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RESUMO - O desenvolvimento deaffolds para a engenharia de tecidos vem
ganhando importdncia a medida que novos dispositivos celularizados tem sido
eficientemente testados e validados tantatro quantoin vivo. Atualmente, um dos
maiores desafios da engenharia de tecidos e da engenharia de oOrgdos é a
disponibilizacdo de vasos sanguineos artificiais que possam mimetizar vasos
sanguineos nativos com sucesso. Esses dispositivos podem ser utilizados para validar
experimentos relacionados a resposta a novos medicamentos e para o desenvolvimento
de vasos sanguineos para implanbgpass), entre outros. O objetivo desse trabalho é
biossintetizar vasos sanguineos artificiais de celulose bacteriana, produzida pela
bactéria Gluconacetobacter xylinus, e testar suas caracteristicas funcionais e
estruturais. A observacdo por MEV mostrou uma membrana constituida de fibras
densas formadas na interface com o ar (interior do vaso), seguida por uma superficie
porosa (exterior do vaso). O ensaio a tragdo mostrou uma tensdo de ruptura
comparavel a de um vaso sanguineo humano. Dessa forma, esse estudo apresenta um
biomaterial com potenciais aplicacdes na engenharia de tecidos como um modelo de
vasos sanguineos.

1. INTRODUCAO

Doencas vasculares ateroscleroticas ainda sdo as maiores causas de morte nas socieda
ocidentais. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, o numero de vitimas chega a 17,
milhdes de pessoas por ano (Merdisl., 2011). Mais de 600.000 procedimentos cirlrgicos sao
feitos a cada ano pelo Mundo utilizando enxertos vasculares de até 6 mm de diametro. Ainda qu
vasos autélogos continuem sendo os mais usados, parte dos pacientes ndo possui vasos apropria
devido a doencas vasculares, amputacédo, entre outros motivos. Além disso, para fazer o enxerto
necessario fazer um segundo procedimento cirlirgico, o que pode aumentar 0S riscos para
paciente (Scherner et.al2014).

Vasos sanguineos artificiais produzidos a partir de diversos materiais ja vém sendo testadc
com o objetivo de substituir o uso de enxertos, como € o caso do acido hialurénico esterificadc
(Remuzziet al., 2004), de uma matriz extracelular natural de membrana amniéticaet(labe
2012) e da fibroina de seda (Zhaa@l., 2009), por exemplo. Vasos de celulose bacteriana de até 1
mm de didmetro ja estdo sendo usados em microcirurgias, tanto como capa protetora para sutur
de micronervos quanto na forma de modelo pratico para o treinamento de suturas €K@mm
2001).
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A celulose bacteriana (CB) € produzida em forma de fibra por algumas bactérias do génerc
Gluconacetobacter quando cultivadas em um meio de cultura com fontes de carbono e nitrogénio
(Brown et al., 1976). AGluconacetobacter xylinus (anteriormenteAcetobacter xylinum) € uma
bactéria Gram-negativa capaz de polimerizar cadeias linear@sldeglucana que sdo entao
secetadas para o exterior da célula (Czaja e Krystyn@®@i@6). A CB sintetizada pefa. xylinus
apresenta diversas caracteristicas Unicas, como alta biocompatibilidade, alta permeabilidade
capacidade de retencdo de agua e resisténcia mecéanica (Kienn2005). Esse tipo de celulose
€ idéntico a celulose de origem vegetal em termos de estrutura molecular. No entanto, a celulos
bacteriana é livre de lignina, pectina e hemicelulose. Esse biomaterial possui vérias aplicacdes n
campo biomédico (Czajet al., 2007), como pele artificial, curativo, vasos sanguineos artificiais,
dispositivos para a engenharia de tecidos (&ab, 2011), entre outras.

As caracteristicas citadas anteriormente indicam que a celulose bacteriana € um biomaterial
com grande potencial para aplicagdo na engenharia de tecido vascular. Dessa forma, o objetivt
deste trabalho é biossintetizar vasos de hidrogel de celulose bacteriana com 4 mm de diametrc
utilizando a bactéria G. xylinu® testar suas caracteristicas funcionais e estruturais.

2. METODOLOGIA

2.1. Producéo do inoculo

Foram colocados 80 mL de meio Hestrin & Schramm (HS) em um Erlenmeyer de 100 mL
previamente autoclavado e tampado com uma bucha estéril. Em seguida, foram adicionados 2(
mL de in6culoG. xylinus. Apés a reativagdo da bactéria, o indculo foi mantido por um periodo de
guatro dias para posterior utilizagcao.

