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RESUMO - Vasos sanguineos artificiais de celulose bacteriana (CB) foram
sintetizados utilizando a bactér@uconacetobacter hansenii. Os vasos obtidos
exibiram propriedades morfolégicas e mecénicas similares aos vasos nativos, sua
anatomia mostrou membranas concéntricas densas e porosas, mimetizando as
camadas intima e média das artérias humadnasitro, a cultura de células de
musculo liso de aorta humana (HASMCs) demonstrou capacidade para suportar a
colonizacdo celular, permanecendo viaveis ap0s 14 dias de cultura. Os vasos
colonizados foram colocados num sistema de fluxo pulsante e mostrou a formacao
de uma monocamada confluente orientada paralelamente a direcdo do fluxo. No
limen, as células em condig&do dindmica mostraram maior proliferacéo e viabilidade
em relacdo ao controle estatico. O reator tecidual muscular provou ser uma
plataforma promissora para o0 desenvolvimento de vaso sanguineo, permitindo
ensaios de células e drogas a monocamada de células confluentes que responde a
estimulag&o dindmica.

1. INTRODUCAO

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), a cada ano morrem 17,3 milhdes de
pessoas em todo o mundo vitimas de doencas cardiovasculares. A estimativa é que em 2030 o
total de mortes possa chegar a 23,6 milhdes (Meetdisl, 2011) A aterosclerose, doenca
crbnica multifatorial das artérias, que se inicia e se desenvolve a partir de uma idade jovem até
que se manifeste clinicamente mais tarde na vida adulta, é a principal causa de obstrucéo
coronariana, aneurisma aortico, acidente vascular cerebral e gangrena das extremidades. A
substituicdo ou reparo dos vasos sanguineos danificados podem ser realizados com enxertos
vasculares autélogos (do proprio paciente), alogénicos (de um doador), xenogénicos (de outra
espécie) ou sintéticos, tornando esse procedimento um tratamento de rotina para muitos tipos de

doencas cardiovasculares.

Os enxertos vasculares ideais devem ser biocompativeis, ndo trombogénicos,
complacentes, resistentes a infec¢oes, e que tenham um longo tempo de manutencdo do conduto
livre. Os enxertos autdlogos, em especial para as artérias, sdo atualmente preferidos devido a sua
superficie ndo trombogénica, e também a sua forca e elasticidade naturais, enquanto as veias
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autologas séao rotineiramente utilizadas cobwpass nas artérias do sistema circulatério. O uso

de vasos naturais, tais como as veias safenas ou artérias mamarias, tornou-se limitado devido as
restricbes de propriedades mecénicas, no procedimento de anastomoses, com altas taxas de
trombogenicidade e restricdes de dimensdes. Cerca de 10% a 40% dos doentes que necessitam de
enxertos autdgenos de veia safena ndo apresentam uma veia safena adequada devido a
incompatibilidade de tamanho ou doenca vascular (Conklin, &0412).

Existe atualmente uma grande motivacdo nos grupos de engenharia de tecidos vascular
para o0 desenvolvimento de vasos sintéticos de pequeno calibre com baixa taxa de
trombogenicidade. As principais vantagens de tais enxertos vado da possibilidade de
disponibilizacdo de vasos em diversos diametros e comprimentos, ao facil armazenamento,
preparacdo e manuseio dos mesmos. No entanto, sua trombogenicidade inerente e tendéncia a
incompatibilidade permanecem sendo suas principais desvantagens, ndo se tendo em geral
perspectivas realistas de curto prazo. De acordo com essa abordagem, uma das consideragcdes
mais importantes € a selecdo de um biomaterial adequado para a construgdo da matriz, com
caracteristicas quimicas, mecanicas e de biodegradacdo adequadas para as diversas possiveis
aplicacoes.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material biolégico e condi¢des de cultura

Gluconacetobacter hanseiiTCC 23769 foi rotineiramente mantida em meio de cultura
a base de manitol, composto por 25 g de manitol, 5 g de extrato de levedura e 3 g de peptona
diluidos em 1 L de &gua destilada, pH ajustado para 6,5 e o meio foi autoclavado por 20 min a
121 °C.

Uma linhagem priméria de célula muscular lisa de aorta humana (HASMC) foi
rotineiramente mantida em meio 231 suplementado com fator de crescimento de musculo liso
(SMGS) e 1% de penicilina/estreptomicina. As HASMCs foram repicadas quando atingida
confluéncia de aproximadamente 80% de preenchimento das placas de cultura de tecidos (PCT).
A contagem das células foi realizada em cédmara de Neubauer, para posteriormente serem
redistribuido em novas PCT conforme o planejamento dos experimentos ou para os testes. O
meio de cultura foi trocado a cada 48 horas de cultivo.

