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RESUMO

Estruturas tubulares de nanocelulose bacteriana para aplicagfes em
engenharia tecidual vascular

As doengas do aparelho circulatério sdo as principais causas de
mortalidade no mundo. A principal caracteristica das doengas
cardiovasculares é a presenca da aterosclerose, acimulo de placas de
gorduras nas artérias que impede a passagem do sangue. Na clinica, o
tratamento da aterosclerose é realizado através de um bypass, e 0 enxerto
autologo é a prétese preferida para enxertos vasculares de pequeno calibre.
Quando estes vasos ndo estdo disponiveis, devido a progressdo natural da
doenca ou por consecutivas cirurgias, a alternativa passa, geralmente, pelo
uso de préteses heterdlogas ou sintéticas. Neste contexto, o presente trabalho
teve por objetivo a biossintese de estruturas tubulares de nanocelulose
bacteriana (BNC) de pequeno calibre produzidas pela bactéria
Komagataeibacter hansenii, além da modificagdo da BNC com o
anticoagulante heparina (BNC-Hep). A BNC-Hep apresentou sua
compatibilidade com o sangue melhorada em todos os testes de
hemocompatibilidade realizados para cascata de coagulagdo e dentro da
normalidade para a cascata complemento. Nos ensaios de cultura celular in
vitro das células musculares lisas e endoteliais de aorta humana a BNC e
BNC-Hep demonstraram capacidade de suportar a colonizacéo celular, tendo
as células permanecido viaveis ap6s 7 dias de cultura. As estruturas tubulares
de BNC-Hep colonizada por 8 dias estaticamente, seguiram para um reator
de fluxo pulsante, onde permaneceram por mais sete dias em condicao
dindmica. Em condi¢es de cultura dindmica as células apresentaram maior
viabilidade e capacidade de proliferacdo do que no controle estético,
indicando que o ambiente celular propiciado pelo sistema mimetiza aquele
encontrado no sistema vascular natural. As células mantiveram seu fendtipo
maduro e contratil confirmados por imunocitoquimica. O sistema de fluxo
pulsante mais a estrutura tubular celularizada constituem uma plataforma
para aplicacdes como biorreator de fluxo pulsante, permitindo ensaios com
células e outros agentes terapéuticos, através de interagdes com as células que
respondem a estimulacdo dindmica de fluxo pulsante.

Palavras-chave: Nanocelulose bacteriana. Biorreator de fluxo pulsante.
Hemocompatibilidade. Engenharia tecidual.






ABSTRACT

Tubular structures of bacterial nanocellulose for vascular tissue
engineering applications

Diseases of the circulatory system are the main cause of mortality in
the world. Cardiovascular diseases are mostly characterized by presence
of atherosclerosis, and accumulation of fat plaques in the arteries that
prevents the passage of blood. The treatment at the clinics for
atherosclerosis is by a bypass with autologous grafting as the preferred
prosthesis for small-caliber vascular grafts. When these vessels are
unavailable, due to the natural progression of the disease or consecutive
surgeries, the alternative is usually the use of heterologous or synthetic
prostheses. In this context, the objective of this work was the biosynthesis
of small-caliber tubular structures of bacterial nanocellulose (BNC) of
produced by the bacterium Komagataeibacter hansenii, in addition to the
modification of the BNC with the heparin anticoagulant (BNC-Hep).
BNC-Hep had its blood compatibility improved in all blood tests that
were performed for coagulation cascade and within normality for
complement cascade. The in vitro cell culture of smooth and endothelial
muscle cells from human aortic in BNC and BNC-Hep, demonstrated
their ability to withstand cell colonization, with the cells remaining viable
after 7 days of cell culture. The tubular structures of BNC-Hep colonized
for 8 days statically, were placed into a pulsing flow reactor, where they
remained for another seven days in a dynamic condition. In dynamic
culture conditions the cells presented increase viability and proliferation
capacity than in the static control, indicating that the cellular environment
provided by the system mimics those found in the natural vascular system.
Cells maintained their mature and contractile phenotype, and this can be
confirmed by the immunocytochemical. The pulsed flow system plus the
cellular tubular structure provide a platform for applications as a pulsed
flow bioreactor, allowing assays with cells and therapeutic agents,
through interactions with the cells that respond to dynamic pulsed flow
stimulation.

Keywords: Bacterial nanocellulose. Pulsed flow bioreactor.
Hemocompatibility. Tissue engineering.
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1 INTRODUCAO, MOTIVACAO E JUSTIFICATIVA

As doencas cardiovasculares sdo responsaveis por 29,4% das
mortes registradas no Brasil anualmente, o que em ndmeros absolutos
significa mais de 308 mil mortes por infarto e acidente vascular cerebral
em um ano (GOMES, 2014).

Doencas cardiovasculares sdo aquelas que afetam o coragdo e 0s
vasos sanguineos, que incluem também arritmias cardiacas, isquemias ou
anginas. A principal caracteristica dessas doencas & a presenca da
aterosclerose, caracterizado por um acimulo de placas de gorduras nas
artérias ao longo dos anos que impede a passagem do sangue.

Na clinica médica os recursos cirdrgicos para restabelecer o fluxo
sanguineo é a cirurgia de bypass, preferencialmente usando um vaso
autologo. Quando estes vasos ndo estao disponiveis, devido a progressao
natural da doenga ou por consecutivas cirurgias, a alternativa passa,
geralmente, pelo uso de proéteses vasculares heterélogas ou sintéticas.

O sistema Unico de saude (SUS) gastou no periodo de dezembro
de 2016 a dezembro de 2017 aproximadamente 304 milhdes de reais em
cirurgias de revascularizagdo miocardica com ou sem uso de
extracorporea, (¢/ 2 ou mais enxertos) (DATASUS, 2018)

As proteses sintéticas mais utilizadas sdo o polietileno de
tereftalato com nome comercial de Dacron® e o politetrafluoroetileno
expandido PTFEe. Apesar de ambos serem inertes e biestaveis, porém,
guando em contato com o sangue ativam a via intrinseca da cascata de
coagulacéo, originando a formacdo de um coagulo. Este efeito é pouco
significativo em protese de grande calibre (>6mm) e alto fluxo sanguineo,
mas torna-se significativo em vasos de baixo calibre e fluxo (Chlupéc,
Filova e Bacakova, 2009). Enxertos sintéticos de baixo calibre de PTFEe
mostraram uma baixa biocompatibilidade, sendo a paténcia (capacidade
de manter uma via desobstruida) desses vasos sintéticos em membros
inferiores de apenas 25% em cinco anos (Teebken e Haverich, 2002).

A incidéncia de doencas vasculares periféricas vem aumentando
gradualmente. No entanto, devido a escassez de vasos utilizaveis e
adequados substitutos vasculares, existe uma grande demanda por novos
materiais (Arslan et al., 2015; Mirkovic, Stefanovic e Jankovic, 2015).
Atualmente, ha duas tendéncias principais no desenvolvimento de um
substituto vascular. Uma delas é a busca de novos biomateriais sintéticos
ou naturais, além do Dacron e PTFE. Estes materiais tém mais de 30 anos
no mercado e apesar de serem utilizados para implantes cardiovasculares
ndo atendem a todas as necessidades clinicas (Teebken e Haverich, 2002).
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Alternativamente, a engenharia tecidual vascular visa a construgao de um
by-pass vascular, biodegradavel ou ndo, utilizando células endoteliais e
musculares lisas que respondam adequadamente quando em contato com
0 sangue. A segunda tendéncia € o desenvolvimento/utilizacdo de
biorreatores que possam controlar os processos fisicos e condigdes
mecanicas essenciais para o crescimento celular nos vasos artificiais.

Levando em consideragéo a grande demanda de novos materiais e
dispositivos para ETV, faz-se necessario o desenvolvimento de
biomateriais que mimetizem os sinais biofisicos e bioquimicos
permitindo que as células migrem e crescam no vaso artificial e
respondam aos sinais mecanicos, por exemplo, criados por um biorreator.
Nem todos os materiais desenvolvidos para ETV respondem
adequadamente ao entrar em contato com o sangue, uma modificagéo que
melhora esta resposta é a introducdo de agentes que interfiram na
coagulacdo sanguinea, como a heparina, que tem sido utilizada e tem
mostrado resultados satisfatérios no controle da hemocompatibilidade
(Sperling, Maitz e Werner, 2018).

Um biomaterial que tem se destacado nas aplica¢cdes biomédicas
devido suas caracteristicas € a nanocelulose bacteriana, uma matriz
naturalmente estruturada semelhante a membrana basal e matriz
extracelular e com propriedades como: alta pureza, alta cristalinidade
comparada com a celulose vegetal, alto modulo de elasticidade, alta
capacidade de retencdo de agua e excelente afinidade biol6gica (Putra et
al., 2008; Iguchi, Yamanaka e Budhiono 2000). A nanocelulose
bacteriana apresenta uma ampla gama de possibilidades de aplicagGes na
engenharia tecidual, como: tratamentos de feridas, regeneracdo de
cartilagem, regeneracdo 6ssea, vasos sanguineos artificiais, aplicacdes
odontoldgicas, entre outras (Halib et al., 2017).

Com base no exposto acima, o desenvolvimento de uma estrutura
tubular de nanocelulose bacteriana com uma interacdo melhorada com o
sangue, com células provenientes de vasos sanguineos nativos e a
utilizacdo de biorreator define a natureza inédita da pesquisa aqui
desenvolvida, onde as caracteristicas inerentes a um vaso sanguineo séo
recriadas para desenvolver um modelo fisiologicamente relevante.
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OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

Desenvolver um sistema biomimético para vasos sanguineos baseado em
Nanocelulose Bacteriana (BNC).

2.2

Vi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir BNC em formato tubular de pequeno diametro utilizando a
bactéria Komagataeibacter hansenii;

. Modificar e caracterizar a superficie da BNC com uma

glicosaminoglicana linear (heparina) BNC-Hep, a fim de modular a
hemocompatibilidade da BNC;

Avaliar a hemocompatibilidade da BNC e BNC-Hep em contato com
sangue humano;

. Avaliar a viabilidade celular de linhagens celulares que compéem o

leito vascular (células endoteliais e/ou musculares lisas) nas
membranas BNC e BNC-Hep;

Utilizar coculturas celulares originarias do leito vascular em BNC e
BNC-Hep, buscando mimetizar um vaso sanguineo nativo;

Investigar a BNC-Hep em formato tubular celularizadas com células
do leito vascular em um sistema de fluxo pulsante, construido para tal
fim.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 VASOS SANGUINEOS

Através de um circuito de vasos no corpo, o sangue ¢ levado para
fora do coracdo pelas artérias, que se ramificam para dar origem a vasos
mais estreitos chamados arteriolas. As arteriolas levam a redes de vasos
microscopicos chamados capilares, que permitem a troca de materiais
entre o sangue e as células do corpo. Os capilares finalmente se fundem
para formar vénulas, que por sua vez se unem para formar grandes tubos
chamados veias, as vénulas e veias retornam o sangue ao coragao para ser
oxigenado pelos pulmdes, Figura 1.

Figura 1: Estrutura anatdmica das veias e artérias humanas.

Veia Artéria

Tinica intima -
* Endotélio \

Tinica média T :\
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Tecido conjuntivo ""'/m‘ e
Endotélio '//*J = i\

— Musculo liso

~ Endotelio

Veia

Endotédlo—__ V. — Antéria

Lumen V-'\w

Capilar Corte histolégico

Fonte: Adaptado de (Pearson Education, 2009)

Vasos sanguineos humanos sdo constituidos de trés camadas
diferentes: tdnica intima, média e adventicia. A composi¢do e estrutura
dessas camadas depende em grande parte da posicdo do vaso sanguineo
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no sistema circulatdrio. Uma vez que as artérias transportam o sangue sob
alta pressdo, em contraste com as veias, as paredes das artérias sdo mais
espessas e mais elasticas e com mais tecido muscular. As veias muitas
vezes contém valvulas, estas valvulas impedem o refluxo do sangue,
permitindo que o sangue mova-se em direcao ao coracdo, mas impedindo-
0 de fluir para tras. Os capilares, 0s menores vasos, S0 uma excecado a
estrutura geral; sua funcéo é de fornecer oxigénio ao tecido circundante,
e para permitir a difusdo de oxigénio as paredes capilares chegam a ter
apenas uma célula de espessura (Staubesand, 2013).

A intima é a camada mais interior das artérias e das veias, e
consiste em uma monocamada de células endoteliais, denominada
endotélio, que se assenta sobre a Iamina basal, uma camada fina de tecido
conjuntivo. Em grandes artérias elasticas, tais como a aorta, a intima tem
um terceiro componente chamado de subcamada endotelial, que pode
conter ocasionalmente células de musculo liso, além de colageno, fibras
elasticas e uns poucos fibroblastos. As células endoteliais da intima séo
interconectadas com jungdes bem préximas que regulam o transporte de
moléculas através da monocamada endotelial, bem como com o plano de
comunicacao entre as juncdes que permitem a comunicacdo célula-célula
via transporte de ions e metabdlitos. As células endoteliais comunicam-
se com células do musculo liso subjacente diretamente através de
processos que se estendem através da lamina basal, e pelos meios de
comunicacao, por sinalizacdo, como a comunicacdo paracrina. A funcéo
principal da lamina basal é proporcionar uma rede aderente, que consiste
em uma matriz extracelular (MEC) de colageno do tipo IV, laminina,
fibronectina e proteoglicanas na qual as células endoteliais podem
crescer. Ela também proporciona suporte estrutural a parede arterial
(Fink, 20009).

A tlnica média, normalmente a camada mais espessa da parede
das artérias, contém apenas as células musculares lisas incorporadas em
uma MEC constituida de elastina, fibronectina, colageno e
proteoglicanas. As células musculares lisas sdo fusiformes, com as suas
miofibrilas orientadas ao longo do eixo do comprimento da célula e
recobertas por uma fina membrana basal. Essa camada d& aos vasos suas
propriedades de contracdo e de relaxamento, sendo mais espessa nhas
artérias do que nas veias. Na aorta, a tlnica média pode atingir uma
espessura de 500 um, em contraste com a espessura média de 20—-50 um
nas veias exteriores (Fink, 2009; Gartner e Hiatt 2007).

A adventicia é a camada mais externa, sendo formada por tecido
conjuntivo mole, contendo principalmente colageno do tipo | misturado
com elastina, fibroblastos, nervos e vasa vasorum. A vasa vasorum é uma
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rede de arteriolas, capilares e vénulas que abastecem as paredes dos vasos
exteriores de artérias grossas com oxigénio. A adventicia pode servir
como uma lamina de protecdo, e permite a inervacdo das células
musculares lisas dos meios exteriores. A adventicia costuma ser a camada
mais espessa da parede das veias (Gartner e Hiatt 2007).

3.1.1 Substituicdo vascular

As artérias sofrem mudancgas progressivas e graduais, do
nascimento até a morte, sendo dificil estabelecer onde os processos
normais do desenvolvimento terminam e onde 0s retrocessos comegam.
Cada artéria exibe seu préprio padrdo de envelhecimento. Lesdes
aterosclerdticas sdo caracterizadas pelo espessamento da tdnica intima,
pela proliferacdo das células musculares lisas e de elementos celulares da
matriz extracelular e do tecido conjuntivo, pelo deposito de colesterol nas
células musculares lisas e em macréfagos formando placas de gordura
visiveis, caracteristicas da doenca (Tuttolomondo et al., 2012). Estas
alteracdes podem estender-se até a porcao interna da tlnica média, e o
espessamento pode tornar-se tdo desenvolvido a ponto de obstruir um
vaso; as artérias coronarias estdo entre as que apresentam a maior
predisposicdo para desenvolver aterosclerose. O espessamento uniforme
da tlnica média é um fendmeno natural do envelhecimento. Quando a
tinica média de uma artéria é debilitada por um defeito embrionario,
doencas ou leséo, a parede da artéria pode dilatar-se muito; quando este
processo de dilatacdo progride, pode transformar-se em um aneurisma,
Cuja ruptura traz consequéncias graves e até mesmo a morte (Jungueira e
Carneiro 2008; Yildiz, 2007).

A cirurgia de revascularizacdo do miocardio (ponte
aortocoronariana) € um dos procedimentos cirdrgicos mais
frequentemente executados (mais de 400.000 por ano nos EUA) (Hillis et
al., 2012). As pontes sdo feitas utilizando-se enxertos de veia safena
autologa revertida (retiradas da perna do préprio paciente) ou da artéria
mamaria interna (geralmente a artéria mamaria interna esquerda, devido
a proximidade do coracdo). A paténcia de longo prazo para enxertos de
veia safena é de 50% em 10 anos em funcdo de alteracdes patoldgicas,
incluindo trombose (geralmente no inicio), espessamento da intima
(geralmente varios meses ou anos apds a operacao) e aterosclerose no
enxerto, algumas vezes com ruptura de placas, trombos ou aneurisma
sobreposto (geralmente mais de dois ou trés anos). Por outro lado,
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enxertos de artéria mamaria interna possuem uma paténcia maior que
90% em 10 anos) (Coleman, 2010).

