata.

Os experimentos consistiram na inoculagédo de 5x10+ células por amostra de
biomaterial em placas de cultura de 12 pocos. Os periodos de andlise foram de 2
horas, 6 horas, 24 horas, 2 dias, 5 dias e 7 dias. Durante os 7 dias de cultivo as células
foram observadas ao microscépio de luz, com contraste de fase (Axiovert A1/Zeiss)
(resultados nao apresentados). Como controle da morfologia celular, foram utilizadas
a propria placa de cultura e laminulas de vidro. Findado cada periodo determinado
as amostras foram processadas para andalise de morfologia celular por microscopia
eletrdnica de varredura.
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A andlise da morfologia celular foi realizada com a técnica de microscopia
eletrdnica de varredura (GASHTI et al., 2012).

Apb6s os periodos de experiementacdo as amostras de gelatina com células
foram fixadas em glutaraldeido 2,5 %, em tampéo fosfato, pH 7,4. Em seguida as
amostras foram lavadas em agua destilada, desidratadas em série crescente de etanol,
a secagem final foi realizada em equipamento de ponto critico (Leica EM CPD300) e
as amostras foram recobertas ouro em equipamento de sputerring (Leica ACE 200). A
observacéo foi realizada em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) (FEI Quanta
250).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para analise do potencial das esponjas de gelatina (Figura 1) como arcaboucos
paraengenhariadetecidosforam utilizadastréslinhagens:linhagemde condrossarcoma
humano, SW1353; linhagem de tecido 6sseo de camundongo, MC3T3; e linhagem de
células epiteliais de rim de macaco verde africano, Vero.

A linhagem celular SW1353 foi obtida a partir de um condrossarcoma primario de
grau ll, obtido a partir do umero direito de uma mulher de 72 anos (GEBAUER et al.,
2005).

As células de linhagem MC3T3 foram células obtidas a partir de tecido 6sseo
de camundongo. Esta linhagem €& considerada modelo para estudar a diferenciacao
osteoblastica in vitro (WANG et al., 1999).

A utilizacdo das linhagens de células condrais (SW1353) e 6sseas (MC3T3)
neste projeto permitiu a avaliagdo do arcabouco de gelatina, visando, futuramente, a
possivel aplicagcao clinica do deste biomaterial em defeitos osteocondrais.

As analises ainda envolveram a linhagem de células Vero, derivada de células
epiteliais de rim de macaco verde africano (AMMERMAN et al., 2008), mesmo néo se
tratando de células presentes nos tecidos cartilaginoso e 6sseo como as linhagens
mencionadas anteriormente. A linhagem Vero é recomendada pela norma ISO 10993-
5 (2009), que descreve métodos de teste para avaliar a citotoxicidade in vitro de
dispositivos médicos, motivando a inclusdo desta linhagem nos experimentos como
referencia de modelo celular.

A analise morfolégica das células das 3 linhagens mencionadas, cultivadas por
até 7 dias sobre amostras de gelatina, permitiu observar que as células apresentaramboa
interacdo com o biomaterial, sendo que o periodo de cultivo celular e as caracteristicas
individuais de cada linhagem foram fatores determinantes para o comportamento das
células sobre o biomaterial. Ndo foram observadas altera¢des celulares indicativas de
citotoxicidade da gelatina para nenhuma das linhagens, resultado este que corrobora
os dados da literatura (PONTICIELLO et al., 2000; RIBEIRO, 2016; RIBEIRO et al.,
2016).
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Figura 1. Micrografia do biomaterial de gelatina obtida por MEV.

Fonte: O autor.

As células da linhagem SW1353 apresentaram diversos pontos de adeséo focal,
na forma de lamelipodios, seguindo o padrao de morfologia celular observado nas
placas de cultura durante o acompanhamento experimental (com microscopia de luz),
demonstrando boa adesao célula-biomaterial. Nao foram observados processos de
morte celular, sendo considerada a gelatina n&o citotdxica para as células SW1353
durante o periodo de 7 dias de cultura. Foi possivel observar células com morfologia
predominantemente arredondada, no interior dos poros do biomaterial, durante todo o
periodo de cultura (Figura 2).