2.2. Producéo dos vasos de celulose bacteriana

Para obtencdo dos vasos de celulose bacteriana, construiu-se um aparato constituido de
um Erlenmeyer, uma mangueira de silicone de 4 mm de didmetro externo e uma bomba de
circulacdo de ar. O sistema Erlenmeyer/mangueiras de silicone foi autoclavado, depois
preenchido com meio de cultura inoculado c@mhanseniiem uma razao de 20% v/v e a
mangueira foi ligada a bomba de circulagdo. O crescimento microbiano ocorreu em condicao
estatica, a temperatura ambiente (25 °C), durante um periodo de 12 dias. Os vasos foram
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removidas da mangueira de silicone e transferidos para um frasco contendo uma solugcéo de
NaOH 0,1M, onde foram mantidos por 24 h a 50 °C para remoc¢éao de bactérias e/ou residuos do
meio. As membranas foram em seguida submetidas a trés lavagens sucessivas com agua destilada
e o pH ajustado a 7,0. Em seguida as membranas foram autoclavadas por 20 min a 121 °C.

2.3. Caracterizacéo dos vasos de celulose bacteriana

A microestrutura das membranas de celulose bacteriana foi caracterizada por microscopia
eletronica de varredura (MEV). As amostras foram previamente congeladas (-80 °C por 24 h) e
logo depois liofilizadas por 48 h e visualizadas por MEV.

As propriedades mecanicas dos vasos de celulose bacteriana foram determinadas em um
texturémetrdStable Micro Systemsom uma célula de carga de 500 N. Os modulos de tenséo de
ruptura, alongamento a ruptura e médulo de elasticidade foram determinados através das curvas
de tensdo-deformacédo. Foram realizadas cinco repeticdes de cada amostra, de dimensdes: 50 mm
de comprimento e raio 4 mm. A espessura dos biofilmes ficou em 1,1 £ 0,2 mm, considerando-se
a média de cinco medidas repetidas aleatoriamente. A separagdo inicial entre as garras e a
velocidade do teste foi de 40 mm e 0,5 ninrespectivamente.

2.4.Semeadura das células musculares lisas nos vasos de celulose

Os vasos de celulose bacteriana foram previamente esterilizados e distribuidos, a base de
um vaso por poco, em uma placa de cultura de seis pocos; os vasos foram submersos em meio de
cultura 231 (sem SMGS) e permaneceram em estufa incubadora (37 °C e 5%) ¢erCxa
horas. Apés 24 horas o meio de cultura foi removido e foram semeadas® ekl crif de
vaso, no interior do vaso. Células de passagem 5 foram cultivadas em meio 231 suplementado,
conforme descrito anteriormente. As células foram mantidas em condi¢cdes de cultivo por 14 dias,

e 0 meio foi renovado a cada dois dias de cultivo.

2.5. Caracterizacdo de ades&o celular por MEV

Para caracterizacdo da adesao das células nos vasos de CB, as amostras foram secas pela
técnica de ponto critico de G@ posteriormente distribuidas sobre fitas de carbono que estavam
aderidas sobre ostubs,entdo recobertas com uma camada de ouro. Apés recobrimento as
amostras foram analisadas por MEV.

2.6. Viabilidade e proliferacdo celular

A viabilidade e a proliferacdo celular foram determinadas pela atividade mitocondrial das
células, através da utilizagdo do ensaio colorimétrico de MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio]. HASMCs foram semeadas no interior dos
vasos de CB na densidade de 1,2xdlulas-cif (BACKDAHL et al, 2006). A viabilidade e
proliferacdo celular foram avaliadas em funcdo do tempo de cultura, 0, 1, 2, 3, 7 e 14 dias. O
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ensaio do MTS quantifica, através da medida de concentracdo, um produto sollvel resultante de
uma reacdo do MTS com mitocondrias das células viadveis; a medida é feita por
espectrofotometria UV-VIS (absorbancia a 490 nm) e é diretamente proporcional ao nimero de
células vivas em cultura.