Muitos pacientes recebem enxertos sintéticos ou autélogos que
substituem um segmento de vaso, ou que agem como uma ponte sobre as
artérias lesadas. O procedimento clinico de enxerto vascular depende
principalmente de seu tipo e localizagdo. Os enxertos de Dacron® com
diametros elevados (12 a 18 mm) atualmente utilizados funcionam bem
em locais de fluxo elevado, como na aorta. Por outro lado, enxertos de
tecido de pequeno diametro (até 6 a 8 mm) utilizados na periferia ou como
pontes da artéria corondria ndo funcionam tdo bem (Coleman, 2010).

Os substitutos vasculares de pequeno calibre mais amplamente
utilizados séo as veias safenas autélogas (veia do prdprio paciente) e o
politetrafluoroetileno expandido (uma estrutura de Teflon esponjosa). O
insucesso das proteses de vasos de pequeno diametro (6 mm) é mais
frequentemente decorrente de oclusao trombdtica, hiperplasia fibrética da
intima generalizada (em enxertos de veias) ou na juncdo do enxerto com
a vasculatura nativa, ou ocasionalmente, aterosclerose (Huang et al.,
2017).

A cicatrizacdo de um enxerto vascular depende da migracéo e
proliferacdo das células endoteliais e das células musculares lisas
(derivadas da artéria adjacente), na juncdo do enxerto com o vaso nativo
(anastomose). A capacidade de endotelizacdo de proteses
cardiovasculares em humanos é limitada, e a endotelizacdo total de
enxertos clinicos € incomum. A cobertura do Iimen se desenvolve de
modo relativamente lento e incompleto; a formacéo da neointima (uma
superficie coberta por células endoteliais) esta geralmente restrita a uma
zona de 12 a 15 mm préxima & anastomose, e o restante da cobertura do
enxerto constitui uma pseudo-intima (trombo ou outras células, que ndo
as endoteliais) (Coleman, 2010; Schoen, 2005).

3.1.1.1 Breve historico da substituicdo vascular

A fisiopatologia e os sintomas da doenca coronariana ja eram
conhecidos e descritos desde o século XVIII, com relatos da angina
pectoris (suprimento insuficiente de sangue e de oxigénio para o coragao)
atribuida a insuficiéncia coronariana, por Heberden e Hunter em 1764
(Keele, 1966).

Ja em 1902 Alexis Carrel publicou, no Lyons Medical, uma
técnica para a anastomose dos vasos sanguineos e em 1910 ele
demonstrou que 0s vasos sanguineos poderiam ser mantidos por longos
periodos em armazenamento frio antes de ser usados como transplantes



33

em cirurgia, sua pesquisa Ihe rendeu o Nobel de fisiologia e medicina em
1912 (Nobelprize.org, 2014).

O primeiro relato de substituto vascular sintético data de 1952,
qguando o Dr. Arthur B. Voorhees descreveu seu primeiro trabalho com o
uso de um tecido chamado vinyon-N (policloreto de vinila) utilizado como
prétese de aorta em 15 cées (Voorhees, Jaretzki e Blakemore, 1952). O
mesmo material foi utilizado em humanos em 1953.

O desenvolvimento de tecidos sintéticos teve continuidade com
pesquisas com materiais relativamente impermedveis, como o nylon
(poliamida) em 1955, sendo as primeiras prdteses confeccionadas
artesanalmente criando uma estrutura tubular implantavel através de
suturas no individuo receptor (Edwards e Tapp 1955).

A ideia era eficiente e simples, porém o nylon foi logo no inicio
das pesquisas substituido pelo Dacron® (poliéster) (Harrison, Swanson e
Lincoln, 1957) e esse material, em diferentes formas de trancado, foi o
gue desde entdo persistiu como a prétese mais utilizada, particularmente
nas artérias de grande calibre como a aorta, iliacas e femorais (Moll et al.,
2011).

Para essas proteses de poliéster fabricadas em maquinas téxteis
duas grandes modalidades emergiram as proteses tecidas e as proteses
tricotadas. Por um tempo este conceito foi muito valorizado, por aspectos
de técnica operatdria e de porosidade para crescimento celular (Moreland,
1995).

As proteses tricotadas possuem maior porosidade, e sdo mais
maleaveis permitindo passagem da agulha dos fios de sutura com maior
facilidade, melhorando seu manuseio (RATNER et al., 2004). Entretanto,
essa porosidade, permite a passagem do sangue e isso fez com que fosse
necessario o uso de um tempo de pré-coagulagdo, no qual apds a liberacéo
inicial das anastomoses esperava-se que houvesse formacao de coagulos
entre as tramas do tecido para que 0 enxerto se tornasse impermeavel ao
sangue. Isto provocava maior sangramento intra-operatério, mas o
beneficio do melhor manuseio e de melhor integracdo futura da prétese
pelo crescimento celular sob a protese sdo 0s argumentos que justificam
a escolha desse material (Sheehan, Rajah e Kester, 1989). As proteses
tecidas sdo mais rigidas, portanto de mais dificil manuseio cirdrgico,
entretanto, sdo impermeaveis e necessitam tempo de pré-coagulacdo nem
revestimento interno com proteinas (Schmitt, 1994).

Em 1959 foram desenvolvidas préteses vasculares de polietileno
na forma de tecido trancado(EDWARDS, 1959). Cerca de vinte anos apés
0 inicio da experiéncia com os substitutos de tecidos sintéticos de
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poliéster e polietileno, surge o politetrafluoroetileno expandido (PTFEe).
O PTFEe é um polimero similar ao polietileno que foi entdo desenvolvido
para protese de veias em 1972 (Soyer et al., 1972), e de artérias, em 1973
(Matsumoto et al., 1973). Desde entdo o PTFEe ganhou espaco como
prétese vascular com a proposta de substituir artérias de menor calibre e
com regime de baixa pressdo sanguinea.

Em 1986, Weinberg e Bell, conseguiram produzir a partir de uma
abordagem da engenharia tecidual o primeiro vaso sanguineo artificial
hibrido sintético/natural, utilizando uma matriz de Dacron® e colageno,
com células endoteliais, de musculo liso e fibroblastos bovinos, porém,
este modelo ndo dispunha dos requisitos mecanicos necessarios para
desempenhar corretamente a sua funcéo in vivo (Weinberg e Bell, 1986).
A partir da publicacdo de Weinberg e Bell, surgiram entéo, novos estudos
focados em ETV, neste contexto, apenas em 2001 surge a primeira
tentativa de utilizagdo de celulose como substituto de vasos sanguineos,
testados com sucesso em ratos (Klemm et al., 2001a).

Apesar do desenvolvimento da engenharia de vasos sanguineos
os dois materiais desenvolvidos na década de 50 e 70, Dacron® e PTFEe,
respectivamente, sdo os preferidos nas cirurgias vasculares até os dias
atuais; contudo, quando em contato com o sangue ativam a via intrinseca
de coagulagdo originando a formagdo de um codgulo. Este efeito, mais
significativo em vasos de baixo calibre e fluxo (Chlupac, Filova e
Bacakova, 2009; Leitdo et al., 2013) (Figura 2).
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3.2 ENGENHARIA TECIDUAL VASCULAR

A engenharia tecidual é descrita por Langer e Vacanti, como uma
area interdisciplinar que aplica os principios da engenharia e das ciéncias
da vida para o desenvolvimento de substitutos biolégicos que possam
restaurar, manter ou melhorar a formacdo tecidual (Lanza, Langer e
Vacanti, 2011). O conceito basico de engenharia tecidual inclui um
suporte fisico (scaffold 3D) composto por polimeros sintéticos (Dacron e
PTFEe sdo alguns exemplos) ou materiais naturais (e.g., colageno,
elastina, fibrina), ou ainda uma combinacdo dos dois (Dacron e colageno)
que inicialmente servem como um arcabouco (scaffold) ou modelo que
mimetize a matriz extracelular (MEC), no qual as células podem se
organizar e amadurecer in vitro, antes do implante no local apropriado,
ou de sua utilizacdo como um dispositivo biomédico.

A pesquisa inicial em meados do século 20 focava no
desenvolvimento de materiais bioinertes, com uma resposta minima do
hospedeiro, caracterizados por interagdes minimas com o sangue e tecido
circundante. Atualmente, porém, o0s biomateriais estdo sendo
desenvolvidos para estimular as reacfes entre o suporte, proteinas e as
células, em nivel molecular, de forma mais precisa e controlavel. As
propriedades e caracteristicas do suporte sdo otimizadas para guiar as
respostas celulares e melhorar a interacéo de contato scaffold-célula, pois
as células reconhecem quimicamente a superficie do material e
respondem morfologicamente de diversas maneiras a topografia do
mesmo, o que modifica as caracteristicas celulares de adesdo, viabilidade,
proliferacdo e migragdo (Berti et al., 2013). O conceito fundamental no
desenvolvimento desses biomateriais é que o scaffold deve conter
informacéo estrutural, que mimetiza a formag&o do tecido celular, bem
como prové elementos de comunicagdo e de controle, tais como fatores
de crescimento, peptideos de aderéncia e outras moléculas que
mimetizam quimica ou estruturalmente os componentes da matriz
extracelular (Place, Evans e Stevens, 2009).

A parede vascular possui uma arquitetura complexa e
propriedades mecanicas Unicas, o que faz da engenharia ETV um enorme
desafio para a engenharia tecidual. O desenvolvimento de um substituto
de vaso sanguineo motivou grande parte da pesquisa nesta area. Varias
metodologias surgiram para a construcdo de vasos sanguineos nas trés
Gltimas décadas, muitos avancgos foram feitos nessa busca, com vérias
metodologias emergindo. Entre estas, podemos destacar algumas
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abordagens como: enxertos sintéticos semeados com células endoteliais,
analogos de vasos sanguineos a base de materiais natural como colageno,
construcdes a base de polimeros sintético biodegradaveis, vasos
sanguineos de automontagem celular e descelularizagdo de tecidos
nativos (Nerem; Seliktar, 2001).

3.2.1 Hemocompatibilidade
3.2.1.1 Cascata coagulagdo

A via cléassica da coagulacdo (Figura 3) foi proposta em 1964,
por Macfarlane, Davie e Ratnoff (Macfarlane, 1964; Davie e Ratnoff,
1964). Apesar deste modelo possuir limitagfes e ndo conseguir explicar
satisfatoriamente todos os fenémenos ligados a hemostasia in vivo, é
aceito até os dias atuais. Este modelo convencional referido como
“"cascata” foi proposto para explicar a fisiologia da coagulacdo do sangue,
segundo o qual a coagulagdo ocorre por meio de ativacdo proteolitica
sequencial de prd-enzimas por proteases do plasma, resultando na
formacgdo de trombina que, entdo, quebra a molécula de fibrinogénio
(Fator 1) em monbémeros de fibrina. Tal proposta divide a coagulacdo em
uma via extrinseca (envolvendo elementos do sangue e também
elementos que usualmente ndo estao presentes no espaco intravascular) e
uma via intrinseca (iniciada por componentes presentes no espacgo
intravascular), que convergem para uma via comum, a partir da ativagao
do fator X. Na via extrinseca, o fator VII plasmético € ativado na presenca
de seu cofator, o fator tecidual (FIII, FT), formando o complexo fator V1|
ativado/FT (FVIa/FT), responsavel pela ativagdo do fator X. Na via
intrinseca, a ativacdo do fator XIl ocorre quando o sangue entra em
contato com uma superficie contendo cargas elétricas negativas. Tal
processo € denominado "ativagdo por contato"” e requer ainda a presenca
de outros componentes do plasma: pré-calicreina (uma serinoprotease) e
cininogénio de alto peso molecular (um cofator ndo enzimatico). O fator
XII ativado, ativa o fator X1 que, por sua vez, ativa o fator 1X. O fator IX
ativado, na presenca de fator VIII ativado por tragos de trombina, e em
presenca e ions calcio (complexo tenase), ativa o fator X da coagulacéo,
desencadeando a geracdo de trombina e, subsequentemente, formacéo de
fibrina.
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Figura 3: Cascata classica da coagulago sanguinea.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Grandes avancos ocorreram nos Ultimos anos quanto a
hemostasia, cujo inicio depende de células que expressam FT em sua
superficie. O FT é uma proteina transmembranica que age como receptor
e cofator para o fator VII, estando normalmente expresso em células fora
da vasculatura (Edgington et al., 1991).

Este entendimento resultou em questionamento do papel da via
intrinseca na hemostasia in vivo. Com relagéo ao fator XIl, evidéncias
sugerem que, embora sua deficiéncia ndo resulte em problemas de
sangramento, a auséncia desse ndo protege contra a trombose (Vine,
2009).

Recentemente foi proposto o modelo baseado em superficies
celulares (Figura 4) no qual a hemostasia requer substancias
procoagulantes ativadas que permaneg¢am localizadas no sitio da leséo
para a formacdo de tampéo plaquetério e de fibrina neste local. Neste
novo modelo, o processo de coagulacdo sanguinea é iniciado pela
exposicdo de FT na corrente sanguinea. O FT ndo é expresso
constitutivamente nas células endoteliais, mas estd presente nas
membranas das células ao redor do leito vascular, como células do
musculo liso e fibroblastos. Dessa forma, o FT é exposto na circulagdo
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sanguinea pela lesdo endotelial e de células vizinhas ou pela ativagao de
células endoteliais ou mondcitos (Nemerson, 1988).

Muitas evidéncias sugerem que o FT estd também presente no
sangue em microparticulas celulares provenientes de membranas
fragmentadas de varios tipos de células, como leuctcitos, células
endoteliais, bem como de plaquetas. Estas microparticulas podem
desempenhar importante papel nos processos tromb6ticos. Sabe-se que o
complexo FVIla / FT ativa ndo somente o fator X, mas também o fator
IX. Além disso, estudos mostram que esse complexo é fundamental para
iniciar a coagulacéo in vivo (Riddel et al., 2007).

Figura 4: Cascata moderna da coagulacdo sanguinea, baseada em superficies
celulares.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O entendimento atual do processo hemostatico considera a inter-
relagdo dos processos fisicos, celulares e bioquimicos que atuam em uma
série de estagios ou fases, e ndo em duas vias (intrinseca e extrinseca)
como antes. As fases de iniciacdo, amplificacdo, propagacao e finalizacdo
ilustram o intrigante processo que garante a circulacdo do sangue na
forma liquida, restrita ao leito vascular. Estas quatro fases, resumidas a
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seguir, compreendem a atual teoria da coagulagéo baseada em superficies
celulares (Ferreira et al., 2010).

A fase de iniciacdo do processo da coagulacdo ocorre quando
células que expressam o FT em sua superficie sdo expostas aos
componentes do sangue no sitio da lesdo (VINE, 2009). O FT, uma vez
ligado ao FVII presente no sangue, rapidamente o ativa em FVlla
formando o complexo FVIIa/FT, responsavel pela ativacdo de pequenas
guantidades de FIX e FX. O FXa associado com o seu cofator, FVa, forma
um complexo denominado protrombinase na superficie da célula que
expressa 0 FT. O FV pode ser ativado pelo FXa ou por proteases ndo
coagulantes, resultando em FVa necessario para o0 complexo
protrombinase. Esse complexo transforma pequenas quantidades de
protrombina (Fator I1) em trombina, que sdo insuficientes para completar
0 processo de formacgdo do codgulo de fibrina, mas sdo de fundamental
importancia para a fase de amplificacéo da coagulagéo (Hoffman, 2003a)

Na fase de amplificacéo, devido ao grande tamanho das plaquetas
e do FVIII ligado ao fator de von Willebrand (FvW), as mesmas somente
passam para 0 compartimento extravascular quando ha lesdo vascular.
Quando um vaso é lesado, plaquetas escapam de dentro dos vasos, se
ligam ao colageno e a outros componentes da matriz extracelular no sitio
da lesdo, onde sdo parcialmente ativadas, resultando em um tampéao
plaquetario responsavel pela hemostasia priméaria (Boucher e Traub,
2009).

Neste ponto, pequenas quantidades de trombina produzidas pelas
células que expressam o FT podem interagir com as plaquetas e o
complexo FVIII/FYW. Dessa forma, inicia-se 0 processo hemostatico
culminando na formacdo de fibrina estavel, que consolida o tamp&o
plaquetario inicial.

