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APRESENTAÇÃO

O e-book: Impactos das Tecnologias na Engenharia Biomédica, é composto por 
8 artigos científicos que abordam temas como a utilização de processamento de sinal 
para reconhecer padrões de cardiopatias em eletrocardiograma, engenharia de tecidos 
utilizando gelatina para regeneração de tecido cartilaginoso, engenharia química para 
liberação controlada de Ibuprofeno no sistema gastrointestinal e analise da bioatividade 
em superfícies de titânio tratada. Também apresenta um novo dispositivo eletrônico de 
segurança em coletores de perfurocortantes. Por fim, descreve o desenvolvimento 
de baixo custo de um phantom antropomórfico de crânio com impressora 3D para 
controle de qualidade em equipamentos de raios X.

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

Desejo a todos uma excelente leitura!

Prof. MSc. Fabrício Loreni da Silva Cerutti
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RESUMO: A engenharia de tecidos é uma área 
multidisciplinar de pesquisa e desenvolvimento, 
cujo objetivo final é a retomada da função 
tecidual a partir de três elementos fundamentais: 
células, biomateriais e microambiente. O 
estudo das propriedades dos biomateriais é 
essencial para garantir a segurança e a eficácia 
dos mesmos. Biomateriais a base de colágeno 
e gelatina são amplamente utilizados como 
arcabouço em engenharia de tecidos visando 
a regeneração de áreas comprometidas por 
traumas ou patologias. Uma das aplicações 
propostas para estes biomateriais é a 
regeneração de tecido cartilaginoso. Neste 
estudo analisamos o comportamento de 
linhagem de células de cartilagem, de tecido 

ósseo e de epitélio de rim em contato com 
biomaterial de gelatina, originalmente utilizado 
como agente hemostático. A morfologia celular 
das células das linhagens SW1353 e MC3T3 
foi predominantemente alongada, com células 
espalhadas sobre o biomaterial de gelatina, 
indicativo de boa interação com o arcabouço. Nas 
células da linhagem Vero foi possível observar 
também a presença de células espalhadas e 
com boa adesão sobre o biomaterial. Não foram 
observados indícios de citotoxicidade, podendo 
o biomaterial de gelatina ser considerado não 
citotóxico. Essa análise demonstra o potencial 
promissor do arcabouço de gelatina, obtida de 
colágeno animal hidrolisado, para aplicações 
voltadas a reconstrução de tecido cartilaginoso, 
em defeitos osteocondrais.
PALAVRAS CHAVE: Biomaterial; Cartilagem; 
Morfologia Celular; Tecido Ósseo.

GELATIN BIOMATERIAL AS CONDRAL CELL 
CULTURE SCAFFOLD

ABSTRACT: Tissue engineering is a 
multidisciplinary area of research and 
development, with the objective of tissue function 
restore, base on three fundamental elements: 
cells, biomaterials, and microenvironment. The 
biomaterial properties study is essential to ensure 
their safety and efficacy. Biomaterials based on 
collagen and gelatin is widely used as tissue 
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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.

1 | 	INTRODUÇÃO

A engenharia de tecidos é uma área multidisciplinar de pesquisa e 
desenvolvimento, cujo objetivo final é a retomada da função tecidual a partir de três 
elementos fundamentais: Células, responsáveis pela reorganização do tecido a ser 
tratado, em geral por meio de técnicas in vitro; Biomateriais, utilizados para conduzir 
a neo formação tecidual e/ou reproduzir a função afetada por patologia ou trauma; 
Microambiente, que fornece condições para o processo de retomada da função tecidual, 
e idealmente a regeneração 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 não é recente. 
Urist (1965) tinha como objetivo a observação da formação heterotópica de osso 
pela implantação intramuscular de matriz óssea desmineralizada. Mas as tecnologias 
desenvolvidas nas últimas décadas foram fundamentais para o desenvolvimento do 
conceito atual de engenharia de tecidos: o biomimetismo dos biomateriais, a integração 
com tecidos adjacentes, as características de biodegradação e biorreabsorção, e 
a segurança de uso (RAMAKRISHNA et al., 2001; VERT, 2009; LEE et al., 2014; 
STRATAKIS, 2018).