2.7.Desenvolvimento do reator bioldgico tecidual muscular

Os vasos de CB foram previamente semeados com células HASMC na densidade de
1,2x10 célulascm® em condicbes estaticas, em uma placa de Petri durante sete dias. Ap6s o
sétimo dia um dos vasos foi acoplado ao sistema de fluxo pulsante, que consistiu de um sistema
de perfuséo dmop fechado. O sistema consiste em trés partes: uma camara de cultura cilindrica
de borosilicato, uma bomba peristaltica e tubula¢des; um outro vaso permaneceu em condi¢cdo
estatica. Iniciou-se o escoamento do meio de cultura pelo interior do vaso, come¢ando com uma
frequéncia de pulso de 0,5 Hz, com aumento gradual até 1,0 Hz, onde 0 vaso permaneceu até o
final do experimento. O nimero de Reynolds médio para a vazdo maxima-@tnhthfoi de
347, indicativo de escoamento laminar. Os vasos de CB foram analisados apés sete dias em
condigBes dindmicas e estéticas através de testes de adesdo celular por MEV, e viabilidade e
proliferacdo celular, como ja descrito anteriormente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Membranas de celulose bacteriana sdo produzidas quando a Haktéomacetobacter
hanseniié cultivada em meio de cultura a base de manitol em condi¢bes estaticas de cultura,
formando assim uma membrana de celulose na interface liquido/ar. Esta membrana é formada
por um grande numero de camadas de celulose finas e cresce em espessura para dentro do meio
liquido (Borzani e Souza, 1995). Assim, o aparato desenvolvido neste trabalho possibilita a
producdo de vasos de CB em torno de uma mangueira de silicone submersa em meio de cultura,
por onde o ar é capaz de se difundir pelos poros da mangueira de silicone, e a porosidade impede
a migracao de bactérias (Boddhal, 2007). Trabalhos anteriores mostraram que membranas de
celulose podem formar-se sem a circulacdo de ar (Oliwgiral, 2013), contudo Bodin e
colaboradores demonstraram que a resisténcia mecanica desse tipo de membrana é afetada pela
quantidade de oxigénio difundida. Os vasos de CB produzidos neste trabalho apresentaram as
dimensdes de 10 cm de comprimento, 4 mm de didametro e 1,0 + 0,2 mm de espessura (Figura
la).

As amostras liofilizadas foram caracterizadas quanto a sua microestrutura por MEV. A
microestrutura da membrana de CB obtida através do corte transversal da amostra (Figura 1b)
mostra uma superficie do interior do vaso com alta densidade de nanofibras de celulose que se
organizam umas proximas as outras de forma entrelacada (alta densidade) enquanto a superficie
oposta, exterior do vaso, € caracterizada por uma rede de nanofibras de CB que se organizam de
forma espacada (baixa densidade), corroborando relatos da literatura (Backdahl et al., 2006;
Stumpf et al., 2013). A Figura 1(c) mostra detalhes da superficie com alta densidade de
nanofibras de CB, referentes a superficie mantida em contato com o ar durante o crescimento
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bacteriano. Ja a Figura 1(d) mostra detalhes da superficie porosa da malha de celulose, voltada
para a interface submersa no meio de cultivo.

.

Figura 1 — (a) Vaso de celulose bacteriana produzido durante doze dias de cultivo estatico apos
purificacdo. Visualizacdo da membrana de celulose bactéria por MEV; (b) Vista lateral da
membrana de celulose bacteriana; (c) e (d) mostram detalhes da regido densa e porosa,
respectivamente.

Ensaios mecanicos nos vasos de CB no estado hidratado (hidrogel de celulose) e
previamente tratadas com NaOH 0,1M foram realizados para verificar a tensdo de ruptura, o
mddulo de elasticidade e o alongamento relativo sob tensdo antes da ruptura. A Figura 2 mostra
uma curva tipica de tensao-deformacao para os vasos de celulose bacteriana hidratados, quando
expostos a uma tensao progressiva.

Os vasos de CB exibiram alto alongamento relativo sob tensdo, antes de romper, tendo a
ruptura ocorrido a uma deformacéo de 24,5 + 2,8 %. A resisténcia a ruptura foi de 0,18 + 0,026
Mpa; essa tensdo de ruptura é similar as relatadas em outros trabalhos descritos na literatura para
celulose bacteriana produzida no formato tubular e hidratada, onde foram encontrados resultados
proximos a 0,4 MPa (Bodiet al, 2007) ou 0,59 MPa (Putet al, 2008) com alongamentos de
30% e 28%, respectivamente. O mddulo de elasticidade de Young, de 0,01 + 0,003 MPa, também
esta de acordo com resultados de vasos obtidos de celulose bacteriana, relatados na literatura
como 0,02 MPa (Putrat al, 2008) e 0,59 = 1,2 MPa (Backdahl et @006). Quando se compara
os valores de ruptura de vasos nativos 0,224 + QWBdcom os de vasos de CB produzido
neste trabalho, tém-se valores compativeis.

