Avaliacao da gelatina como arcabouco para células Vero
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Abstract — The materials used as a scaffold in tissue
engineering must have characteristics that are
satisfactory to cell culture. Gelatin is a substance
with a gelling ability and can acquire a structure
favorable to cell culture. This study aims to analyze
crosslinked gelatin as a scaffold for Vero cells. For
the use of the gelatin as a scaffold, it was necessary
to crosslink it with glutaraldehyde. The
characterization of the scaffold was performed by
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
surface  roughness evaluation and cellular
interaction  analysis. Gelatin  spectroscopy
evaluations did not identify alteration of the primary
structure. The gelatin had a micro-roughness of 0.11
+ 0.02 um. Analysis of the cell interaction with the
scaffold found that the cells adhered and spread
over the surface of the gelatin. Therefore, gelatin
can be considered for the use in tissue engineering.
Palavras-chave: Arcabouco, Engenharia de tecidos,
Gelatina.

Introducéo

A engenharia de tecidos tem como objetivo 0
desenvolvimento de tecidos para restaurar funcfes
de partes do corpo. Na engenharia de tecidos trés
componentes sdo considerados essenciais, sendo
eles: as células, que irdo formar o tecido, o
arcabouco, que fornecera suporte para as células, e
as moléculas sinalizadoras, que auxiliardo no
processo de regeneracao [1-4].

A escolha do arcabougo a ser utilizando na
engenharia de tecidos é de extrema importancia para
0 sucesso do implante. O arcabouco deve fornecer
suporte tridimensional para as células, controlando o
comportamento e as interacGes celulares [3,5].

A gelatina é obtida pela hidrdlise parcial do
colageno, advindo principalmente da pele e dos
0ssos de suinos e bovinos. E amplamente utilizada
em produtos das areas alimenticia e farmacéutica
devido a suas propriedades, em especial, a formacao
de gel. Sendo assim, a gelatina apresenta a
capacidade de adquirir uma estrutura tridimensional
gue pode ser considerada para o cultivo celular [6-
8].

Portanto, este estudo tem como objetivo analisar
a gelatina reticulada para seu uso como arcabougo
para células Vero.

Materiais e métodos
Preparo da gelatina reticulada

A gelatina em pd do tipo B (Proguimios) foi
dissolvida em agua Milli-Q (25% p/v), utilizando o
agitador magnético digital (GO stirrer MS-H-Pro).
Apos a dissolucdo, a solucédo foi vertida em placa de
Petri e, em seguida, a placa foi levada ao
congelador, visando a gelificagéo.

Para reticulacdo, a gelatina gelificada foi imersa
em solucdo de glutaraldeido 1% (Sigma-Aldrich),
por 24 h. Posteriormente, a gelatina foi lavada
diversas vezes com agua destilada, para remocdo do
excesso do agente reticulador. A esterilizagdo foi
efetuada por autoclavagem (Stermax), a 121°C por
20 min [9-10].

Andlise por espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier

A gelatina foi analisada com a técnica de
espectroscopia de infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR) [11]. A medicdo foi efetuada no
espectrofotdmetro Spectrum Two (PerkinElmer),
com uma amostra de gelatina reticulada. A faixa de
operacdo foi de 600 a 4000 cm?, com uma
acumulacdo de 32 varreduras.

Avaliacdo da rugosidade superficial

A rugosidade média (Ra) e total (Rt) da gelatina
reticulada foram avaliadas realizando cinco
medicBes de éareas diferentes do arcabouco,
empregando o rugosimetro Surtronic S-128 (Taylor
Hobson) [12].

Anélise bioldgica

A anélise da interagdo das células Vero com o
arcabouco foi efetuada através de imagens obtidas



por microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Para 0 ensaio, as células foram inoculadas
diretamente sobre a gelatina. As culturas foram
mantidas por um periodo de trés e cinco dias e a
manutencdo das células foi realizada com meio de
cultura Ham F-10 (Sigma- Aldrich), contendo 10%
de soro fetal bovino (Cultilab). Como controle as
células foram inoculadas sobre laminulas de vidro
seguindo as mesmas condicOes realizadas para o
arcabougo de gelatina.

Ap0s os periodos de incubacdo, as culturas foram
fixadas com glutaraldeido 2,5%. Em seguida, foi
executado o processo de desidratacdo em série
alcodlica e as amostras foram submetidas a
metalizacdo com ouro (Denton Vacuum) para a
observacdo ao microscépio eletronico de varredura
(JSM-6010LA, JEOL) [13].

Resultados

Anélise por espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier

O espectro FTIR da amostra de gelatina
reticulada revelou uma estrutura com padrédo similar
de bandas ao encontrado para a gelatina em pé
(Figura 1).
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Figura 1 - Gréfico do espectro de FTIR da gelatina em pé
e reticulada.

Na Tabela 1 estdo apresentados os numeros de
onda obtidos da gelatina e os valores referéncias
encontrados na literatura, associados aos diferentes
modos de vibracdo das ligacBes dos principais
grupos quimicos que compdem a gelatina. Além das
bandas descritas, foi verificada no espectro da
gelatina reticulada (Figura 1) uma banda a 1450 cm™

caracteristica das ligacbes aldimina CH=N
(proveniente da reticulacdo com glutaraldeido) [11].

Tabela 1 - Numeros de onda do espectro da gelatina
obtidos pela analise por FTIR e suas interpretagdes e
referéncias.