As células da linhagem MC3TS3, por sua vez, apresentaram bom espalhamento
sobre a gelatina (Figura 3), com morfologia predominantemente alongada, e
interacdo célula-célula, aspectos observados a partir de diversos prolongamentos
citoplasmaticos (Figura 3D). De forma semelhante as células de linhagem SW1353
nao foram observados sinais de morte celular. Nao foi possivel identificar diferenca
morfoldgica significativa entre as linhagens.
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Figura 2. Micrografias das células da linhagem SW1353 (condrossarcoma) sobre biomaterial de
gelatina, obtida por MEV. Tempo de cultura: A. 2 hs. B. 6 hs. C. 24 hs. D. 2 dias. E. 5 dias. F. 7
dias.

Fonte: O autor.
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Figura 3. Micrografias das células MC3T3 (pré-osteoblasticas) sobre biomaterial de gelatina,
obtida por MEV. Tempo de cultura: A. 2 hs. B. 6 hs. C. 24 hs. D. 2 dias. E. 5 dias. F. 7 dias.

Fonte: O autor.

As células Vero também apresentaram bom espalhamento e adeséo sobre o
biomaterial, bem como grande numero de células tanto nas amostras de gelatina
(Figura 4), quanto nas laminulas utilizadas como controle (Figura 5). Além disso, esta
linhagem demonstrou adesao mais rapida ao biomaterial em comparacéo as demais
linhagens, com o espalhamento celular a partir das primeiras duas horas de cultura
(Figura 4A), aspecto este condizente com o observado nas garrafas de cultura como
padrao de crescimento das células Vero.

Em estudos realizados por RHEE e GRINNEL (2007), o formato das células em
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um arcabouco tridimensional permite analisar a viabilidade da aplica¢gdo do biomaterial.
Enquanto que células de baixa interacédo com o arcaboug¢o possuem forma arredondada
com baixa atividade celular, indicativo de processo de diferenciacédo, as células com
aspecto espalhado sao caracteristicas de alta interagdo com o arcabouco, e exibem
alta atividade celular proliferativa. Em todas as linhagens, foi possivel observar além de
células espalhadas sobre a superficie do biomaterial, nas paredes externas dos poros,
também células pouco aderidas a gelatina, com morfologia arredondada (Figuras 2E,
3E, 4E).

Observou-se ainda que quanto maior o periodo de cultivo celular mantido, maior
o espalhamento observado, para todas as linhagens (Figuras 2D, 3D, 4D), sendo mais
expressivo nas células Vero (Figura 4D). As bordas dos poros da esponja de gelatina
parecem favorecer o espalhamento das células (Figuras 2D, 3C), em contrapartida,
no interior dos poros as células se apresentaram de forma predominantemente
arredondada (Figuras 2C, 3A, 74). O tamanho do poro também parece influenciar a
morfologia adquirida pelas células, de modo que podem servir como um arcabouco de
acomodacao celular (ZELTINGER et al., 2004).
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Figura 4. Micrografias das células Vero (epiteliais de rim, tipo fibroblasto) sobre biomaterial de
gelatina, obtida por MEV. Tempo de cultura: A. 2 hs. B. 6 hs. C. 24 hs.D. 2 dias. E. 5 dias. F. 7
dias.

Fonte: O autor.

Para as células das diferentes linhagens estudadas (SW1353, MC3T3, e Vero)
e periodos de analise (até 7 dias) as células mantiveram o aspecto caracteristico de
cada linhagem, demonstrando boa viabilidade celular e interacéo das células com o
biomaterial de gelatina, sendo este considerado promissor para aplicacéo clinica em
efeito osteocondral.
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Figura 5. Micrografia de células Vero cultivadas por 7 dias sobre laminula, obtida por MEV.

Fonte: O autor.

41 CONCLUSOES

Analisando a morfologia celular das linhagens SW1353 e MC3T3, linhagens
de células provenientes de tecido condral e 6sseo, respectivamente, verificou-se a
presenca de células espalhadas sobre boa parte do biomaterial de gelatina, indicativo
de boa interagdo com o arcabouco e alta atividade celular dessas células. Ao analisar
a morfologia das células da linhagem Vero, foi possivel observar também a presenca
da maior parte das células espalhadas e com boa adesdo sobre o biomaterial. Nao
foram observados indicios de citotoxicidade, podendo o biomaterial de gelatina ser
considerado néo citotdxico. Essa analise demonstra o potencial promissor da esponja
de gelatina, obtida de colageno animal hidrolisado, para aplicacbes voltadas a
reconstrucdo de tecido cartilaginoso, em defeitos osteocondrais.
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