A fase de propagacdo é caracterizada pelo recrutamento de um
grande nimero de plaquetas para o sitio da lesdo e pela producdo dos
complexos tenase e protrombinase na superficie das plaquetas
ativadas(Vine, 2009). Primeiramente, o FIXa ativado durante a fase de
iniciacdo pode agora se ligar ao FVIlla na superficie das plaquetas
formando o complexo tenase. Uma quantidade adicional de FIXa pode
também se produzida pelo FXla ligado as plaquetas. Como o FXa néo
pode se mover efetivamente das células que expressam FT para a plaqueta
ativada, maior quantidade de FXa deve ser produzida diretamente na
superficie da plaqueta pelo complexo FIXa/FVIlla (Hoffman, 2003b).
Finalmente, o FXa rapidamente se associa ao FVa ligado a plaqueta
durante a fase de amplificacdo, resultando na formacdo do complexo
protrombinase, o qual converte grande quantidade de protrombina em
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trombina. Esta é responsavel pela clivagem do fibrinogénio em
mondmeros de fibrina, que polimerizam para consolidar o tampéao
plaquetario inicial.

Por fim na fase de finalizagéo é formado o coagulo de fibrina
sobre a area lesada, o processo de coagulacdo deve se limitar ao sitio da
lesdo para se evitar a oclusdo trombética do vaso. Para controlar a
disseminacdo da ativacdo da coagulacdo, intervém quatro anticoagulantes
naturais, o inibidor da via do fator tecidual, a proteina C (PC), a proteina
S e a antitrombina (Gorbet e Sefton, 2006; Ferreira et al., 2010).

Materiais que possam ser utilizados em contato com sangue sem
causar danos, sdo requeridos em uma variedade de dispositivos médicos.
A gama de aplicacbes é ampla e cobre os implantes no sistema
cardiovascular (cateteres, stents, valvulas, vasos, dispositivos de
assisténcia circulatoria) e também tratamentos sanguineos extracorpdreos
(aférese, hemodialise, oxigenacdo/circulacdo do coracdo-pulmao).

Dispositivos de uso clinico no momento requerem 0 USO
constante de medicamentos, tais como anticoagulantes, mesmo assim, ha
uma incidéncia significativa de trombose e outras complicacbes (Liu et
al., 2014). Danos causados por contato material-sangue incluem a
ativacdo de plaquetas, deplecdo e desnaturacdo de proteinas plasmaticas.
A calcificacdo do material leva a perda de propriedades e é também um
problema para dispositivos cronicamente implantados. Perda de
propriedades do material ao longo do tempo através da biodegradacéo é
similarmente uma limitagdo de aplicacdo em longo prazo. No entanto,
codgulo e trombo (tromboembolizacdo no caso de implantes)
permanecem como 0s problemas mais graves e mais intrataveis no
desenvolvimento de dispositivos de contato com o sangue. Esses
fendmenos causam, por exemplo, a oclusdo rapida de vasos de diametro
menor que 6 mm (Chlupac, Filova e Bacakova, 2009), o bloqueio de
cateteres de amostragem (Chopra et al., 2012; Yau et al., 2011), falha dos
dispositivos de assisténcia cardiaca (Starling et al., 2014).

Uma vez que as interagBes sangue-material sdo fortes, as
propriedades quimicas e fisicas da superficie do material tém sido
extensivamente investigadas. Trés estratégias gerais tém sido usadas e
podem ser descritas como: (1) Passivacdo de superficie, por exemplo,
modificar a interacdo da superficie do material com o sangue,
especialmente a adsor¢do de proteinas ndo especificas, materiais
modificado com varios polimeros hidrofilicos e/ou zwitteridnico (Chen,
Brook e Sheardown, 2004; Higuchi et al., 2002) tem demonstrado ser
resistente a adsorcdo de proteinas. (2) Incorporacdo de moléculas
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bioativas, exemplo, anticoagulantes (heparina) (Linhardt e Xie, 2008),
inibidores plaquetarios (acido acetilsalicilico) (Lee et al., 2001;
Aldenhoff etal., 2003) e agentes fibrinoliticos (estreptoquinase) (Li, Chen
e Brash, 2011). (3) Mimetismo do endotélio vascular (a superficie interna
do vasos sanguineo), a Unica superficie que pode ser verdadeiramente ndo
trombogénica (Avci-Adali, Ziemer e Wendel, 2010). Materiais com
superficies porosas parece modular uma trombose limitada, que pode
reorganizar um pseudo-endotelio inerte (Liu et al. 2014).

3.2.1.2 Cascata complemento

O sistema de complemento desempenha um papel nos mecanismos
de defesa do corpo contra infecgdes. O sistema complemento consiste em
mais de 20 proteinas plasmaticas que funcionam como enzimas ou como
proteinas de ligacdo (Figura 5). A ativacdo do complemento € iniciada
através dos caminhos classicos ou alternativos e o caminho terminal é
comum a ambos. Ambas as vias contém uma enzima inicial que catalisa
a formacdo da C3 convertase, que por sua vez gera a convertase C5
permitindo a montagem do complexo terminal (TCC). Varios produtos da
cascata complemento (C3b, C4b e iC3b) ligam-se a superficies
bacterianas e complexos imunes em um processo chamado opsonizagdo
(Misoph, Schwender e Babin-Ebell, 1998), que facilita sua absor¢éo por
células inflamatérias (fagocitose).

A via classica é desencadeada por complexos antigeno-anticorpo
gue se ligam ao complexo C1 (Clq, C1r, Cls) através do componente
Clq, este ativa C1s, que ¢ entdo capaz de clivar o C4. A proteina C4 une-
se a proteina C2 formando o complexo C4bC2b, e assim clivar C3 em
C3a (anafilatoxina) e C3b. A combinacdo de C4bC2b eC3b torna-se a
convertase C5, que cliva C5 em C5a (anafilatoxina) e C5b. O C5b é o
primeiro componente do complexo terminal e tem alta
afinidade com C6. C5bC6 liga entdo C7, C8 e até 12 formando o TCC
(também chamado de complexo de ataque de membrana, mC5b-9), assim
resultando na lise celular (Gorbet e Sefton, 2006).

A ativacdo do caminho alternativo ndo requer anticorpos ou
complexos imunes e sdo ativados por superficies estranhas, tais como
fungos, bactérias, polissacaridos, lipopolissacérideos, particulas e
superficies de biomateriais. A ativa¢do do complemento da via alternativa
ocorre espontaneamente a uma taxa baixa. A hidrélise espontanea do
grupo tioéster interno de C3 ocorre na fase fluida, gerando C3/H,0. Este
C3 hidrolisado pode ligar-se e ativar o Fator B e cliva outra molécula C3
em C3a e C3b, assim é formada a C3 convertase alternativa.
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A via das lectinas € iniciada por alguns aclcares presentes em
bactérias e fungos. Dentre estes agucares o principal & a manose, em
bactérias, fungos e virus. Também é uma via de ativacdo ndo imune,
pertence & imunidade natural.

Figura 5: Mecanismos envolvidos na cascata complemento.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Embora as cascatas de coagulacdo e complemento sejam
discutidas separadamente, as duas cascatas parecem interagir
significativamente para modular a atividade uma da outra (Figura 6). O
fator Xlla e a calicreina sdo conhecido por clivar C1s e, portanto, tém a
capacidade de ativar a via complemento classica. Ja a trombina (Flla)
ativa C3, C5, C6 e Fator B; calicreina cliva C5 e fator B; o fator Xlla
também cliva C3. A Atividade da trombina em C3 e C5 pode explicar 0s
niveis mais elevados de C3a e Cb5a no soro versus plasma
(Blajchmanan; Ozge-Anwar, 1986).
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Figura 6: Algumas interacBes conhecidas entre as cascatas coagulagdo e
complemento.

Cascata de coagulacio
Fator Xlla
l Cilq l
c1 Cir Plaquelas
Via classica |
Cils /
C3a Neutréfilos, Menécitos e endotélio
,I, /’ Basdfilos e Mastécitos
Cc3
Viadalectina —ttC2, vertase —> C3 s A
MBL N

C3b 7
NigaFB + C3 convertase [ —> C5
Y

Via alternativa e cé
C7
C3/C3(H,0) / 8
Fator Ila % c9

Fator Xlla

C5b-9

Cascata de coagulagao / \

Lise celular Plaquetas e endotélio

Fonte: Elaborada pelo autor.

A presenga de um biomaterial é acreditada convencionalmente
por ativar o complemento através da via alternativa. Os biomateriais sdo
normalmente classificados como superficies "ativadoras" ou "ndo-
ativadoras". Em uma superficie com grupos carregados negativamente
tais como carboxilo, sulfato, acido sidlico e heparina ligada parecem
promover associacdo de alta afinidade entre C3b. Por outro lado, uma
superficie de ativacdo € normalmente caracterizada pela presenca de
nucleofilos, tais como grupos hidroxilo e amino: estes grupos permitem a
ligacdo covalente de C3b e promovem a formacdo da convertase C3 e C5.
Contudo, mesmo na auséncia desses grupos ativadores na superficie,
alguns biomateriais, como o poliacrilonitrila, sdo capazes de ativar a
cascata complemento (Gorbet e Sefton, 2006).
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3.2.2 Biomaterias

Biomaterial pode ser definido como qualquer material, natural ou
sintético, que compreende a totalidade ou parte de uma estrutura viva ou
dispositivo biomédico que realiza, aumenta, ou substitui uma funcéo
natural (Grainger, 1999). Diversos materiais sdo investigados quanto a
sua aplicagdo como biomaterial. Eles podem ser divididos em materiais
naturais e polimeros sintéticos. As propriedades requeridas para um
biomaterial podem variar com o tipo de célula a ser utilizado, com a
estratégia para a formagdo de tecido e com a area considerada para o
implante. Uma demanda comum para todos os biomateriais é a
biocompatibilidade, um conjunto de fendmenos relacionados com o
envolvimento biol6gico a que o material fica sujeito no organismo
humano. Materiais biocompativeis devem apresentar as seguintes
caracteristicas: permitir a adesdo, crescimento, manutencdo e
diferenciacdo celular; permeabilidade para fluxo de compostos quimicos,
nutrientes e residuos metabdlicos, capacidade de suportar a presenca de
diversos tipos de células, estrutura porosa adequada com uma ampla area
superficial que permita as células migrarem e interagirem entre si;
resisténcia mecénica para suportar a organizacdo celular, bem como
capacidade para se conformar em varias formas (Hutmacher, 2001; Berti,
2012). Outro aspecto importante a ser avaliado nos casos especificos de
materiais destinados a estar em contato com o0 sangue é a
trombogenicidade, definida como a capacidade de um material para
induzir ou promover a formacao de tromboembolismo (Grainger, 1999).
Materiais ndo trombogénicos devem ter uma baixa velocidade de
producdo de trombina, baixo consumo e grau de ativacdo plaquetéria e
ativacdo de leucdcitos (Sefton, Gemmell e Gorbet, 2000).

Também as propriedades mecénicas sdo importantes, e
dependem do tecido alvo do enxerto. Para enxertos vasculares, o material
deve ser investigado antes que possa ser utilizado como implante, quanto
a sua capacidade de suportar a pressdo do sangue, devendo apresentar
resisténcia a ruptura, conformidade ao local implantado, forca de retencéo
da sutura e resisténcia ao desgaste.

O conceito basico da engenharia tecidual inclui um suporte fisico
(scaffold3D) que pode ser composto por materiais naturais ou materiais
sintéticos que sirvam inicialmente como uma matriz, ou modelo que
mimetize a MEC, no qual as células podem se organizar e amadurecer in
vitro previamente a implantagéo no local apropriado.
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3.2.2.1 Nanocelulose bacteriana

A celulose é um dos biopolimeros mais abundantes na natureza,
podendo ser sintetizada por plantas, alguns animais e ainda por um grande
nimero de microrganismos (Castro et al., 2011; Czaja, Romanovicz e
Brown, 2004). Ela é composta por mondmeros de glicose do tipo p-Glc-
B(1-4) ligadas (Figura 7), com sua férmula quimica de (CsH100s5)n, sendo
um dos constituintes estruturais da parede celular de quase todas as
plantas, de muitos fungos e de alguns tipos de algas. No entanto, a
celulose vegetal contém muitas impurezas, incluindo macromoléculas de
hemicelulose e lignina, o que implica na necessidade de tratamentos
quimicos agressivos para remocdo das mesmas, 0s quais podem causar
alteragdes irreversiveis na estrutura da celulose(Park, Park e Jung, 2003).

Figura 7: Estrutura quimica da unidade de repeticdo da nanocelulose bacteriana
OH

OH

o OH

OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

A nanocelulose bacteriana (BNC) é um polissacarideo produzido
por muitas espécies de bactérias, tais como as do género Acetobacter,
Agrobacterium, Achromobacter, Aerobacter, Azotobacter, Sarcina,
Salmonella, Escherichia e Rhizobium (Moosavi-Nasab e Yousefi, 2011;
Sani e Dahman, 2010). Durante sua biossintese por bactérias, as cadeias
de celulose sdo polimerizadas pela celulose sintase A de glicose ativada.
As cadeias simples sdo extrusadas através da parede celular bacteriana
por complexos terminais conhecidos como rosetas. Cerca de 50 a 80
cadeias simples de glicose sdo extrusadas linearmente ao longo do eixo
da roseta (Ross; Mayer; Benziman, 1991), dando origem as microfibrilas.
As microfibrilas se agrupam hierarquicamente como um complexo,
formando principalmente nanofibras que contém 10-15 microfibrilas
(Bodin et al., 2011). As nanofibras formadas de forma aleatdria
compreendem cerca de 1000 cadeias lineares de glicose. A continua
fiacdo das nanofibras de celulose leva & formagdo de estruturas 3D
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altamente puras, estabilizadas intra-fibrilarmente por ligacGes de
hidrogénio (Sulaeva et al., 2015).

A BNC foi originalmente utilizada como alimento (nata de coco)
na Asia, na forma de doces ou cremes, mas suas propriedades Unicas
também levaram ao seu uso como um curativo para feridas. A producéao
de BNC para o propdsito especifico de curativo de feridas remonta ao
inicio dos anos 1980 (Ring, 1986; Farah, 1990). Seu uso como material
médico é atribuido as suas caracteristicas: tem uma alta resisténcia a
tracdo, flexibilidade, capacidade de retencdo de &gua, permeabilidade
pronunciada a gases e liquidos, alta porosidade e &rea superficial,
potencial de introducdo e liberacdo de agentes antimicrobianos,
medicamentos ou outros materiais biofuncionais (SHAH et al., 2013) e
uma grande compatibilidade com tecidos vivos (Czaja et al. 2006).

Diversos grupos de pesquisa estudaram a utilizagdo da BNC para
aplicacBes biomédicas. Entre essas aplicagdes, podem ser incluidas:
substituto temporario de pele para recuperacdo de ferimentos e
gueimaduras (Ciechanska, 2004; Czaja et al., 2006; Czaja et al., 2007),
cirurgias de restituicdo da laringe (Souza et al., 2011), produgdo de vasos
sanguineos artificiais (Klemm et al., 2001b), biomaterial para cérnea (Jia
et al., 2009), cartilagem artificial (Svensson et al., 2005), sistema para
liberacdo de farmacos, recuperacdo de nervos, recuperacdo de gengiva,
recuperacdo da dura-maéter, revestimento de stents, valvulas cardiacas,
uretra, protese artificial e material de regeneracdo éssea (Czaja et al.,
2006; Petersen e Gatenholm, 2011). Estudos de biocompatibilidade da
BNC in vivo, utilizando modelos animais, tém demonstrado sua excelente
capacidade de integracdo com o tecido lesado, sem a presenca de
processos inflamatdrios agudos nem rejei¢do a longo prazo (Béckdahl et
al., 2006; Helenius et al., 2006). Devido a sua estrutura Gnica de rede
tridimensional de nanofibras, sua capacidade de retencdo de 4gua elevada,
uma elevada resisténcia mecanica e excelente biocompatibilidade, a BNC
vem sendo amplamente utilizada na engenharia tecidual.

Estruturas tubulares de BNC tem sido relatadas por possuir um
grande potencial como vaso sanguineo artificial, porém carecem de
estudos mais aprofundado da interacdo da BNC com o sangue (Tang et
al., 2017; Li et al., 2017; Klemm et al., 2001a).
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3.2.2.2 Heparina

A heparina é uma glicosaminoglicana linear, que ocorre
naturalmente nos seres humanos, que é composta por unidades de
dissacarideos repetidos com ligagdes 1,4 4cido urénico (p-glucurdnico
(GlcA) ou acido L-idurdnico (IdoA)) e p-glucosamina, como mostrado na
Figura 8. Devido ao alto contetdo de sulfato e grupos carboxilicos, a
heparina tem a maior densidade de carga negativa que qualquer molécula
bioldgica conhecida (Capila e Linhardt, 2002). Normalmente é extraida
dos tecidos mucosos porcino com massa molar variando de 5 a 40 kDa.
Em aplicacBes clinicas, a heparina é utilizada como um reagente
anticoagulante injetavel. Além da sua atividade anticoagulante, a
heparina também mostrou atividade antiviral, anticancer, angiogénica,
regulacdo e inibicdo da ativacdo da cascata complemento (Mizrahy e
Peer, 2012). A heparina age como um anticoagulante por interferir com
a cascata da coagulacdo sanguinea através da interagdo com os fatores
Xla, IXa, Xa ella (trombina) (Verhamme, Bock e Jackson, 2004). Atua
como um catalisador para reagir com a antitrombina, Fator Xa, e outros
fatores, na qual ocorre uma alteracdo conformacional que acelera
formacdo do complexo trombina-antittombina e do fator Xa-
antitrombina, assim os fatores sdo efetivamente eliminados, e entdo as
moléculas de heparina podem ser liberadas novamente e tornar-se livre
para um novo pProcesso.