Ndmero de NUmero de
onda (cm'l) e onda da Interpretacéo
referéncia gelatina (cm'l)

3300 3280 Estlramerjto N-H
[11,14,15] da amida A
1600-1690 1630 Estiramento C=0
[11,14,16] da amida |

Estiramento C—N e
1480-1575 x
[11,16,17] 1523 erxao_N—H da
amida Il
Estiramento C-N e
1229-1301 1230 flexdo N-H da
[11,14,17] .
amida I11

Avaliacdo da rugosidade superficial

A andlise da rugosidade superficial determinou
que o arcabouco de gelatina apresenta micro-
rugosidade (Ra 0,11+0,02 pum) [18]. Na Tabela 2
seguem 0s parametros obtidos da rugosidade da
gelatina.

Tabela 2 - Valores das médias e desvios padrbes da
rugosidade superficial da gelatina, com n=5.

Média e desvio padréo
(m)

Rugosidade média (Ra)
Rugosidade total (Rt)

0,11+0,02
1,66+0,34

Analise bioldgica

As células Vero aderidas ao controle exibiam
crescimento em monocamada. A morfologia era
alongada e os nucleos arredondados, contendo de
um a dois nucléolos (Figura 2a,b,c e d).

As células sobre a gelatina apresentavam padrédo
de crescimento e morfologia similar ao controle
(Figuras 2e, f, g, h, i, j, k e I). Foram observadas
irregularidades sobre a superficie celular e
filopddios e lamelipédios.

No quinto dia de cultura, foi observada uma
grande quantidade de células, formando uma
monocamada em parte do arcaboucgo (Figura 2i, j, k
el).
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Figura 2 - Células Vero sobre o controle, com trés (a e b) e cinco (c e d) dias de cultura. Células sobre a gelatina,
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com trés (e, f, g e h) e cinco (i, j, k e I) dias de cultura. Observagdo por MEV.

Discussdo

Os materiais utilizados como arcabouco devem
apresentar caracteristicas propicias ao cultivo
celular. Pelo fato da gelatina apresentar ponto de
fusdo de aproximadamente 30°C [6], para sua
utilizagdo como arcabougo (incubagdo a 37°C), foi
preciso realizar o processo de reticulagdo, para
manutencao da estrutura tridimensional.

O agente reticulador empregado neste estudo foi
0 glutaraldeido por ser eficiente na criacdo de
ligacOes cruzadas [9]. Como averiguado por Bigi et
al. [9], a concentracdo de 1% do glutaraldeido
apresenta a capacidade de reticulacdo de
aproximadamente 100%. Portanto, esta concentracdo
foi utilizada e produziu um arcabougo que se
mostrou eficaz para a conservagdo da estrutura da
gelatina ap6s o processo de esterilizagdo por
autoclavagem e durante todo o periodo de cultura.

Apos a reticulacdo foi observado que o arcabouco
de gelatina adquiriu uma coloracdo mais escura,
causada pela formacgdo de aldiminas, provenientes
das reacdes entre 0s grupos amino livres dos
aminoacidos lisina ou hidroxilisina da gelatina e
grupos aldeidos do glutaraldeido [11,19].

O glutaraldeido quando liberado no organismo é
toxico, podendo causar reacGes inflamatdrias.
Entretanto, estudos verificaram que a realizacdo de
lavagens do material reticulado colabora para
minimizar os efeitos citotoxicos. Com isso, no
presente estudo foram executadas diversas lavagens

do arcabouco de gelatina, como maneira de remover
0 excesso do agente reticulador [9,20].

A andlise por FTIR da gelatina foi realizada para
determinar se 0s procedimentos de reticulacdo e
esterilizacdo provocaram alteragdes em sua estrutura
primaria. Com a analise do espectro FTIR foi
verificado que as bandas encontradas sdo
caracteristicas dos grupos quimicos da gelatina
[11,14-17]. Foi também encontrado no espectro a
banda caracteristica das ligagBes aldimina,
confirmando a reticulacdo pelo glutaraldeido [11].

A avaliacdo da topografia do arcabougo de
gelatina demonstrou que a rugosidade superficial
pode ser considerada como micro-rugosidade, pela
classificacdo de Vagaskd et al. [18]. Segundo a
literatura, rugosidade &€ um parametro que afeta
diretamente a interacdo das células com os
arcabougos [21].

A analise da interacdo das células Vero com a
gelatina permitiu examinar o0s padrdes de
comportamento celular. As células aderidas a
gelatina apresentavam caracteristicas tipicas da
linhagem Vero [13], sendo semelhantes as células
aderidas ao controle (laminulas de vidro).

Foram observados que as células aderidas
apresentavam filopédios e lamelipodios. Estas
saliéncias da membrana plasméatica sdo ricas em
actina e funcionam como antenas para as células
investigarem o ambiente. O alongamento destas
estruturas propele a borda das células para frente
promovendo a migracéo celular [22]. Sendo por isso,
visualizadas prevalentemente nas células que ainda



ndo estavam estabelecidas em monocamada. Na
superficie celular foram averiguadas estruturas com
aspectos de microvilosidades, evidenciando a
atividade metabdlica das células [23].

A gelatina apresentou caracteristicas favoraveis
para 0 uso como um arcabouco, permitindo propor a
continuidade dos estudos de sua biocompatibilidade.

Conclusoes

As avaliagbes evidenciam que a gelatina
reticulada é promissora para utilizagdo como
arcabougo na engenharia de tecidos.
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