Biomateriais são definidos como materiais “de origem natural ou sintética, usados 
em dispositivos médicos, ou biomédicos, objetivando a interação com o sistema 
biológico para ordenar, sustentar ou substituir as funções exercidas pelos tecidos 
vivos”, segundo Williams (1987). São diversas as aplicações possíveis de biomateriais, 
esses podem ser utilizados como: dispositivos médicos; como implantes, para tecido 
ósseo; como agentes de liberação controlada de fármacos; ou mesmo como substitutos 
teciduais, na engenharia de tecidos (BLACK, 2006; KEANE & BADYLAK, 2014). 

Considerando o desempenho biológico dos biomateriais e sua interação com 
tecidos vivos, quando os biomateriais têm a função de apenas guiar a regeneração 
tecidual, sendo substituídos gradativamente pelo tecido regenerado, são denominados 
biomateriais temporários, degradáveis, reabsorvíveis ou biorreabsorvíveis (VERT et 
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al., 1992; FLEMING et al., 2000).
Para que os biomateriais reabsorvíveis desempenhem sua função de indução 

de regeneração tecidual, ou mesmo de recuperação da função deste tecido, algumas 
características devem ser observadas. O biomimetismo é um fator importante para 
o sucesso tanto do desempenho do biomaterial na retomada da função tecidual 
quanto no processo de integração da área a ser reparada com os tecidos adjacentes 
(MA, 2008). Devem ainda ser consideradas características dos biomateriais, suas 
propriedades físicas, como a porosidade, e propriedades químicas, como por exemplo, 
hidrofilicidade e cargas superficiais. Podem ser realizadas modificações de superfície 
para funcionalizar biomateriais, direcionando a resposta celular, favorecendo a adesão 
e interação celular (MA, 2008). 

O desempenho mecânico dos biomateriais também é relevante visto que se 
procura restaurar a função tecidual, e não há um padrão estabelecido, uma vez que é 
tecido específico (RAMAKRISHNA et al., 2001; MA, 2008; VIERIA et al., 2009).

Além das propriedades acima citadas, duas características fundamentais 
dos biomateriais são sua biocompatibilidade e biofuncionalidade (RAMAKRISHNA 
et al., 2001; RIBEIRO et al., 2016). A biofuncionalidade tem relação direta com o 
comportamento funcional do biomaterial por meio de suas propriedades, de modo 
que o mesmo possa desempenhar a função desejada, pelo tempo necessário. Já a 
biocompatibilidade tem como definição a capacidade do material induzir uma resposta 
apropriada do hospedeiro em uma aplicação específica (WILLIAMS, 1987).

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

Propriedades semelhantes às do colágeno são encontradas na gelatina, obtida 
a partir da hidrólise de moléculas de colágeno, e utilizada como biomaterial para 
diversas aplicações, especialmente em tecidos moles como cartilagem (FINN et al. 
1992; PONTICIELLO et al., 2000; HAUG et al.,2004; GÓMEZ-GUILLÉN et al.,2011). 