Figura 8: Estrutura quimica do polissacarideo linear de heparina indicando a
maior unidade de repeticdo e a sequéncia de ligagdo com a trombina.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Devido a atividade anticoagulante especifica, espera-se que
interacdes heparina-sangue semelhantes possam ocorrer quando a
heparina é imobilizada sobre uma superficie de membrana que estara em
contato com o sangue. O complexo TAT é formado na interface e depois
no sangue, fazendo com que a heparina fique disponivel num ciclo de
reutilizacdo. Assim, a heparinizacdo superficial pode se tornar uma
estratégia para a modificacdo de anticoagulantes e de compatibilidade
sanguinea, uma vez que, em principio, a bioatividade pode ser de longo
prazo (Liu et al., 2014).

A avaliagdo da coagulacdo sanguinea em contato com
membranas modificadas com heparina pode ser realizada de acordo com
alguns métodos descritos a seguir: tempo de trombina parcial ativado
(APTT), tempo de protrombina (PT), tempo de fibrinogénio e tempo de
trombina (TT) sdo os testes mais utilizados, utilizando plasma pobre em
plaquetas (PPP). O APTT relaciona-se principalmente com a via
intrinseca da coagulcdo, a PT relaciona-se principalmente com a via
extrinseca, enquanto FT e TT sdo usados para medir o tempo de
conversao do fibrinogénio para fibrina na via comum (Nie et al., 2014; Li
et al., 2012). Em alguns casos, o tempo de recalcificacdo do plasma e
tempo de coagulacdo do sangue total também é testado para fornecer uma
avaliacdo Li et al., 2012), onde PRT é um indicador da ativagdo em
cascata da coagulacdo como um todo e o tempo de coagulacéo é indicado
através da formacéao do coagulo sélido quando o sangue é exposto a uma
superficie estranha.

A imobilizagdo de heparina na superficie da BNC j& foi relatada
para aplicacbes em ETV, demostrando resultados promissores na
utilizacdo deste compésito (Wan et al., 2011; Peng, Li e Meng, 2017;
Tang et al., 2017).

3.2.3 1SO 10993-4

Avaliacdo biologica de dispositivos médicos - Parte 4: Selecdo de
testes para interagfes com sangue fornece requisitos gerais para avaliar
as interagdes de dispositivos médicos com sangue. Descreve uma
classificacdo dos dispositivos médicos e odontolégicos destinados a
serem utilizados em contato com o sangue, com base no uso pretendido e
na duracdo do contato, conforme definido na 1SO 10993 - Parte 1:
Avaliacdo e teste dentro de um processo de gerenciamento de risco. Os
principios fundamentais que regem a avaliagdo da interacdo de
dispositivos com sangue e as justificativas para a sele¢do estruturada de



50

testes de acordo com categorias especificas, juntamente com os principios
e bases cientificas desses testes.

Tabela 1: Testes de hemocompatibilidade descritos na 1ISO 10993-4.

Avaliacéo Testes

Ativagdo por contato PT, APTT, tempo de recalcificacéo,
FVlla

Ativagdo complemento C3a, C4a, Cha

Geracdo de trombina TAT (complexo trombina-antitrombina),

Dimero F1 + 2 (fibrinogénio +
protrombina), Xa, lla
Conversao de fibrinogénio em Derivados de fibrinogénio, tempo de

fibrina trombina, microscopia dptica

Fibrindlise Tempo de reptilase, tempo de trombina
(TT)

Hemolise Hemoglobina livre

Protedlise Elastase, burst oxidativo

Ativagdo de plaquetas Microscopia optica, CD62, CD63

Ativagdo por contato PT, APTT, tempo de recalcificacéo,
FVlla

Fonte: Adaptado de Seyfert; Biehl; Schenk, 2002.

Requisitos detalhados para testes ndo podem ser especificados
devido a limitagdes no conhecimento e preciséo de testes para interagdes
de dispositivos com sangue. A 1SO 10993-4 descreve a avaliacdo
biolégica em termos gerais e pode ndo fornecer necessariamente
orientagdo suficiente para métodos de teste para um dispositivo
especifico.

3.3 BIORREATORES EM ENGENHARIA TECIDUAL
VASCULAR

Muitos estudos tém mostrado que o crescimento de células e
tecidos vasculares é influenciado pelo fluxo de fluido sanguineo (Zang et
al. 2015; Lee et al., 2012; Meinhart et al., 2005). Uma abordagem que
utiliza o uso de um ambiente dindmico mecanico € o biorreator. Um
biorreator tecidual pode ser definido como um sistema que simula
ambientes fisioldgicos para a criagdo e entendimento das condigdes que
modulam as caracteristicas fisicas e quimicas das células precursoras de
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tecidos, como estruturas de apoio no desenvolvimento de 6rgaos in vitro
(Barron et al., 2003).

Biorreatores que possam controlar os processos fisicos e
condi¢cdes mecanicas sdo essenciais para a engenharia de tecidos vascular
(Couet e Mantovani, 2012). Existem quatro componentes principais num
biorreator vascular, que sdo: camaras de cultivo, bombas, reservatérios de
meios e um controlador de temperatura (Figura 9). Todos os componentes
sdo montados em um circuito em loop, a bomba de fluxo pulsétil conduz
0 meio de cultura para fornecer oxigénio e nutrientes para as células, além
da condicdo dindmica do sistema para mimetizar in vitro a condicdo
fisioldgica de vasos encontrados in vivo.

Figura 9: Sistema biomimético empregado para aplicacdo de fluxo dindmico e
condicionamento de construgdes tubulares.

Controle de temperatura

Camara

de cultivo

Reservatério de meio de cultura

Circuito em loop

Fonte: Adaptado de Zhao et al., 2016.

Enxertos de revascularizacdo de pequeno didmetro foram
desenvolvidos com sucesso, por meio de um scaffold de aorta de coelho
descelularizado, usando células de musculo liso e endotelial aértico de
rato integrados no sistema de um biorreator vascular controlado, que
proporcionou um condicionamento estatico e outro dindmico por duas
semanas de cultura. Os resultados mostraram que a taxa de proliferacdo
de células endoteliais e musculares lisas em condicionamento dindmico
foi significativamente maior que a do condicionamento estético, além de
uma imitacdo histoldgica exata da artéria natural (Song et al., 2012).

Diferentes fontes de células podem resultar de forma diferente,
mesmo sob 0 mesmo sistema de biorreator para ETV. Células endoteliais
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e musculares lisas sdo as escolhas convencionais de fontes celulares para
ETV. Células tronco de diversos nichos também estdo sendo investigadas
como fontes de células, como células tronco adultas, células tronco
mesenquimais e células progenitoras endoteliais derivadas da medula
Ossea (EPCs) (Sun et al., 2006). Pesquisas recentes sugerem que a adicao
de EPCs no ciclo de incuba¢do juntamente com um scaffold
funcionalizado resultou na imobilizacdo das EPCs na superficie interna
do scaffold com posterior diferenciacdo em células endoteliais maduras
criando uma monocamada funcional (Andukuri et al., 2013).
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4  MATERIAIS E METODOS

41 PRODUCAO DA NANOCELULOSE BACTERIANA

Para obtencdo das estruturas tubulares de nanocelulose bacteriana,
construiu-se um aparato de acrilico com entradas laterais, uma mangueira
de silicone de 4 mm de diametro externo, um compressor de ar e uma
membrana de porosidade de 0,24 um. O aparato possui trés
compartimentos individuas possibilitando a producdo separadamente. O
sistema foi montado com uma mangueira de silicone no interior do
aparato de acrilico, deixando as extremidades da mangueira para fora do
aparato; a uma das extremidades foi acoplado um filtro, sequido da bomba
de circulacdo de ar; a outra extremidade foi deixada livre, para saida do
ar proveniente do compressor. O sistema aparato/mangueira de silicone
foi esterilizado em uma solugéo aquosa de glutaraldeido 2,0% ativada em
solucdo alcalina, o sistema ficou submerso por 10 horas para esterilizagao.

Uma aliquota da bactéria Komagataeibacter hansenii ATCC
23769 (anteriormente nomeada de Gluconacetobacter hansenii), mantida
em ultra freezer -80 °C (Nuaire, EUA) em glicerol (20%) foi reativada
em quatro mL de meio manitol (25 g/L de manitol, 5,0 g/L de extrato de
levedura, 3,0 g/L de peptona). Cem pL desta solugédo foi plagueada em
placa agar-manitol e acondicionado em incubadora BOD (Nova Etica,
Brasil) a 26 °C por cinco dias, até o crescimento de colbnias isoladas
(placa de reativacdo). Para a producdo da placa de manutencdo e/ou
trabalho, foram utilizadas cinco col6nias isoladas da bactéria (placa de
reativacdo), previamente ressuspendidas em um mL de meio manitol. A
solucéo foi homogeneizada por 60 s no vortex (Vision, Coreia), e deixada
decantar por 10 s. A densidade 6ptica (DO) foi lida em espectrofotdmetro
(Molecular Devices, EUA), a 660 nm (valor de referéncia DOggo= 0,15).
Apos leitura, foi realizada uma diluicdo seriada até 10, sendo entdo
plaqueados 100 pL da solugdo diluida em placa agar-manitol, que foi
mantida na BOD por sete dias a 26 °C. Apds o crescimento das col6nias
isoladas, o procedimento de producdo foi realizado ou a placa foi
acondicionada a 4°C por até 15 dias, que servindo como placa de
manutencao.

Para produzir as estruturas tubulares ou membranas de BNC, as
col6nias da placa de trabalho foram resuspendidas em meio de cultivo
manitol, seguindo a relagdo de 5:1 (colénias/mL). Em seguida, foi
homogeneizado em vértex (Vision, Coreia) por 60 s, deixada decantar por
10 s e feita a leitura da densidade dptica em espectrofotdmetro, a 660 nm
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(valor de referéncia DOsgo = 0,15). Foi realizada uma diluigéo de 10 vezes
em meio de cultivo manitol (inéculo). O indculo foi distribuido em placas
de pléastico estéril ou no sistema de producdo das estruturas tubulares,
onde a mangueira foi ligada a um compressor de ar, circulando oxigénio
a 21%. O crescimento microbiano ocorreu em condi¢do estatica, a
temperatura ambiente (25 °C), durante um periodo de 12 dias.

Apos 12 dias de cultura bacteriana 0s vasos de BNC que foram
formados no entorno da mangueira de silicone na interface
liquido/solido/ar ou membranas que foram formadas na interface
liquido/ar, foram removidos e transferidos para um frasco contendo uma
solucdo de NaOH 0,1M, onde foram mantidos por 24 h a 50 °C para
remogdo de bactérias e/ou residuos do meio de cultura e do metabolismo
bacteriano que poderiam estar retidos nas redes de nanofibras da celulose
bacteriana. As estruturas tubulares/membranas de BNC foram em seguida
submetidas a lavagens sucessivas com agua destilada, ou até que o pH da
agua de enxague se equivaler ao da agua destilada usada na lavagem. Em
seguida os vasos ou membranas foram autoclavados por 20 mina 121 °C
e mantidos refrigerados até utilizacéo.

Figura 10: Sequéncia esquemadtica da produgdo das membranas e estruturas
tubulares de BNC.

Membranas

5 colomas em 1 mL

Dllun,qo seriada (10°%)
Placa de reativagdo

Plam de manutengdo - .

Estrutura tubular
ou trabalho

A -

OBS: Placa manutencao
mantida a 4 °C por no
maximo 15 dias

Entrada

Fonte: Elaborada pelo autor.
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42 MODIFICACAO DA NANOCELULOSE BACTERIANA

4.2.1 Imobilizacdo de heparina

A BNC foi modificada quimicamente com heparina por meio do
método de derivatizagdo com  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) a partir da BNC oxidada com algumas modificacdes
(Kumar e Yang, 2002) (Figura 11a). A BNC foi imersa em uma solugéo
de &cido nitrico e acido fosforico 2:1 (v/v) em seguida foi acrescentado
7% de nitrito de sodio (m/v). A solucéo foi coberta com uma placa de
Petri para evitar a liberacéo dos gases da reacdo para a atmosfera. O tempo
de reacgdo foi de 24 horas, na auséncia de luz, a 25 °C com agitacdo. Em
seguida as membranas foram imersas em uma solugdo aquosa de 0,2 %
(p/p) de glicerol durante 15 minutos para remover 0 excesso de oxidante.
Finalmente as membranas foram lavadas com acetona e deixadas secar a
25 °C.

A imobilizacdo por meio de ligacdo covalente da heparina nas
membranas e estruturas tubulares de BNC foi realizada conforme
retratado por Liu e colaboradores (Liu et al., 2005), com modificacdes
(Figura 11b). A BNC oxidada foi imersa em tampéo citrato 0,1 M (pH
4,8) contendo 2 mM de EDC durante 24 horas a 4° C, com suave agitacao.
Subsequentemente a BNC foi colocada em tampéo citrato (pH 4,8) com
1000 Ul de heparina (v/v) durante 24 horas a 4 °C com agitagao suave.
Por fim a BNC modificada com heparina BNC-Hep foi lavada trés vezes
com tampdo fosfato salino (PBS) e posteriormente realizadas duas
lavagens com agua destilada.

A heparina utilizada neste trabalho é de origem suina e massa
molecular heterogénea, variando de 3.000 a 30.000 kDa, conhecida como
heparina ndo fracionada, heparina convencional ou simplesmente
heparina (Junqueira et al., 2011) e foi adquirida da empresa BLAU com
0 nome de Hepamax-s®.
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Figura 11: Representacdo esquematica da reacdo quimica de modificacdo da
superficie da BNC com heparina (a) oxidacdo do carbono 6 na mistura
HNO3/H3POs-NaNO; (b) derivatizagdo dos grupos acidos com EDC.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

422 Caracterizagdo dos grupos funcionais da BNC e BNC-Hep

A BNC e BNC-Hep foram analisadas usando Espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os espectros de
infravermelho foram obtidos no espectrofotdmetro Agilent (model Carry
600), com resolucdo de 4 cm, e varredura de 4000-600 cm, usando
refletdncia total atenuada.

423 Quantificacao da heparina imobilizada

A quantidade de heparina sobre a superficie da BNC foi determinada
utilizando o corante azul de toluidina (Bae, Seo e Kang, 1999), com
algumas modificagbes. O corante azul de toluidina 0,005% (p/v) foi
dissolvido em &cido cloridrico 0,01 M contendo 0,2% (p/v) de cloreto de
sodio. A heparina foi diluida para a concentracdo de 0,0166% (v/v) com
uma solucéo aquosa 0,2% (p/v) de cloreto de sddio. Para a construcéo da
curva de calibracdo uma quantidade conhecida de heparina foi adicionada
aos tubos que continham a solucdo de azul de toluidina e solugdo de
cloreto de sddio. As misturas foram agitadas a 37 °C e apds uma hora,
hexano foi adicionado. As misturas foram agitadas vigorosamente por 30
s, a fracdo organica (coloracdo roxa) foi retirada e a absorbancia a 631nm
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da fragdo aquosa (coloracdo azul) foi medida. Membranas de BNC-Hep
de aproximadamente 0,6 cm de diametro foram imersas cada uma em uma
mistura de 600 pL da solugéo de azul de toluidina com 300 pL de uma
solucdo de cloreto de sodio durante uma hora a 37 °C. Logo apoés, a
membrana foi retirada do recipiente e 600 pL de hexano foram
adicionados e a mistura foi agitada. A absorbancia da fase aquosa foi
medida em 631 nm. A quantidade de heparina na superficie da membrana
foi calculada a partir da curva de calibracdo construida com heparina
padrdo e assim foi possivel determinar a quantidade de heparina
imobilizada por cmz.