0,204

Tensado (MPa)

o 5 o I 2 3 »
Deformagiio (%)

Figura 1 — Curva tipica de tensdo-deformacédo de vasos de celulose bacteriana hidratados.
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O ensaio colorimétrico do MTS foi utilizado para avaliagdo quantitativa da viabilidade
celular de HASMCs em funcdo do tempo de cultura estatica. Neste ensaio, a atividade
mitocondrial foi avaliada no tempo inicial (t = 0) e apos 1, 2, 3, 7 e 14 dias de cultura, Figura
3(a). No primeiro dia de cultura, apenas 73% das células semeadas aderiram ao vaso de CB; no
entanto, no 2° dia uma fase de proliferacdo celular pode ser observada, atingindo no 3° dia
aproximadamente a mesma quantidade de células semeadas, e permanecendo praticamente
constante até o 7° dia. Por fim, até o 14° dia houve uma lenta proliferacdo celular, atingindo uma
proliferacdo 37% maior do que as células aderidas no primeiro dia. Com o objetivo de investigar
a adesdo celular nos vasos de celulose bacteriana, HASMCs foram semeadas no limen do vaso
produzido, sobre a superficie densa. Como pode ser observado nas imagens de MEV, Figura 3(b),
as HASMCs apo6s um dia de cultivo apresentaram morfologia arredondada, tipico de células
pouco ou recém aderidas; ja em 2 e 3 dias de cultivo, observa-se que as células proliferaram e
alteraram o perfil de adesédo para uma morfologia espraiada, indicando uma melhor adesao
celular sobre a celulose. Nos tempos de 7 e 14 dias de cultivo, tém-se células alongadas; em
especial, no 14° dia observa-se a presenca de projecoes de citoesqueleto, indicando boa aderéncia
e adaptacéao sobre a celulose.

(a) Viabilidade (b)Adesao
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Viabilidade celular (%)

T T T T T

1 2 3 7 14
Tempo de cultura (dias)

o
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Figura 3 — (a) Andlise quantitativa de MTS da HASMCs cultlvadas nos vasos de celulose
bacteriana em funcéao do tempo de cultura; (b) Adeséo e morfologia das HASMCs cultivadas no
interior dos vasos de celulose bacteriana, e analisadas em diferentes dias de cultura celular: 1, 2,
3, 7 e 14 dias.

As HASMCs semeadas e cultivadas nos vasos de CB sob condi¢Bes estatica e pulsante de
escoamento no sistema de fluxo pulsante foram avaliadas para o desenvolvimento de uma
camada semelhante a tunica média vascular encontrada nos vasos nativos. Macroscopicamente,
0S vasos exibiram uma boa integridade, sem deformacédo durante os 14 dias de cultura no sistema
de fluxo pulsante (Figura 4a).

Os resultados de viabilidade e proliferacdo celular determinados quantitativamente por
ensaio com MTS demonstram um crescimento celular nos vasos de CB tanto em cultura estatica
guanto em cultura dindmica. O numero de células nos vasos de CB sob fluxo pulsante durante 14
dias foram significativamente maiores do que na cultura estatica (Figura 4b), o que corrobora os
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resultados de Zhang e colaboradores, que demonstraram um crescimento superior de células
musculares sob condicdo dindmica quando comparado com condi¢cdes estaticaei(&tang
20009).
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Figura 4 — Sistema de fluxo pulsante para cultura do vaso de celulose bacteriana celularizado com
HASMCs (a) Imagem do reator com o vaso no seu tamanho original; (b) Analise quantitativa da
viabilidade celular por MTS; (c) Imagem de MEV das HASMCs semeadas sobre a superficie
luminal dos vasos de celulose bacteriana em condicdo estética e dindmica de fluxo pulsante.

O alongamento celular nos vasos sob condigcéao pulsante e direcionada na direcéo do fluxo
mimético em comparagdo com a cultura estatica (Figura 4c) é considerado como uma
caracteristica contratil, essencial para células musculares em vasculatura do sistema circulatorio
(Zhanget al, 2009). Assim, o vaso de celulose bacteriana em condi¢gbes dindmicas constitui uma
plataforma adequada para o cultivo de células musculares humanas, conferindo as mesmas um
fenotipo tipico de células musculares em vasos sanguineos nativos, conforme as observacgfes até
aqui realizadas.

4. CONCLUSOES

Vasos de celulose bacteriana foram produzidos com 4 mm de diametro, com duas
superficies distintas, uma densa e outra porosa, semelhante as tunicas encontradas nos vasos
nativos, com propriedades mecanicas adequadas quando comparadas com vasos naturais
humanos. Os vasos de celulose bacteriana foram celularizados com HASMCs e cultivados
durante 14 dias com sucesso, mantendo a viabilidade e proliferacao celular durante todo o teste; a
avaliacdo da adesao celular indicou boa aderéncia celular sobre a celulose bacteriana.

Um reator biolégico tecidual muscular foi desenvolvido com os vasos de celulose
bacteriana celularizados com células de aorta humana de musculo liso e exposto ao sistema de
fluxo pulsante durante sete dias, sob condi¢cdo dinamica. As células na condicdo dinamica
apresentaram um alinhamento ao fluxo, tipico de células musculares em ambiente natural, e uma
viabilidade celular superior a condicéo estatica. Este equipamento pode ser utilizado para teste de
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integridade dos vasos, estudos de respostas celulares a diferentes estimulos, bem como terapias e
dispositivos diagndsticos e de ensaios biomédicos.
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