A cartilagem hialina é um tecido fibroelástico que reveste as articulações e 
tem como principal função amortecer o impacto e suavizar o deslizamento entre 
as superfícies ósseas. A cartilagem tem baixo potencial de se regenerar, e apesar 
de algumas lesões condrais serem assintomáticas, a maioria manifesta-se com um 
quadro de dor contínua, diminuição da capacidade funcional e, a longo prazo, aumenta 
o risco de desenvolvimento de osteoartrose (GELBERT et al., 2000). Atualmente, 
existem variadas opções para o tratamento destas lesões, englobando desde métodos 
conservadores até técnicas de substituição da superfície articular (ALMENDRA & 
GUTIERRES, 2014). A técnica de implante autólogo de condrócitos para regeneração 
da área afetada, por exemplo, envolve os princípios da engenharia de tecidos, e 
apresenta bons resultados clínicos (BRITTBERG et al., 1994).
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Apesar disso, dada a elevada prevalência de patologias condrais, e a 
ineficiência ou restrição dos tratamentos disponíveis vários estudos estão voltados 
para o desenvolvimento de alternativas de tratamento, incluindo novos arcabouços 
biológicos, que sirvam de suporte para células condrais, possibilitando a regeneração 
tecidual, podendo ser utilizadas em associação com a técnica de implante autólogo de 
condrócitos (MARCACCI et al., 2007).

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

2 | 	METODOLOGIA

2.1	Biomaterial

Foram utilizadas amostras de biomaterial à base de colágeno animal hidrolisado, 
na forma de gelatina, normalmente empregado como agente hemostático. As amostras 
utilizadas apresentavam aproximadamente 0,25 cm3 e foram esterilizadas por radiação 
gama, com dose de 25kGy (IPEN/USP).

2.2	Cultura de Células

Foram utilizadas três linhagens celulares: a linhagem de condrossarcoma 
humano (SW1353) (03823 BCRJ) (GEBAUER et al., 2005), a linhagem de tecido 
ósseo 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 α-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 100μg/ml de solução antibiótica, penicilina/
estreptomicina. As culturas foram mantidas em estufa a 37 °C com 5% de CO2. As 
trocas de meio de cultura foram realizadas a cada três dias e o repique foi realizado 
com a confluência de monocamada. Os experimentos foram realizados em duplicata.

Os experimentos consistiram na inoculação de 5x104 células por amostra de 
biomaterial em placas de cultura de 12 poços. Os períodos de análise 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 microscópio de luz, com contraste de fase (Axiovert A1/Zeiss) 
(resultados não apresentados). Como controle da morfologia celular, foram utilizadas 
a própria placa de cultura e lamínulas de vidro. Findado cada período determinado 
as amostras foram processadas para análise de morfologia celular por microscopia 
eletrônica de varredura. 



Impactos das Tecnologias na Engenharia Biomédica Capítulo 2 9

A análise da morfologia celular foi realizada com a técnica de microscopia 
eletrônica de varredura (GASHTI et al., 2012). 

Após os períodos de experiementação as amostras de gelatina com células 
foram fixadas em glutaraldeído 2,5 %, em tampão fosfato, pH 7,4. Em seguida as 
amostras foram lavadas em água destilada, desidratadas em série crescente de etanol, 
a secagem final foi realizada em equipamento de ponto crítico (Leica EM CPD300) e 
as amostras foram recobertas ouro em equipamento de sputerring (Leica ACE 200). A 
observação foi realizada em Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) (FEI Quanta 
250).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Para análise do potencial das esponjas de gelatina (Figura 1) como arcabouços 
para engenharia de tecidos foram utilizadas três linhagens: linhagem de condrossarcoma 
humano, SW1353; linhagem de tecido ósseo 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 primário de 
grau II, obtido a partir do úmero direito de uma mulher de 72 anos (GEBAUER et al., 
2005). 

As células de linhagem MC3T3 foram células obtidas a partir de tecido ósseo 
de camundongo. Esta linhagem é considerada modelo para estudar a diferenciação 
osteoblástica in vitro (WANG et al., 1999).

A utilização das linhagens de células condrais (SW1353) e ósseas (MC3T3) 
neste projeto permitiu a avaliação do arcabouço de gelatina, visando, futuramente, a 
possível aplicação clínica do deste biomaterial em defeitos osteocondrais. 

As análises ainda envolveram a linhagem de células Vero, derivada de células 
epiteliais de rim de macaco verde africano (AMMERMAN et al., 2008), mesmo não se 
tratando de células presentes nos tecidos cartilaginoso e ósseo 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 inclusão desta linhagem nos experimentos como 
referencia de modelo celular. 