43 HEMOCOMPATIBILIDADE

43.1 Comité de ética em pesquisa com seres humanos

Para realizac&o dos estudos de hemocompatibilidade com sangue
humano foi redigido um projeto com detalhes dos procedimentos
desenvolvidos. O projeto foi submetido junto ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina (CEPSH-UFSC) que segue a resolucdo do Conselho Nacional de
Saude CNS 196/96, em que “toda pesquisa envolvendo seres humanos
devera ser submetida a apreciagdo de um Comité de Etica em Pesquisa”
e cabe a instituicdo onde se realizam pesquisas a aprovacao e fiscalizacdo
do mesmo, seguindo a constituicdo do CEP.

4.3.2 Populagao

Participaram desta pesquisa voluntarios com idade entre 18 a 40
anos, saudaveis, que nao fizeram uso de anticoagulante, contraceptivos
orais ou qualquer outro medicamento que possa influenciar nos processos
de hemostasia. N&o participaram deste estudo: gestantes, etilistas,
fumantes, bem como qualquer portador de patologia pré-existente
relacionada com a coagulagdo sanguinea. Nessa parte do estudo foi
solicitado cinco individuos, do qual foi coletado 20 mL de sangue por
individuo.

4.3.3 Material biol6gico

O sangue humano necessario para o0s estudos de
hemocompatibilidade foram coletadas pelo sistema a vacuo, em tubos
apropriados contendo anticoagulante, no InteLab/UFSC. Todos o0s
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experimentos foram realizados no InteLab. Foi coletado sangue através
de puncdo venosa com seringa e agulhas estéreis, coletado em frascos
contendo anticoagulante tampé&o citrato 0,109 M a 3,2%. A coleta de
sangue somente foi realizada ap6s a assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecida, em anexo no apéndice A. Foi formado um
biorrepositério de carater transitorio e de curta duracdo para os testes de
hemocompatibilidadade, que foi eliminado ao término dos experimentos.
O sangue foi utilizado de trés formas distintas, sangue total, plasma pobre
em plaquetas (PPP) e o plasma rico em plaquetas (PRP) para diferentes
testes de hemocompatibilidade (Figura 12).

Figura 12: Representacdo esquematica dos testes de hemocompatibilidade.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

434 Biodegradacdo em plasma sanguineo humano

Os estudos de biodegradagao foram realizados em plasma humano
em um periodo de seis semanas, seguindo metodologia descrita por
Ferreira e colaboradores (Ferreira, Coelho e Gil, 2008). Cada membrana
de BNC e BNC-Hep foi liofilizada e seu peso foi registrado. Em seguida,
colocadas dentro de tubos de vidro onde foi adicionado um mL de plasma.
Todos os tubos foram fechados e incubados a 37 °C. Em periodos pré-
definidos de tempo (48 h e 1, 2, 4 e 6 semanas) trés amostras foram
removidas do plasma, lavadas com PBS e liofilizadas. Sua massa foi
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registrada para calcular a variagdo da massa. Uma das amostras retiradas
no periodo de incubacdo de seis semanas, foi reservada para analise em
microscopia eletronica de varredura (MEV). O plasma recolhido no
decorrer do experimento foi analisado através de ensaio enzimatico para
determinacdo de glicose onde 10 pL de plasma foram adicionados a 1000
uL do reagente de cor (glicosidase, peroxidades e 4-aminoantipiridina) e
ap6s 10 minutos leu-se a absorbancia a 505 nm. O resultado foi
comparado a um padrédo de glicose nas mesmas condi¢fes do teste. Para
quantificar a liberacdo de heparina das membranas BNC-Hep foi utilizado
0 método do Azul de toluidina ja descrito na se¢do 4.2.3.

4.35 Adesdo plaguetaria

A avaliagdo da adesdo plaquetéria foi realizada seguindo
metodologia descrita na literatura (ANDRADE et al., 2011), com
modifica¢cdes. O sangue humano total anticoagulado com citrato foi
centrifugado a 2300 rpm a 4 °C durante 4 minutos para se obter o plasma
rico em plaquetas (PRP). As membranas de BNC e BNC-Hep foram
hidratadas com PBS por cinco vezes durante 10 minutos cada. As
membranas reidratadas foram transferidas para o PRP pré-aquecido a
37 °C e incubadas 30 min, e lavadas cuidadosamente com PBS para
remover as plaquetas fracamente aderidas. As plaquetas aderentes sobre
a superficie das membranas foram fixadas com uma solu¢do de
glutaraldeido a 2,5% em PBS durante 10 min a temperatura ambiente. As
plaquetas fixadas sobre a membrana foram lavadas trés vezes com PBS,
secas e visualizadas por MEV. Como controles foram utilizadas
membranas de PTFEe e silicone.

4.3.6 Trombogenicidade

A avaliagdo da formagdo de trombos nas superficies das
membranas de BNC e BNC-Hep foi realizada utilizando o método
gravimétrico de Imai e Nose (IMAI; NOSE, 1972) com modificacdes.
Sangue humano com anticoagulante foi usado para este fim. Antes da
realizacdo dos testes, as membranas foram imersas em solugdo de PBS a
uma temperatura constante de 37 °C. Apds 48 h de incubacéo, o PBS foi
removido e 0 sangue anticoagulado foi adicionado, ficando em contato
com a superficie das membranas BNC e BNC-Hep e também com uma
superficie de vidro vazia, que atuou como controle positivo. O teste de
coagulacéo do sangue foi iniciado pela adi¢do de 0,02 mL de uma solucéo
0,10 M de cloreto de célcio e foi finalizado ap6s 45 minutos através da
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adicdo de cinco mL de agua. Os coagulos resultantes foram fixados com
cinco mL de solucéo de formaldeido 36% e, em seguida, secos em papel

filtro e pesados.

4.3.7 Coagulagéo dindmica

Os ensaios foram realizados pela recalcificaco do sangue total
anticoagulado com citrato 3,2%, como descrito por Li e colaboradores (Li
etal., 2001) com modifica¢des. Membranas de BNC, BNC-Hep, silicone
e PTFEe foram colocadas na parte inferior de um frasco de 100 mL que
foi pré-aquecido em banho-maria a 37°C durante 5 min.
Subsequentemente, 0,25 mL de sangue total anticoagulado foi gotejado
sobre a superficie da membrana e foi mantido a 37 °C durante 5 min, ap6s
esse tempo 0,02 mL de uma solucdo de CaCl; 0,2 M foi gotejada para
induzir o inicio da cascata de coagulacédo do sangue (Tempo 0). Os frascos
foram agitados durante 1 min para misturar uniformemente o CaCl, com
0 sangue. O aquecimento dos frascos foi continuo a 37 °C durante um
tempo pré-determinado (10, 20, 30, 40 e 50 min). Nos tempos
determinados os frascos foram removidos do banho-maria e foi agitado
durante 10 minutos, seguido da adi¢do de 50 mL de agua destilada para
lisar os eritrdcitos livres. A absorbancia do sobrenadante foi determinada
a 540 nm em um espectrofotdmetro UV-VIS. Foi realizado um controle
composto por 50 mL de agua destilada e 0,25 mL de sangue total
anticoagulado.

43.8 Potencial hemolitico

Os ensaios de hemolise foram realizados como descrito pela
American Society for Testing and Materials (ASTM, 2000). Trés
amostras da membrana BNC e BNC-Hep em ambos os lados densos e
porosos foram colocadas em tubos de ensaio de polipropileno e foram
adicionados dois mL de PBS. Depois de 48 h de incubacdo a 37 °C 0 PBS
foi retirado e mais dois mL de PBS a 37°C foi colocado sobre as
membranas, por fim 300 uL de sangue diluido 1,25 vezes em PBS foi
adicionada a cada amostra. Os controles positivos e negativos foram
preparados por adicdo da mesma quantidade de sangue diluido em dois
mL de 4gua e PBS, respectivamente. Cada tubo foi invertido suavemente
duas vezes a cada 30 min para manter contato do sangue com o material,
durante 3 horas. Apds a incubacéo, cada fluido foi transferido para um
tubo apropriado e centrifugado a 2000 rpm durante 15 min. A
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hemoglobina liberada por hemolise foi medida pela DO dos
sobrenadantes a 540 nm utilizando um espectrofotémetro. A percentagem
de hemdlise foi calculada como descrito na equacéo abaixo.

DO

DO —DO ;
Potencial hemolitico (%) = ( teste _cog(r;le negativo ) X 100

controle positivo controle negativo

Para confirmar que a hemoglobina oxigenada foi lida a 540 nm foi
realizada uma varredura espectral de 350-750 nm em espectrofotdmetro
UV-Vis para confirmar bandas caracteristicas.

4.3.9 Ativacéo por contato

O PPP contendo anticoagulante foi preparado por centrifugacdo
do sangue humano a 3500 rpm por 15 min. As membranas BNC e BNC-
Hep e os controles silicone e PTFEe foram colocadas em contato com o
PPP a uma temperatura de 37 °C durante 10 min. Apds a ativacdo por
contato a formacéo do trombo foi avaliada por meio de uma cinética
acompanhada a 540 nm em espectrofotdmetro a 37 °C. Como controle o0s
testes foram realizados no plasma retirado diretamente do tubo de coleta.
Todos os kits para quantificacdo da ativagdo por contato foram adquiridos
da Labtest (LAGOA SANTA — MG)

4.3.9.1 Tempo de tromboplastina parcialmente ativada (APTT)

As medi¢des do tempo de tromboplastina parcialmente ativada
foram realizadas com 100 pL de PPP que esteve em contato com as
membranas por 10 min, seguida pela adicdo de 100 pL do reagente |
(acido elagico >99 umol/L; fosfolipideo de cérebro de coelho >0,007%;
fenol 320 mmol/L, albumina bovina 0,005%) por 5 minutos, por fim foi
adicionado o reagente Il (cloreto de calcio 20 mmol/L) pré-aquecido em
seguida foi avaliado o tempo deformacéo do trombo.

4.3.9.2 Tempo de protrombina (PT)

As medic¢des do tempo de protrombina foram realizadas com 100
uL de PPP que esteve em contato com as membranas por 10 min, seguida
pela adigdo de 200 pL do reagente I (extrato de cérebro de coelho >2%
em tampdo tricina 74,8 mmol/L, cloreto de célcio 22,2 mmol/L) pré-
aquecido a 37 °C, seguido simultaneamente pela avaliacdo do tempo de
formacéo do trombo.
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4.3.9.3 Tempo de trombina (TT)

A medida do tempo de trombina foi realizada por adicdo de 100
UL de PPP que esteve em contato com as membranas por 10 min, diluida
10 vezes no reagente | (tampdo imidazol 50 mmol/L, azida sodica
<0,095%; polimero coloidal) e deixada em repouso por 6 min a 37 °C,
seguida da adigdo de 100 pL do reagente Il (trombina bovina 100
unidades NHI/mL, albumina de soro bovino fracdo V 0,9%, tampdo Tris
123 mmol/L) ndo aquecida. Em seguida foi avaliado o tempo de formacdo
do trombo.

4.3.10  Ativacdo da cascata complemento

Para avaliar a ativacdo da proteina C3 da cascata complemento
(Elabscience, EUA), foi utilizado um ensaio comercial imunoenzimaticos
ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay). O sangue total foi
incubado com as amostras BNC e BNC-Hep durante 2 h e posteriormente
foi centrifugado durante 20 min a 2000 g (4 °C) para se obter plasma
pobre em plaquetas.

A Figura 13 mostra um esquema representativo do funcionamento
da microplaca ELISA que fornece uma camada pré-revestida com um
anticorpo especifico para C3a. Padrfes ou amostras (PPP) que contém os
antigenos foram adicionados aos pocos da microplaca ELISA e foram
ligados aos seus anticorpos especificos. Em seguida, um anticorpo
secundério biotinilado de deteccdo especifica para C3a foi conjugado,
chamado Avidina-Horseradish Peroxidase (HRP) que foi adicionado a
cada pogo sucessivamente e incubado. Os componentes livres foram
lavados. A solugdo do substrato3,3’,5,5’-Tetrametillbenzidina (TMB) foi
adicionada a cada pogo e apenas 0s pogos que contém C3a, anticorpo de
detecgdo biotinilado conjugado com Avidina-HRP apareceu com cor
azul. A reacdo enzima-substrato foi terminada pela adigdo de uma solugdo
de acido sulfirico e a cor torna-se amarela. A densidade 6ptica (DO) foi
medida espectrofotometricamente a um comprimento de onda de 450 nm.
O valor de DO foi proporcional & concentracéo de C3a, que foi calculado
por meio de uma curva padrdo de C3a.
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Figura 13: Esquema representativo de funcionamento do Kit ELISA para
deteccéo da proteina C3a da cascata complemento.
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44 MATERIAL BIOLOGICO E CONDIGOES DE CULTURA
CELULAR

As linhagens priméarias de célula muscular lisa (HASMC) e
endotelial (HAEC) de aorta humana foram adquiridas da Lonza® (Basel,
Suica) e gentilmente cedidas pela Dra Ayumi Aurea Miyakawa do
Laboratorio de Genética e Cardiologia Molecular do Instituto do Coracéo
(InCor-HCFMUSP).

As HASMCs foram rotineiramente mantidas em meio
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Gibco®-Invitrogen,
EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) (Gibco®,
EUA) e 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco®, EUA) a 37 °C em
atmosfera de 5% COs.

As HAECs foram rotineiramente mantidas em meio para
crescimento de células endoteliais (EGM-2) suplementado com 2% em
volume de SFB, &cido ascorbico, hidrocortisona, fator de crescimento
epidérmico, fator de crescimento de fibroblastos-2, fator de crescimento
endotelial vascular, fator de crescimento similar a insulina-1, 100 U/mL
de penicilina e 100 uM de estreptomicina (Lonza®, Suica), pH 7,2, a
37 °C em atmosfera de 5% CO:2

HASMC e HAEC foram repicadas quando atingiram a
confluéncia de aproximadamente 80% de preenchimento das placas de
cultura de tecidos. O repique iniciou-se com a remocéo do meio de cultura
seguido de trés lavagens com solucdo PBS para remogdao das proteinas da
superficie das células. Logo apds, foi adicionado 1mL de solucdo de
TrypLE™ Express Enzyme (Triplex). As placas de cultura de tecidos
foram transferidas para a estufa incubadora Ultrasafe HF 212UV durante
6 minutos para ativacdo do triplex e descolamento das células aderidas.
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Na camara de fluxo o triplex juntamente com as células foram removidos
e transferidos para tubos tipo Eppendorf e centrifugadas por 3 minutos a
25 °C e 1.200 rcf. A solucdo sobrenadante, triplex, foi removida e o
precipitado de células, foi homogeneizado em meio de cultura para a
realizacdo da contagem em camara de Neubauer (SP LABOR, Presidente
Prudente, SP, Brasil), que em seguida foram distribuidas em novas placas
conforme o planejamento dos experimentos ou para os testes. O meio de
cultura foi renovado a cada 48 horas de cultivo.

441 Viabilidade celular

Membranas de BNC e BNC-Hep estéreis foram distribuidas em
placas de cultura de 24 pogos sob fluxo laminar e 500 uL. de meio de
cultura DMEM ou EGM-2 foram adicionados sobre as membranas que
permaneceram em estufa (37° C e 5% de CO.) por 24 horas.

A viabilidade celular foi determinada pela atividade mitocondrial
das células, através da utilizacdo do ensaio colorimétrico de MTS [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazdlio]. As HASMCs foram semeadas no lado denso das membranas
e as HAECs no lado com poros maiores na densidade de
1x10%células/cm? (BACKDAHL et al., 2006). A viabilidade celular foi
avaliada em funcdo do tempo de cultura 1, 3, 7 e 14 dias. No ensaio de
MTS, o meio de cultura foi removido, as amostras foram lavadas trés
vezes com PBS e transferidas para uma nova placa de cultura para evitar
falso positivo (as células que eventualmente passaram pela lateral da
membrana e aderiram no fundo da placa de cultura), com 300 pL de meio
de cultura; 60 puL do reagente MTS foram adicionados em cada pogo da
placa com as amostras. As placas de cultura permaneceram por 1 h a
37 °C em atmosfera de 5% de CO,. Em seguida, a solugdo (meio de
cultura/MTS) foi homogeneizada, e 100 pL de cada amostra foram
transferidos para uma nova placa de cultura de 96 pocos para leitura da
absorbancia a 490 nm em leitor de microplacas. O grupo controle
negativo foi constituido de células cultivadas diretamente na placa de
cultura; o grupo controle positivo constituiu-se de membranas de BNC e
BNC-Hep sem a inoculacdo de células para avaliar a retencdo do MTS
nas membranas. O ensaio do MTS quantifica, através da medida de
concentracdo, o formazan solGvel resultante de uma reacéo de reducédo do
MTS pelas mitocondrias das células viaveis; o formazan é quantificado
por espectrofotometria UV-VIS (absorbancia a 490 nm) e é diretamente
proporcional ao nimero de células vivas em cultura.
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4.4.2 Imunocitoquimica

As células foram fixadas com formaldeido 4% por 15 min,
lavadas trés vezes com PBS e permeabilizadas com PBS-Triton X-100
(0,1%) durante 15 minutos. Os sitios inespecificos foram bloqueados com
1% de albumina de SBF em PBS durante uma hora e, ap6s nova lavagem
com PBS, as amostras foram incubadas com os anticorpos primarios
especificos segundo a tabela 1, por 14 horas a 4 °C. Ap0s este periodo,
procederam-se trés lavagens com PBS-Tween 20 (0,05%) e em seguida,
as células foram incubadas com o0s anticorpos secundarios conjugados a
fluorocromo durante uma hora. Apés nova lavagem com PBS-Tween 20,
as células foram incubadas com 4’-6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (50
ng/mL) durante 15 s, & temperatura ambiente, para marcacéo dos nicleos
celulares. As marcacbes foram analisadas em microscopio de
fluorescéncia.