2.2. Producao dos vasos

Em um frascoschott estéril foi colocado o meio HS, inoculado com 2@/ xylinus,
totalizando 400 mL. A suspenséo foi entdo transferida a um Erlenmeyer estéril de 500 mL, com
uma mangueira de silicone de 4 mm de diametro externo colocada dentro dele. Com uma buch:
estéril, essa mangueira foi fixada de forma que ficasse submersa no meio sem entrar em contat
com as paredes ou com o fundo do recipiente. A mangueira foi conectada a uma bomba de
circulacdo de ar e, dessa forma, a membrana foi produzida em torno da mangueira devido &
porosidade do silicone. Utilizando esse método, o vaso foi biossintetizado por um periodo de 12
dias. O silicone foi retirado do interior do vaso, a membrana foi limpa com NaOH 0,1 M, seu pH
foi estabilizado e, por fim, ela foi esterilizada.

2.3. Caracterizacao estrutural dos vasos

Os vasos de celulose bacteriana foram liofilizados (-80 °C, por 24 h) antes de serem
submeidos a analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) no Laboratério Central de
Microscopia (LCME) utilizando-se o equipamento JEOL JSM — 6390LV.
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2.4.Caracterizacdo funcional dos vasc

Os vasos de celulose bacteriana foram submetidos a um ensaio a tragéo util
texturémetroSable Micro Systems. Foram realizadas cinco repeticdes de cada amost
dimen$es: 50 mm de comprimento e didm de 4 mm. A espessuodbtida dos biofilmes fi
1,2 + 0,3 mm, consideranc-se a média de cinco medidas repetidas aleatoriamer
separaGdo inicial entre as garras e a velocidade do teste foi de 40 mm e -s?,
respectivamente.

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

A bactéria Gluconacetobacter xylinus, quando cultivada em mio de cultura H em
condicdes estaticas de cultt produz membranas de celulose na interface liquido/aia
membrana é formada por um grande nimero de camadas de celulose finas e crescesura
para dentro do meio liquid@orzani e Souza, 1995ps vasos de CB produzidos neste trab
apresentaram as dimensdes de 10 cm de rimento,4 mm de diametro e 1,2 £3 mm de
espessura.

As amostras liofilizadas foram caracterizadas qua sua microestrutu, por microscopia
eletrénica de varreduraMgV). A microestrutura da membrana de celulose bacte obtida
através do cortegdansversal da amostra indica qt superficie do interior do va, parte que fica
na interface com o grroveniente do bombeame, apresentalta densidade de natbras de
celulose, enquantgue a superficie dexterior do vaso, parte que fica inéerface com o meio ¢
cultura HS, é caracterizagor uma rede de nanofibras cbaixa densidac¢, conforme mostra a
Figura 1.
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Figura 1- (a) Membrana de celulose bacteriana formada por superficie porosa segt
uma superficie densa. (b), (c) e (d) mostram del da superficie poro; (e), (f) e (g) mostram
detalhes da superficie densa.
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Os vasos de celulose bacteriana foram submetidos a ensaios mecanicos enquanto estavar
no estado hidratado para verificar a tensédo de ruptura, 0 modulo de elasticidade de Young e o
alongamento relativo sob tensdo antes da ruptura. O resultado do ensaio a tracdo pode se
observado na Figura 2, que mostra uma curva tipica de tensdo-deformacao para os vasos quand
expostos a uma tensao.
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Figura 2: Curva de tenséo versideformacéo do vaso de celulose bacteriana hidratado.

O valor da tensdo de ruptura da celulose bacteriana enquanto estava em forma tubular ¢
hidratada se mostrou superior aos valores disponiveis na literatura tanto para a veia safena (Roed:
et al., 1999) quanto para a artéria carotida (Latireteal., 2013). O modulo de elasticidade de
Young obtido, que indica a rigidez do material, foi inferior ao médulo de elasticidade da safena e
da cardtida, como pode ser observado na Tabela 1. Ainda assim, esse biomaterial € resistente
capaz de suportar a pressao arterial a qual seria submetido.

Tabela 1 — Comparacao entre os dados obtidos com o0 ensaio a tracdo e os dados da literatu
referentes a veia safena e a artéria carotida

Tenséo de Ruptura (kPa) Mdédulo de Elasticidade (kPa)
Vaso de CB 229 + 38 10,46 + 0,63
Veia Safena 131 550
Artéria Carotida 56,4 40
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4. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou a viabilidade de producao de vasos artificiais de celulose
bacteriana de pequeno calibre, material de grande demanda para a substituicAo de vaso
coronarios. Foram produzidos e caracterizados vasos artificiais de 4 mm de diametro e até 15 cn
de comprimento. O biomaterial produzido € resistente, capaz de suportar a pressado arteria
coronariana, e pode ser potencialmente utilizado como substituto de veias safenas e artéria
mamarias em cirurgias dbypass, visando a revascularizacdo do miocardio, assim como
substituicdo de outros vasos sanguineos. O meétodo de producdo desenvolvido permite &
construcdo de vasos de diametro e espessura variaveis.
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