A   análise    morfológica   das células das 3 linhagens mencionadas, cultivadas por 
até 7 dias sobre amostras de gelatina, permitiu observar que as células apresentaram boa 
interação com o biomaterial, sendo que o período de cultivo celular e as características 
individuais de cada linhagem foram fatores determinantes para o comportamento das 
células sobre o biomaterial. Não foram observadas alterações 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 adesão focal, 
na forma de lamelipódios, seguindo o padrão de morfologia celular observado nas 
placas de cultura durante o acompanhamento experimental (com microscopia de luz), 
demonstrando boa adesão célula-biomaterial. Não foram observados processos de 
morte celular, sendo considerada a gelatina não citotóxica para as células SW1353 
durante o período de 7 dias de cultura. Foi possível observar células com morfologia 
predominantemente arredondada, no interior dos poros do biomaterial, durante todo o 
período de cultura (Figura 2).

As células da linhagem MC3T3, por sua vez, apresentaram bom espalhamento 
sobre a gelatina (Figura 3), com morfologia predominantemente alongada, e 
interação célula-célula, aspectos observados a partir de diversos prolongamentos 
citoplasmáticos (Figura 3D). De forma semelhante às células de linhagem SW1353 
não foram observados sinais de morte celular. Não foi possível identificar diferença 
morfológica significativa entre as linhagens. 



Impactos das Tecnologias na Engenharia Biomédica Capítulo 2 11

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-osteoblásticas) 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 adesão sobre o 
biomaterial, bem como grande número de células tanto nas amostras de gelatina 
(Figura 4), quanto nas lamínulas utilizadas como controle (Figura 5). Além disso, esta 
linhagem demonstrou adesão mais rápida ao biomaterial em comparação às 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 
padrão de crescimento das células Vero.

Em estudos realizados por RHEE e GRINNEL (2007), o formato das células em 
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um arcabouço tridimensional permite analisar a viabilidade da aplicação do biomaterial. 
Enquanto que células de baixa interação com o arcabouço possuem forma arredondada 
com baixa atividade celular, indicativo de processo de diferenciação, as células com 
aspecto espalhado são características de alta interação com o arcabouço, e exibem 
alta atividade celular proliferativa. Em todas as linhagens, foi possível observar além de 
células espalhadas sobre a superfície do biomaterial, nas paredes externas dos poros, 
também células pouco aderidas à gelatina, com morfologia arredondada (Figuras 2E, 
3E, 4E).

Observou-se ainda que quanto maior o período 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 arcabouço de 
acomodação 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 períodos de análise (até 7 dias) as células mantiveram o aspecto característico de 
cada linhagem, demonstrando boa viabilidade celular e interação das células com o 
biomaterial de gelatina, sendo este considerado promissor para aplicação clínica em 
efeito osteocondral.
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Figura 5. Micrografia de células Vero cultivadas por 7 dias sobre lamínula, obtida por MEV.
Fonte: O autor.

4 | 	CONCLUSÕES

Analisando a morfologia celular das linhagens SW1353 e MC3T3, linhagens 
de células provenientes de tecido condral e ósseo, respectivamente, verificou-se a 
presença de células espalhadas sobre boa parte do biomaterial de gelatina, indicativo 
de boa interação com o arcabouço e alta atividade celular dessas células. Ao analisar 
a morfologia das células da linhagem Vero, foi possível observar também a presença 
da maior parte das células espalhadas e com boa adesão sobre o biomaterial. Não 
foram observados indícios de citotoxicidade, podendo o biomaterial de gelatina ser 
considerado não citotóxico. Essa análise demonstra o potencial promissor da esponja 
de gelatina, obtida de colágeno animal hidrolisado, para aplicações voltadas a 
reconstrução de tecido cartilaginoso, em defeitos osteocondrais.
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