Tabela 2: Marcadores utilizados nas rea¢fes imunocitoguimica.

Fenétipo Anticorpo Diluicéo Anticorpo Diluigéo
Primario Secundario
Célula de Anti-aSMA Cabra contra
Mdsculo (anti a actina 1:500 1gG2a de 1:900
Liso de camundongo
musculo liso) conjugado a
—1gG2a de Alexa594
Camundongo
Célula Anti - CD31 - 1:100 Cabra contra 1:500
Endotelial 1gG1 1gG1 de
de camundongo camundongo
conjugado a
Alexa 488

4.4.3 Co-cultura nos vasos de BNC-Hep

Os vasos de BNC-Hep foram previamente semeados com células
HASMC no lado externo (superficie mais porosa) na densidade de 1x10*
células/cm? em condicdes estaticas, em uma placa de cultura durante 4
dias, com trocas de meio de cultura a cada 48 horas, utilizando meio
DMEM. Apds as HASMCs estiverem aderidas, as HAECs foram
semeadas no limen, lado interno (superficie mais densa) na densidade de
1x10% células/cm? em condicdes estaticas, por mais 4 dias cultura, com
trocas de meio de cultura a cada 48 horas, nesta segunda etapa foi
utilizado um meio composto da mistura 1:1 dos meios DMEM e EMG-2.
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45 SISTEMA DE FLUXO PULSANTE

O sistema de fluxo pulsante foi projetado como um sistema de
perfusdo de loop fechado, o qual proporcionou um ambiente para cultura
do vaso BNC-Hep sob condicGes de fluxo. Como mostrado na Figura 14,
0 reator consiste em quatro partes: uma camara de cultura, uma bomba
peristaltica, reservatério de meio de cultura e tubulagBes. A cadmara de
cultura foi construida em acrilico com duas entradas laterais de 4 mm,
onde se acoplara o vaso pelo lado interno, e pelo lado externo as
tubulagdes que permitem o fluxo continuo.

Figura 14: Sistema completo de fluxo pulsante: cdmara de cultura, vaso de
nanocelulose, reservatério do meio de cultura , tubulagdes de silicone e bomba
peristaltica.

Reservatorio

O reservatério de meio possui trés entradas superiores: duas
entradas para o sistema de tubulagéo e uma entrada para as trocas gasosas
com a incubadora; nesta Ultima existe um filtro com uma membrana de
0,24 um. As tubulagdes sdo todas de silicone, e sera utilizada uma bomba
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peristaltica Provitec 0-P 7000 (Provitec, Jardim Satélite, Sdo Paulo,
Brasil) para promover o fluxo pulsante de 1 Hz. Todo o sistema foi
autoclavado, com excecao da bomba peristaltica e da camara de acrilico
que foi esterilizado em glutaraldeido 2%. Por fim todo o sistema foi
montado dentro da estufa incubadora, para operacdo a temperatura de
37 °C e sob atmosfera de 5% de COa.

451 Biorreator de fluxo pulsante

Depois das HASMC e HAEC estarem aderidas completamente
(secdo 4.4.3) o vaso celularizado foi colocado na cAmara de cultura do
sistema de fluxo pulsante, este sistema de fluxo pulsante mais estrutura
tubular de BNC-Hep foi denominado biorreator de fluxo pulsante. O meio
de cultura na &rea externa do vaso em contato com as HASMC foi DMEM
(Gibco®-Invitrogen, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SBF) (Gibco®, EUA) e 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco®,
EUA). O meio de cultura para as HAEC foi o meio do reservatdrio que
passard pelo lado interno do vaso (Iimem) e foi 0 meio EGM-2
suplementado com 2% em volume de SFB, é&cido ascérbico,
hidrocortisona, fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento de
fibroblastos-2, fator de crescimento endotelial vascular, fator de
crescimento similar a insulina-1, 100 U/mL de penicilina e 100 uM de
estreptomicina (Lonza®, Suiga).

Ap6s o biorreator de fluxo pulsante montado dentro da estufa
com atmosfera de 5% COz2 a 37 °C iniciou-se 0 escoamento do meio de
cultura pelo interior do vaso, comegando com uma frequéncia de pulso de
0,5 Hz, com aumento gradual até 1,0 Hz, onde o0 vaso permaneceu até o
final do experimento, sob um regimento escoamento laminar. Os vasos
foram analisados apds sete dias em condi¢Ges dindmicas e estéticas por
meio da viabilidade e imunocitoquimica, como ja descrito anteriormente
nas seces 4.3.1 e 4.3.2.

4.6  ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o software
Origin 8.0 (OriginLab Data Analysis and Graphing Software. OriginLab
Corporation, Northampton, MA, EUA). Os resultados experimentais
foram expressos como média + erro padrdo da média, e comparados
através da andlise de variancia one-way (ANOVA) seguida do teste de
Tukey, considerando-se estatisticamente diferentes os valores para 0s
quais p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 PRODUGAO DAS MEMBRANAS E ESTRUTURAS
TUBULARES DE NANOCELULOSE BACTERIANA

A nanocelulose bacteriana foi produzida quando a bactéria
Komagataeibacter hansenii foi cultivada em meio de cultura a base de
manitol em condi¢es estaticas de cultura, formando assim um filme de
celulose na interface liquido/ar. Assim, o aparato desenvolvido neste
trabalho (Figura 10) possibilita a producdo de estruturas tubulares de
BNC em torno de uma mangueira de silicone submersa em meio de
cultura & base de manitol, por onde o ar é capaz de se difundir, pelos poros
da mangueira de silicone, e a porosidade impede a migracéo de bactérias.
Este comportamento estd de acordo com o que é descrito por Bodin e
colaboradores (Bodin et al., 2007). O ar circula pela mangueira com
auxilio de um compressor de ar. Trabalhos anteriores mostraram que
membranas de celulose podem formar-se sem a circulagdo de ar (Oliveira,
Rambo e Porto, 2013), contudo Bodin e colaboradores demonstraram que
a resisténcia mecanica desse tipo de membrana € diretamente
proporcional a quantidade de oxigénio difundindo pelo silicone, o que
pode ser obtido por uma bomba de circulagéo ou com ar enriquecido com
O2(Bodin et al., 2007). Desta forma a estrutura tubular de BNC é formada
com didmetro interno igual ao didmetro externo da mangueira de silicone
utilizada. Esta metodologia possibilita 0 desenvolvimento de vasos de
calibres e formas variadas, apenas utilizando mangueiras com diferentes
diametros, ou moldes de silicone, em principio de qualquer formato, onde
possa haver difusdo de Oz para a interface com o meio liquido de cultivo.

As estruturas tubulares de BNC produzidos neste trabalho
possuem dimens@es variando de 5-10 cm de comprimento, 1-4 mm de
diametro e 1,01 + 0,2 mm de espessura (Figura 15a) que é considerado
um vaso de pequeno calibre (Coleman, 2010). Trabalhos ja desenvolvidos
pelo grupo de pesquisa demonstraram que as estruturas tubulares
produzidas por este método apresenta alto alongamento relativo sob
tenséo, antes de romper, tendo a ruptura ocorrido a uma deformacéo de
24,5 + 2,8% e resisténcia a ruptura de 0,18 + 0,026 MPa que sdo valores
compativeis com vasos nativos (Colla e Porto, 2014; Colla, 2014). Do
mesmo modo membranas foram produzidas em placas de cultura de 24
pogos com didmetro de 14,4 mm (Figura 15b).
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Figura 15: Fotos de (a) estruturas tubulares de nanocelulose bacteriana e (b)
membranas de nanocelulose bacteriana.
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A BNC é formada por um grande ndmero de camadas de celulose
finas quase paralelas umas as outras (Fontana et al., 1990), e cresce em
espessura para dentro do meio liquido, sendo a camada mais recentemente
formada aquela produzida na interface com liquido (Borzani e Souza,
1995). Em sua extensdo, a BNC ocupa toda a superficie do meio de
cultura, resultando em um filme que geralmente apresenta o formato do
frasco de cultivo, ou onde houver uma interface liquido/ar.

As estruturas tubulares e membranas de BNC biossintetizadas
em condi¢cbes estaticas de cultivo apresentaram  superficies
macroscopicamente distintas, como ja amplamente discutido em
publicacfes de nosso grupo (Colla e Porto, 2014; Berti et al., 2013). A
microestrutura BNC obtidas por meio do corte transversal mostra uma
superficie do interior do vaso com alta densidade de nanofibras de
celulose, que se organizam umas préximas as outras de forma entrelacada
(alta densidade de nanofibras de celulose) enquanto a superficie oposta,
exterior, do vaso é identificada por uma rede de nanofibras que se
organizam de forma espacada (baixa densidade de nanofibras de celulose)
(Colla, 2014) .

52 MODIFICACAO E CARACTERIZACAO DA
NANOCELULOSE BACTERIANA

A BNC foi oxidada seletivamente para converter grupos hidroxilas
livres dos carbonos CH> da glicose (carbono Cg) em acidos carboxilicos
por meio da oxidacdo mediada por radicais *“NO,;, HNO," e NO*
(KUMAR; YANG, 2002). Em geral, uma vez que o HNOs contém
pequenas quantidades de dxidos de nitrogénio incluindo NO, NO2, N2Os3,
N2Os, entre outros, a oxidacdo de compostos polissacaridicos por HNO3
sozinho é lenta e requer frequentemente um catalisador (por exemplo,



71

H2S04), e um iniciador (por exemplo, NO2 ou NaNOy), e/ou aquecimento
a alta temperatura. Neste trabalho, a oxidacdo da BNC foi realizada no
sistema de mistura HNO3/H3PO4-NaNO; a temperatura ambiente (XU et
al., 2014) (Figura 11a).

Uma vez a BNC oxidada os grupos carboxilicos foram ativados
com EDC permitindo a posterior imobilizagcdo covalente da heparina no
grupamento &cido carboxilico e liberacdo do derivado do EDC
(Figurallb). Os espectros de FTIR comprovaram a presenca de heparina
em BNC-Hep (Figura 16). As bandas caracteristicas de BNC apareceram
em 3345 cm e 2898 cm™!, onde as bandas de absorcéo sdo atribuidas aos
grupos hidroxila e ligag6es carbono e hidrogénio, respectivamente, além
do estiramento tipico de ligacdo carbono oxigénio em 1040 cm™ (Bae,
Seo e Kang, 1999). A BNC-Hep mostrou um pico largo de absorcéo entre
3100-3690 cm™* que foi atribuido a absorcéo de estiramento sobrepostas
dos grupos N-H e OH, foram observadas outras bandas caracteristicas de
heparina em 1701 cm* (C=0) e 1248 cm™ (S=0) (Wan et al., 2011). A
guantidade de heparina imobilizada na BNC foi quantificada pelo ensaio
do corante azul de toluidina, que revelou uma densidade de imobilizac¢&o
de 12,3 ug-cm?, aproximadamente 2,6% do peso seco da BNC-Hep. O
corante azul de toluidina quando conjugado com heparina muda sua
coloragdo de azul para roxo (Wang et al., 2015).
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Figura 16: (a) Espectroscopia FTIR das membranas BNC e BNC-HEP (b)
membrana BNC-Hep (c) membrana BNC-Hep corada com azul de toluidina.
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A imobilizacdo e caracterizacdo de heparina em fibras de BNC
ja foram realizadas com sucesso no desenvolvimento de scaffolds para
mimetizar a matriz extracelular natural e para promover a
compatibilidade com sangue. A morfologia da nanofibra hibrida BNC e
heparina foi observada por microscopia eletrbnica de varredura e
microscopia eletronica de transmissdo. O hibrido foi ainda caracterizado
por FTIR, espectroscopia de raios X e difracdo de raios X (Wan et al.,
2011), além da presenca da heparina ser confirmada pela conjugagdo com
o corante azul de toluidina (Reis et al., 2016).

53 HEMOCOMPATIBILIDADE

Neste trabalho, a BNC e BNC-Hep foram utilizados para conduzir
uma avaliacdo da hemocompatibilidade. Curiosamente, embora as
aplicacOes destes materiais baseados em BNC estdo bem documentadas
para aplicacbes em engenharia tecidual, falta uma investigacdo mais
profunda sobre a interagdo destes materiais quando em contato com o
sangue.

Os estudos de hemocompatibilidade foram aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de
Santa Catarina sobre com o nimero de Certificado de apresentacéo para
Apreciagio Etica 48296915.8.0000.0121e niimero de parecer 1342025,
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gue podem ser consultados na Platarforma Brasil do Ministério da Salde
<http://aplicacao.saude.gov.br/plataformabrasil/login.jsf>.

5.3.1 Biodegradacdo em plasma sanguineo

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel verificar que
ndo houve degradacdo da matriz de nanocelulose bacteriana em nenhuma
das duas membranas testadas BNC e BNC-Hep. A quantidade de glicose
no plasma, que seria resultante da degradacéo da celulose, ndo apresentou
variagao estatisticamente significante no decorrer do experimento (Figura
17(a)). A concentracéo de 0,79 mg/mL de glicose presente no inicio do
experimento é decorrente da glicose do sangue do doador e manteve-se
igual durante todo o experimento. Este resultado estd de acordo com
dados da literatura que mostram que a BNC ndo se degrada em agua e
fluidos simulados (Li et al., 2009; Huang et al., 2014; Wang, Zhu e Du,
2011; Oliveira, Rambo e Porto, 2013).


http://aplicacao.saude.gov.br/plataformabrasil/login.jsf
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Figura 17: Resultados de biodegradacdo obtidos para (a) BNC e (b) BNC-Hep
durante 6 semanas de incubacdo em plasma. (m) massa (mg) (m) glicose (mg/mL)

(m) heparina (ug/mL). Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo (n =
3).
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Uma vez que se esperava uma massa constante das membranas,
ja que ndo houve degradacao do polimero de glicose como visto na Figura
17(a), o resultado mostrou um aumento da massa das membranas como
pode ser visto na Figura 17. Analisando o grafico temos que a massa das
membranas aumentou 7,5 vezes para BNC e 1,5 vezes para BNC-Hep no
periodo observado de seis semanas. A analise de MEV do ultimo ponto
do ensaio, Figura 18, proporcionou uma diferente abordagem sobre o
acréscimo de massa das membranas.

Figura 18: Micrografias da BNC e BNC-Hep (a) e (c) tempo zero da
biodegradacéo (b) e (d) apds seis semanas de biodegradacao.
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Como visto nas imagens de MEV, Figura 18 (a) e (c), as
membranas antes de serem expostas ao plasma sanguineo, apresenta uma
superficie densa e lisa, Figura 18 (c). Nas Figuras 18 (b) e (d), nota-se a
formacdo de uma rede de fibrina sobrepondo as células aderidas,
plaquetas e eritrécitos constituintes do plasma para as duas membranas
testadas, principalmente para a BNC, onde ndo é possivel visualizar a
superficie original da membrana. A formacé&o dessa rede e a aderéncia das
células a superficie do material inferem que, ao entrar em contato com o
plasma, o material desencadeou a ativacdo das plaquetas (processo de
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coagulacdo sanguinea) e, consequentemente, a formacao de uma rede de
fibrina e a entrada dos eritrdcitos na estrutura tridimensional das
membranas, como ja descrito na literatura para materiais que ativavam a
cascata de coagulacdo (Gorbet e Sefton, 2006). Apos as seis semanas da
biodegradacdo em plasma sanguineo, € possivel ver uma rede de fibrina
cobrindo as membranas. Porém um aspecto importante a ser salientado é
gue a membrana BNC-Hep teve um acréscimo de apenas 1,5 vezes sua
massa inicial, além disso a rede de fibrina formada nédo ocupou toda a
superficie da membrana, sendo possivel visualizar algumas fibras da
nanocelulose Figura 17(d), indicado pelos circulos vermelhos, resultando
assim a importancia do papel da heparina no controle da coagulacéo
sanguinea.

Devido a meia-vida curta da heparina no corpo quando livre, uma
administragdo continua é frequentemente requerida. Esta administracdo
deve ser conduzida de forma altamente controlada para prevenir
complicacdes hemorragicas (Edelman et al., 2000). Assim, as membranas
BNC-Hep foram investigadas quanto a liberacdo da heparina no plasma
sanguineo in vitro. O método de imobilizagdo da heparina na BNC
utilizado nesse trabalho origina ligacdes covalentes entre 0s grupos
funcionais da celulose e heparina. Analisando a concentragéo de heparina
no decorrer do experimento, Figura 16(b), nas primeiras 24 horas de
ensaio, houve liberagdo de heparina de 3,3 pg/mL, que permaneceu
constante no decorrer do ensaio. Esta liberagdo pode ser atribuida a
moléculas de heparina que estavam adsorvidas fisicamente na membrana,
através de ligacdes de hidrogénio, ou uma hidrdlise inicial das ligac6es
éster ou amida entre os grupos acidos carboxilicos e a heparina (Kang et
al., 1996). Seu aparecimento no plasma, evidencia que a BNC-Hep néo
libera toda heparina ligada, assim evitando possiveis complicacdes
hemorragicas proveniente de uma alta concentracdo de heparina. Além
disse, quando se analisa a Figura 17(d), nota-se que a quantidade de
heparina restante na membrana foi suficiente para diminuir
significativamente o processo de formacéo da rede de fibrina.

5.3.2 Adeséo plaquetaria

A adesdo e a ativacdo das plaquetas a um material estranho é
regulada pela camada de proteinas plasmaticas inicialmente adsorvidas
no material. Ap6s adeséo e agregacao, as plaquetas ativadas podem ainda
ativar muitos tipos de fatores de coagulacéo, resultando em uma rede de
fibrina ndo solGvel com posterior formacdo do trombos na superficie do
material (Lin, Yu e Yang, 2005). Assim, a adesdo plaquetaria no BNC e
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BNC-Hep é um teste importante para a avaliagdo da compatibilidade com
o sangue. A forma das plaquetas aderidas deve ser cuidadosamente
observada por MEV, por exemplo. As plaquetas ativadas, apresentam
rugosidade na membrana celular e/ou pseud6podes esticados,
acompanhados pela agregacéo das plaquetas (Li et al., 2012).

A Figura 19 mostra as plaquetas aderidas as superficies dos
materiais testados BNC, BNC-Hep, nos seus diferentes lados, denso (D)
e poroso (P), além dos controles, silicone e PTFEe. Na BNC (D), Figuras
19(a)-(b), notou-se a presenca de plaquetas aderidas e isoladas, algumas
com morfologia normal e outras ja ativadas com presenca de
pseudodpodes, indicando uma trombogenicidade média do material, pois
ndo ha presenca de extensa rede de fibrina. Na superficie porosa da
membrana BNC (P), Figuras 19(d)-(f), ocorreu a formagdo de uma grande
rede de fibrina, com a aderéncia e agregagdo de plaquetas ativadas e
hemacias. Este lado € caracterizado como material potencialmente
trombogénico. Este resultado estd de acordo com achados da literatura,
onde membranas de BNC apresentaram aderéncia e ativacdo das
plaquetas, contudo o trabalho ndo avaliou a diferenga entre a
microestrutura da BNC (Leitdo et al., 2013; Andrade et al., 2011).

As membranas modificadas com heparina apresentaram uma
trombogenicidade reduzida quando avaliadas pelo teste da adesdo
plaquetaria comparadas com a BNC pura. Na BNC-Hep (D), Figuras 19
(9)-(i) é possivel visualizar poucas plaquetas rompidas produzindo rede
de fibrina, além de eritrécitos aderidos na superficie. Na BNC-Hep (P),
Figuras 19(j)-(1), visualizou-se apenas algumas plaquetas aderidas, porém
ndo ativadas, sem presenca de rede fibrina, e também sem presenca de
hemaécias, caracterizando o material com pouca aderéncia de plaquetas e
compativel com sangue (Ye et al., 2016). Pode-se sugerir que esse
comportamento se da pelo fato de que o lado poroso da BNC possui mais
sitios de ligacdo, devido aos poros maiores, possibilitando maior
incorporacao do polimero de heparina nas fibras.
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Figura 19: Imagens de MEV das plaquetas e eritrocitos provenientes do plasma
rico em plaquetas com ampliaces de 300, 1000x e 5000x aderidas sobre BNC,
BNC-Hep nos seus diferentes lados das membranas, poroso (P) e denso (D).
Silicone e PTFEe foram utilizados como controles.
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O material de referéncia silicone, Figuras 19(m)-(0), mostrou poucas
plaquetas aderidas, porém com morfologia que caracteriza o estado
ativado, com a membrana rugosa, entretanto, sem presenca de
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pseuddpodes e rede de fibrina, ja o outro material de referéncia PTFEe,
Figuras 19 (p)-(g), ndo apresentou plaquetas aderidas em toda extensao,
estes resultados corroboram com dados encontrados na literatura, onde
estes materiais de referéncia apresentam o comportamento encontrado
neste trabalho (Ko etal., 2001; Motlagh et al., 2006; Andrade et al., 2011).

5.3.3 Trombogenicidade e Coagulagédo dinamica

A coagulagdo dindmica avalia o desaparecimento da coloracdo
vermelha do sangue e a trombogenicidade avalia a formacao de trombos
estaveis na superficie do material testado.

Utilizou-se sangue total para avaliar os tempos de coagulagéo,
Figura 20(a). Neste ensaio, valores de absorbancia mais elevados
correlacionam-se com tromboresisténcia melhorada do material, pois
menos elementos figurados do sangue se prendem ao trombo,
recentemente formado. Os resultados mostraram que, ap6s 60 minutos de
adicdo de calcio, a absorbancia foi 0,41; 0,40; 0,27; 0,20; 0,18 e 0,17 para
0 BNC(D), silicone, BNC(P), PTFEe, BNC-Hep(D) e BNC-Hep(P),
respectivamente. Em cada ponto de tempo medido, o sangue incubado
apresentou 0 mesmo perfil de coagulacdo dindmica, com exce¢do do
silicone que resistiu a coagulacdo nos primeiros 10 minutos.
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Figura 20: Avaliacdo da coagulagdo sanguinea por meio dos testes de: (a)
coagulacéo dindmica (b) formagéo de trombos. Resultados expressos como média
* desvio padrdo; barras com mesma letra indicam que os resultados ndo diferem
significativamente entre si (p < 0,05) segundo analise de variancia one-way
(ANOVA) seguida do teste Tukey.
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Surpreendentemente, a BNC-Hep apresentou uma coagulacdo
sanguinea mais rapida do que os demais materiais testados, uma vez que
esta membrana possui um anticoagulante, o processo deveria ser atrasado.
Este achado pode ser o resultado de uma area de superficie maior, um
pardmetro bastante dificil de controlar nestes experimentos, que
influenciam diretamente a interagdo sangue-material (Andrade et al.,
2011). O processo de oxidacdo mediado pelo sistema 2:1 H3PO4/HNO3-
NaNO.gera uma perda de massa de até 17%, consequentemente um
aumento significativo na area superficial da nanocelulose oxidada (Xu et
al., 2014). Outra explicacdo é a acomodacdo das células do sangue nos
poros do material, a medida que o tamanho de glébulos vermelhos
humanos é de cerca de 6 - 8 um e, portanto, com a presencga de poros
superiores a este tamanho sobre a superficie, as células vermelhas
poderiam ficar e se encaixar nele, mantendo a sua estrutura original 3D,
e desaparecendo do sangue, fazendo assim com que a absorbancia
diminua. Por outro lado, em superficies planas, as células vermelhas
podem se fixar, mudando sua estrutura celular pelos anexos-proteicos de
superficie, espalhando-se sobre a superficie do material (Zhao et al.,
2015).

Contudo, o teste de trombogenicidade, Figura 20(b), foi essencial
para entender melhor a atividade da heparina na formagdo de trombos
guando incorporado na BNC. Efetivamente, apenas 11,7 e 21,7% do
sangue formaram trombos estaveis na superficie das membranas BNC-
Hep (P) e BNC-Hep (D), respectivamente, demonstrando que as
membranas modificadas com heparina possuem uma superficie com
baixa trombogenicidade, comparadas com o materiais de referéncia
silicone e PTFEe com 34,2 e 36,7% de formacdo de trombo,
respectivamente e o material considerado de baixa formag&o de trombo,
o0 vidro (Ma, 2008), com 8,6%. A BNC pura sem modificacdo também
apresentou uma formacdo de trombos menores que o silicone e o PTFEe,
porém, superior ao vidro e estatisticamente igual a BNC-Hep (P).

5.34 Potencial hemolitico

O potencial hemolitico é uma caracteristica importante da
hemocompatibilidade usado para detectar danos aos eritrdcitos causados
pelos materiais (Amri et al., 2016). Na sua forma mais aguda os materiais
hemoliticos podem causar anemia hemolitica severa (MALM et al., 2012)

Os resultados da quantificacdo do potencial hemolitico durante a
incubacdo de sangue com as membranas BNC, BNC-Hep, silicone e
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PTFEe sdo mostrados na Figura 21(a), como controles negativo, 0% de
hemolise e positivo, 100% de hemdlise, o sangue foi incubado numa
solucdo isotdnica (tampdo PBS) e 4gua ultra pura, respectivamente.

Pode-se observar que a hemélise ocorre em menos de 2% dos
eritrocitos, com rompimento da membrana celular e liberacdo da
hemoglobina oxigenada, assim todos 0s materiais testados, s&o
classificados como ndo hemolitico, uma vez que, de acordo com a ASTM
, um material pode ser classificado como ndo hemoliticos (0-2% de
hemolise), levemente hemoliticos (2-5% da hemdlise) e hemoliticos (>
5% da hemolise). Trabalhos anteriores ja demonstraram que a BNC ¢
classificada como ndo hemolitica (Zang et al., 2015; Andrade et al.,
2011), porém, ndo se encontrou relatos na literatura quanto a BNC
imobilizada com heparina.

A fim de comprovar que a hemoglobina quantificada encontra-se na
sua forma oxigenada, e que foi quantificada no comprimento de onda
correto, foram realizadas varreduras espectrais ao fim do experimento, em
todas as amostras testadas, Figura 21(b), pois uma possivel alteracdo do
pH plasmético poderia ocasionar uma queda da afinidade da Hb por
oxigénio e sua forma desoxigenada é favorecida.
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Figura 21: (a) Potencial hemolitico das membranas de BNC, BNC-Hep, silicone
e PTFEe. Resultados expressos como média + desvio padrdo; barras com mesma
letra indicam que os resultados nédo diferem significativamente entre si (p < 0,05)
segundo andlise de variancia one-way(ANOVA) seguida do teste Tukey. (b)
Espectro de absorcdo da oxi-hemoglobina do sangue em contato com as amostras.
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As formas da hemoglobina (Hb) sdo diferenciadas pelos picos de
absorbancia bem caracteristicos de cada estado conformacional, sdo elas
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banda de Soret, banda a e banda B. A meta-Hb apresenta pico maximo
em 405 nm (banda de Soret) e picos menores em 500 (banda a) e 630 nm
(bandaB). A oxi-Hb tem pico maximo em 415 nm e picos menores em
541 e 577 nm. A forma desoxigenada possui pico maximo de absorbancia
em 430 nm e pico menor em 555 nm (Naoum, Radispiel e Moraes, 2004).

5.3.5 Ativacéo por contato

Os tempos de tromboplastina parcialmente ativada (APTT)
protrombina (PT) e trombina (TT) desempenharam fung6es diferentes na
andlise da hemostasia. O PT é um indice importante para demonstrar a
anormalidade da coagulacdo sanguinea extrinseca, o0 APTT pode ser
usado para verificar a via de coagulacdo sanguinea intrinseca, e 0 TT €
usado para testar se ha certa propriedade anticoagulante no sangue quando
PT e APTT estdo prolongados (MOTLAGH et al., 2006). Os valores
normais de APTT, PT e TT estdo representados na faixa de referéncia nos
graficos entre as linhas tracejadas, este intervalo é preconizado pela
Organizacdo Mundial da Salde (Aken et al., 2004) para pessoas
saudaveis.

O plasma utilizado nos testes de ativacdo por contato foi
avaliado individualmente como controle, a fim de mostrar que o plasma
estava dentro da normalidade (26,4 - 37,7 segundos) de uma pessoa
saudavel com valor de 37 segundos. A Figura 22(a) mostra que a BNC
(D) (29,6 s), BNC (P) (27,0 s), BNC-Hep (D) (35,4 s) e BNC-Hep (P)
(30,4 s) encontram-se dentro da normalidade dos tempos de APTT,
sugerindo que o material ndo interfere na via intrinseca da coagulacéo. Ja
0s materiais de referéncia silicone (27,3 s) e PTFE (23,8 s) estdo abaixo
ou muito préximos do limite inferior do APTT, é sabido da literatura que
devido a alta porosidade do PTFEe ele é capaz de interferir na via
intrinseca da coagulacdo sanguinea, ocasionando trombos em regides de
bifurcacdo e baixo fluxo sanguineo (Jaganathan et al., 2014).

Todos os materiais testados para o PT ndo tiveram efeitos
significativos nos fatores de coagulagdo da via extrinseca, 0s tempos
ficaram dentro dos valores de referéncia (15,0 — 16,5 s), como visto na
Figura 22(b).

Figura 22: (a) Tempo de tromboplastina parcialmente ativada (APTT) (b) tempo
de protrombina (PT) (c) tempo de trombina (TT) do plasma original e do plasma
em contato com os materiais BNC, BNC-Hep, silicone e PTFEe. Intervalo de
referéncia para um plasma saudavel indicado entre o tracejado. Resultados
expressos como média + desvio padrédo; barras com mesma letra indicam que 0s
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resultados ndo diferem significativamente entre si (p < 0,05) segundo analise de
variancia one-way (ANOVA) seguida do teste Tukey.
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Na Figura 22(c) podemos ver valores normais de TT (12,0 - 15,0
s) para o plasma (14,5 s), indicando que ndo existia uma propriedade
anticoagulante pronunciada no sangue utilizado. Entretanto, quando
analisamos a BNC pura em ambos os lados temos os tempos alterados, o
plasma em contato com a BNC (D) (10,5 s) converteu 0 mondmero de
fibrina a polimero de fibrina estavel mais rapidamente, enquanto a BNC
(P) (16,1 s) prolongou o tempo de conversdo. Os dois resultados
encontram-se fora dos valores de referéncia. A imobilizagao da heparina
na BNC alterou os valores de conversdo para dentro de valores normais
de tempo de trombina, BNC-Hep (D) (15,0 s) e BNC-Hep (14,4s). Os
controles silicone (11,4 s) e PTFEe (10,4 s) aceleraram a conversdo da
fibrina em um trombo estavel.

5.3.6 Ativacao da cascata complemento

A ativacdo de complemento é o desencadeamento do mecanismo
de defesa do hospedeiro gerado por um mediador inflamatério localizado.
Membranas poliméricas geralmente ativam o complemento através da via
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alternativa. A ativacdo do complemento pode ser medida pela
determinacdo das anafilatoxinas geradas C3a, C4a e C5a (Idris, Yee e
Kee, 2009). Neste estudo, a concentracdo de C3a foi determinada
utilizando um ensaio ELISA para avaliagdo da ativagdo do complemento.

Conforme mostrado na Figura 23, todos os materiais testados,
aumentaram a concentragdo de C3a em comparagdo com a concentracao
sérica (2,5 pg/mL). Além disso, a membrana BNC-Hep (P) (3,1 ng/mL)
foi a que mais ativou C3. Porém nenhum resultado encontrado esta fora
da normalidade da concentra¢do de C3a em um individuo saudavel (até
11,8 ng/mL) (Habermann et al., 2006).

Figura 23: Concentragdo da proteina C3a da cascata complemento do sangue total
em contato com os materiais BNC, BNC-Hep, silicone e PTFEe. Resultados
expressos como média + desvio padrdo; barras com mesma letra indicam que 0s
resultados ndo diferem significativamente entre si (p < 0,05) segundo analise de
variancia one-way (ANOVA) seguida do teste Tukey.
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Alguns pesquisadores apontaram que a ativacdo de contato, via
alternativa do complemento, pode ser ativada por superficies carregadas
negativamente (Chonn, Cullis e Devine, 1991), como os grupos COO e -
SOg', presentes na heparina e na celulose oxidada, que séo encontras nas
amostras BNC-Hep (D) e (P).
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No entanto, relatos na literatura indicam também que derivados da
celulose, como acetato de celulose e blendas com quitosana ativam ambos
complementos e sistemas de coagulagdo do sangue (Peng, Li e Meng,
2017).

54 CULTURA CELULAR

A Figura 24 mostra a viabilidade das células HASMC e HAEC
cultivadas nas membranas de BNC e BNC-Hep e no fundo da placa de
cultura celular (grupo controle) durante sete dias de experimento. A duas
linhagens celulares testadas proliferaram similarmente nos dois materiais
testados BNC e BNC-Hep, evidenciando que a imobilizagéo da heparina
na BNC ndo alterou a compatibilidade com linhagens celulares, ja
comprovada anteriormente para BNC pura por diversos trabalhos
(Godinho et al., 2015; Berti et al., 2013; Stumpf et al., 2013). Contudo,
quando cultivadas em TPCS apresentaram proliferaco superior durante
os sete dias de experimento. Pode ser observado que o perfil de
proliferacdo de ambas as células crescidas na placa de cultura e das
crescidas nas membranas ndo foi similar, ou seja, na placa de cultura as
células cresceram continuamente, ndo apresentando quiescéncia.
Lembrando que a quiescéncia pode estar relacionada ao equilibrio entre
morte e divisdo celular, ou seja, um equilibrio na renovacéao das células
como acontece em todos os tecidos e 6rgdos do corpo (Alberts et al.,
2014). Observa-se que a partir do 3° dia de cultura as células cresceram
mais rapido na placa de cultura do que na superficie das membranas. Este
crescimento acentuado na placa mostraram-se similares aos obtidos por
Backdahl e colaboradores (2006), que utilizaram membranas de BNC
como scaffold para cultura de células musculares lisas e também
observaram viabilidade e proliferacdo celulares menores nas membranas
de BNC do que na TPCS, utilizadas como controle em curtos periodos de
cultura (Béckdahl et al., 2006).

Nas condi¢bes de cultura testadas, as HASMC e HAEC
permaneceram viaveis durante todo experimento, porém sem uma
proliferacdo acentuada.
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Figura 24: Atividade metabdlica celular em membranas de BNC e BNC-Hep e
controle placa em diferentes tempos de cultura (dias) de (a) HASMC e (b) HAEC.
Resultados expressos como média + desvio padrdo; barras com mesma letra
indicam que os resultados ndo diferem significativamente entre si (p < 0,05)
segundo analise de variancia one-way (ANOVA) seguida do teste Tukey.
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O estado quiescente das células nas membranas de BNC, apds 24
h de cultura, talvez esteja relacionado a capacidade deste biomaterial 3D
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em promover um ambiente topografico adequado para estes tipos de
células, ambiente este que estabelece um importante controle das
interacdes célula-célula e célula-biomaterial (Berti et al., 2013), similar
ao ambiente in vivo. Desta forma, acredita-se que o material sirva como
um scaffold para este tipo de célula, mantendo sua viabilidade e, mais
importante que isso, promovendo quiescéncia (Methe et al., 2007).

5.5 BIORREATOR DE FLUXO PULSANTE

As propriedades bioldgicas e mecénicas dos vasos sanguineos
sdo determinadas pela estrutura anatdmica da parede vascular e do meio
fisiolégico circundante. Portanto, o desenvolvimento de um enxerto
vascular semeado com HAECs e HASMCs mimetizando
fisiologicamente essas caracteristicas é de fundamental importancia.

As células do leito vascular semeadas e cultivadas nas estruturas
tubulares de BNC-Hep sob condicdes estatica e dindmica de escoamento
no sistema de fluxo pulsante foram avaliadas para o desenvolvimento de
uma camada semelhante a tnica intima e média vascular, encontrada nos
vasos nativos, dando origem ao biorreator de fluxo pulsante. Em ambas
as condicbes, dindmica e estitica, as estruturas tubulares foram
inicialmente cultivadas durante quatro dias em condicdes estaticas, para
garantir a adesdo e proliferacdo celular, onde as HAECs foram semeadas
no interior da estrutura para mimetizar o limen vascular, o interior da
estrutura também foi o lado que apresentou a maior
hemocompatibilidade, o limen vascular é a regido do vaso sanguineo que
estd em contato direto com o sangue, por este motivo este lado foi o
escolhido para ser semeado com as HAECs. As HASMC foram semeadas
no lado externo da estrutura para mimetizar a tinica média. Apds o tempo
de adesdo a estrutura seguiu por 7 dias de cultura dindmica com controle
de temperatura e atmosfera de 5% CO>, com as células expostas aos seus
meios especificos, por meio do reservatério do meio de cultura que
forneceu meio para as células HAEC e a cadmara de cultivo com meio de
cultura para as células HASMC, Figura 25, acompanhada como controle
por um vaso em condicdo estdtica. Macroscopicamente, 0s vasos
exibiram uma boa integridade, sem deformacdo durante os 7 dias de
cultura no sistema de fluxo pulsante.
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Figura 25: Biorreator de fluxo pulsante, sistema completo: cdmara de controle de
temperatura e atmosfera de CO,, cdmara de cultivo, tubulagcdes e bomba
peristaltica, reservatério de meio de cultivo e vaso de NBC-Hep.
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O estrutura tubular de BNC-Hep celularizada, parte central da
camara de cultivo, apresentou boa elasticidade quando vista a olho nu,
mostrando que a parede do vaso pode recuperar a sua forma original,
repetidamente com o fluxo pulsante de 1 Hz.

Os resultados de viabilidade celular determinados
guantitativamente por ensaio com MTS demonstraram que as células
permaneceram viaveis nos vasos de BNC-Hep tanto em cultura estatica
guanto em cultura dindmica. A viabilidade das células no vaso sob fluxo
pulsante durante 7 dias foi significativamente maior do que na cultura
estatica (Figura 26), 1,8 vezes maior na cultura dindmica, o que €
corroborado pelos resultados de diversos pesquisadores, que
demonstraram um crescimento superior de células musculares sob
condi¢des dindmicas quando comparado com condicdes estaticas (Jang et
al., 2017; Chen et al., 2017; Zhang et al., 2009).
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Figura 26: Andlise quantitativa da viabilidade de células HASMC e HAEC
cultivadas na BNC-Hep em fun¢&o do tempo de cultura, através da utilizagéo das
técnicas de MTS. Resultados expressos como média + desvio padrao; barras com
mesma letra indicam que os resultados ndo diferem significativamente entre si (p
< 0,05) segundo analise de variancia one-way (ANOVA) seguida do teste de
Tukey.
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Estudos realizados com analise de Microarray de alto
rendimento mostraram que as expressdes genéticas do sistema dinamico
apresentaram diferencas significativas na proliferagdo e diferenciacéo
celular em comparagdo com a condicdo estética (Generali et al., 2017).

A imunocitoquimica confirmou o fenétipo de HAECs maduras e
HASMCs maduras apds 7 dias de cultivo sobre a condicdo dindmica
(Figura 27). O lumen vascular foi revestido com HAECs que marcaram
positivamente para CD31 (proteina de adesdo celular endotelial
plaquetaria, PECAM-1), enquanto a t(nica média foi semeada com
HASMCs que marcaram positivamente para proteina o-actina de mdsculo
liso (proteina de citoesqueleto).
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Figura 27: Confirmacédo fenotipica das células cultivadas em fluxo dinamico.
HASMC:s cultivadas no exterior e das HAECs no interior das estruturas tubulares
de BNC-Hep, através da utilizagdo da técnica de imunocitoquimica, onde a
proteina CD31 das HAECs estdo coradas em verde e a proteina a-actina de
musculo liso das HASMC estdo coradas em vermelhos, os ndcleos celulares estdo
corados de azul, utilizando DAPI.

Estrutura tubular de BNC-Hep

Interior do vaso (HAEC) “ \ Exterior do vaso (HASMC)

CD31/DAPI a-actina de musculo liso/DAPI

Geralmente, as HASMCs se desdiferenciam de um fendtipo de
contragdo a um fendtipo estatico quando séo cultivados in vitro ao longo
do tempo e a a-actina perde seu fenotipo. Portanto, a quantidade de o-
actina diminuiria rapidamente em grande parte numa cultura estatica, mas
apenas ligeiramente em uma cultura pulsatil (Jeong et al., 2007). Este
resultado sugere que HASMCs em tecidos engenheirados em condigdes
mecanicamente ativas mantém uma diferenciacdo fendtipo contratil,
enquanto HASMCs em cultura estatica perdem o fenétipo diferenciado.
Além do que, a producéo de éxido nitrico pelas HAEC desempenha uma
importante funcdo na manutencdo do fenétipo contratil das HASMCs,
aumentada em condicdes de fluxo pulsatil.

O biorreator de fluxo pulsante é, portanto, a base de uma
plataforma promissora para o desenvolvimento de vasos sanguineos, para
estudos fisiopatologicos de interesse, desde aterosclerose até aneurismas
e intervencdes terapéuticas. Por permitir o crescimento de células do leito
vascular, mimetizando a tdnica intima e média, que responde ao estimulo
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dinamico, o biorreator de fluxo pulsante abre assim a possibilidade de
utilizacdo deste material para diversas aplicacbes como, por exemplo:
possivel vaso sanguineo artificial para implante, ou recobrimento de
vasos nativos para aumentar a vida Gtil do mesmo, modelos para testes de
drogas vasoativas, estudos de fatores que ocasionam a aterosclerose,
modelo para implante de préteses endovasculares (stents), simulacdo de
procedimentos minimamente invasivos para calibracdo e treinamentos de
robds cirurgides.
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6 CONCLUSOES

Os resultados apresentados nesta tese indicam a aplicabilidade
das estruturas tubulares de nanocelulose bacteriana modificadas com
heparina e celularizadas com células do leito vascular como um possivel
modelo de vaso sanguineo funcional, com diversas aplicacdes no campo
da engenharia tecidual vascular.

Em sintese, podemos concluir que:

1.

Estruturas tubulares de nanocelulose bacteriana podem ser
produzidos com didmetros e comprimentos variados, com
duas superficies distintas, uma densa (interior do vaso ou
limen) e outra porosa (lado exterior), semelhante as tlnicas
encontradas nos vasos nativos.

A nanocelulose bacteriana foi passivel de modificagdo com
0 anticoagulante heparina, por meio de ligacdes covalentes,
confirmadas por FTIR e método azul de toluidina.

A BNC ndo modificada apresentou uma menor
hemocompatibilidade, em ambos lados testados. J& quando
modificada com heparina houve uma melhora na
hemocompatibilidade do biomaterial, destacando o lado
denso da estrutura como o com  melhor
hemocompatibilidade em todos os testes realizados.

Os dois tipos celulares utilizadas neste trabalho HASMC e
HAEC foram cultivadas em BNC e BNC-Hep e
permaneceram viaveis durante todo o tempo de cultura.

Um sistema de fluxo pulsante foi desenvolvido em acrilico,
acoplado a mangueira de silicone, reservatorio de meio e
uma bomba peristaltica, o que possibilitou a exposicdo das
estruturas  tubulares de nanocelulose  bacteriana
celularizadas a um fluxo sanguineo fisiologicamente
mimético.

As estruturas tubulares de BNC-Hep de 4 mm de didmetro,
foram celularizados com HASMCs no lado externo e
HAECs no lado interno (por apresentar a melhor
hemocompatibilidade) e cultivadas durante 8 dias em
condicdo estatica.
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Um biorreator de fluxo pulsante foi obtido com as estruturas
tubulares de BNC-Hep celularizados com HASMC e HAEC
e exposta ao sistema de fluxo pulsante durante 7 dias, sob
condicdo dindmica. As células na condi¢do dindmica
apresentaram uma viabilidade celular superior a condicdo
estatica e as células mantiveram seu fenétipo maduro e
contratil, confirmadas por imunocitoquimica.
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8 ANEXO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Biofuncionalidade e hemocompatibilidade de
membranas poliméricas de celulose bacteriana (CB)

Introducéo

Vocé esta sendo convidado(a) a participar voluntariamente de um estudo
de pesquisa. Antes de obter seu consentimento, é importante que todas as
informacOes a seguir sejam lidas com aten¢do, e que todas as duvidas
sejam esclarecidas.

Objetivo do estudo

O principal objetivo deste estudo sera avaliar a hemocompatibilidade in
vitro de membranas de celulose bacteriana (polimeros de glicose). A
hemocompatibilidadedas sera avaliada, através de teste de interagdo com
0 sangue, adesdo plaquetario, hemolise, tempos de tromboplastina,
tombina e pré-trombina. A realizacdo deste estudo consiste apenas na
busca por novos tratamentos compativeis com fungdes vitais humanas.
O sangue sera processado em laboratério sobre condigdes assépticas para
manutencao da integridade e ndo contaminacdo das amostras. As analises
realizadas estdo descritas no projeto submetido ao comité de ética
intitulado: “Biofuncionalidade e hemocompatibilidade de membranas
poliméricas de celulose bacteriana (CB)” e sera disponibilizado ao
voluntario quando solicitado.

Participacdo no estudo

Este estudo destina-se a individuos voluntérios com idade entre 18 4 40
anos, que ndo facam uso de nenhum tipo de medicacdo ou que tenha
qualquer doenca. N&o serdo aceitos gestantes, alcoolatras e fumantes é
necessario também que o paciente ndo tem ingerido nenhum tipo de
bebida alcodlica nas Gltimas 48 horas. Serdo requeridos aproximadamente
5 individuos e coletado 20 mL (o que corresponde aproximadamente 2
colheres de sopa) por individuo. A sua participacdo é totalmente
voluntéria e vocé tem a liberdade de ndo querer participar desta pesquisa.

Confidencialidade
Todas as informacdes obtidas serdo mantidas em poder dos pesquisadores
envolvidos com o projeto de pesquisa, sendo que vocé terd acesso a elas
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sempre que desejar. Sua identidade ficard em sigilo. Seus dados pessoais
nado serdo apresentados em relatérios e nem na publicacdo deste estudo.
Sera formado um biorrepositério de caréater transitdrio e de curta duracéo.
Ao final do estudo todas as amostras e experimentos serdo destruidos.

Riscos e desconfortos

A coleta de sangue que serd obtida com auxilio de agulha e seringa, no
Laboratério de Tecnologias Integradas — EQA - UFSC, sendo a
responsavel pelos procedimentos de coleta e técnicos o farmacéutico
Fabricio Perez Ferraz de Mello. Ao participar desta pesquisa, vocé podera
sentir um pequeno desconforto no momento da picada da agulha
necesséria para a coleta. Eventualmente podera ocorrer a formacdo de
pequenos hematomas no local onde a agulha foi inserida, devido a coleta,
aconselha-se a colocar uma compressa de gelo no local. Com o passar de
dias esse hematoma desaparecera.

Despesas e compensagdes

Nao ha despesas pessoais para o voluntario em qualquer fase do estudo.
N&o havera compensacéo financeira relacionada a sua participa¢do. Em
caso de dano pessoal direto/indireto, imediato e tardio ao participante
desta pesquisa este tera direito a assisténcia médica integral gratuita, bem
como as indenizacgdes legalmente estabelecidas.

Caso necessario serd garantido ao participante (voluntario) e seu
acompanhante o ressarcimento de eventuais despesas com transporte,
alimentacdo e outros eventuais gastos relacionados & participacdo no
estudo.

Beneficios

Embora a informacéo coletada neste estudo possa ndo trazer beneficios
diretamente a vocé, os resultados podem ajudar profissionais da area da
salde no desenvolvimento de novos tratamentos médico.

Caso vocé aceite fazer parte deste estudo, duas vias do termo serdo
entregues a vocé, onde todas as paginas deverao ser rubricadas e todos 0s
dados respondidos corretamente. Assim que 0s primeiros resultados
sejam publicados, em revistas ou congressos, vocé serd informado e tera
acesso a essas informacfes por e-mail ou correspondéncia, por isso é
importante que vocé preencha este item corretamente.
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CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO DO SUJEITO

Eu, ,

RG , abaixo assinado, concordo em participar do
presente estudo como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido
sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como o0s
possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem
que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu
acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Nome:

Assinatura do Sujeito ou Responsével:
Telefone para contato:

E-mail:

Local e data:

Prof. Dr. Luismar Marques Porto (coordenador)
Departamento de Eng. Quimica e Eng. de Alimentos — UFSC
InteLab — Laboratorio de Tecnologias Integradas

Jodo Pio Duarte Silva, s/n, Cérrego Grande, Florianépolis/SC
(48) 3721-2526

Guilherme Colla (pesquisador)

Departamento de Eng. Quimica e Eng. de Alimentos — UFSC
InteLab — Laboratério de Tecnologias Integradas

Jodo Pio Duarte Silva, s/n, Cérrego Grande, Florianépolis/SC
(48) 3721-4068

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - UFSC

Prédio Reitoria Il

Desembargador Vitor Lima, n°® 222, sala 401, Trindade, Floriandpolis/SC
Horario de atendimento: 10h as 12h e 16h as 18h

(48) 3721-6094



