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Resumo

O alto indice de mortes por doengas coronarianas leva a engenharia de
tecidos a voltar-se para o desenvolvimento de métodos paliativos a essas
patologias como, por exemplo, a construcdo de vasos sanguineos
artificiais. Esses vasos precisam atender aos requisitos do organismo
assim como ter como base um material biocompativel. Nessa linha alguns
grupos de pesquisa ja desenvolveram vasos artificiais a base de celulose
bacteriana (CB), um biopolimero que tem sido largamente estudado para
aplicacdes biomédicas como na construgdo de matrizes 3D para suporte
ao crescimento celular. Esses vasos ja estdo caracterizados, porém nada
se estudou sobre a degradacdo destes no organismo vivo. Para tanto nesse
trabalho foi desenvolvido um aparato para a producdo de vasos artificiais
a base de CB, assim como a produgdo, caracterizacdo e estudo da
degradabilidade in vitro desses vasos em ensaio com fluidos que
simularam condicdes fisioldgicas. Segmentos de vasos de CB foram
imersos em PBS e salina a 37,8°C seguindo um protocolo de 20 semanas
com retiradas mensais para analises estruturais em microscopia eletronica
de varredura (MEV) dos vasos pos-ensaio e verificacdo de glicose nos
liquidos de imersdo por espectrofotometria no UV-VIS. Como resultados
ndo houve mudangas estruturais aparentes e caracteristicas de degradagdo
polimérica nas analises em MEV, tdo menos presenca de glicose nos
liguidos de imersdo. Os resultados caracterizaram que ndo houve
degradagdo nas amostras durante o periodo de 20 semanas.

Palavras-chave: celulose bacteriana, degradac&o in vitro, vasos artificiais.






Abstract

The high death rate from coronary heart disease leads to tissue
engineering to turn the development of palliative methods to these
pathologies such as the construction of artificial blood vessels. These
vessels have to fulfill the requirements of the body and be based on a
biocompatible material. In this line some research groups have developed
artificial blood vessels based on bacterial cellulose (BC), a biopolymer
that has been widely studied for biomedical applications as the
construction of 3D matrices to support cell growth. These vessels are
characterized however nothing has been studied on the degradation of
these in the living organism. To this end in this work was developed an
apparatus for the production of artificial vessels based on BC, as well as
production, characterization and in vitro degradability of these vessels in
fluids that simulated physiological conditions. BC vessel segments were
immersed in PBS and saline at 37.8 ° C following a protocol of 20 weeks
with monthly withdrawals for structural analysis in scanning electron
microscopy in the vessels after testing and evaluating of glucose in the
liquid immersion by spectrophotometry on UV-VIS. As results there were
no apparent structural changes and characteristics of polymeric
degradation in SEM analysis, neither the presence of glucose in the
liquids of immersion. The results characterized that there was no
degradation in the samples during the 20 weeks.

Keywords: bacterial cellulose, in vitro degradation, artificial blood
vessels.
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1 INTRODUCAO

Mundialmente, as doengas de cunho cardiaco estdo entre as
maiores causas de mortes por ano. Patologias como aterosclerose,
aneurisma e varizes levam milhares de pacientes a fazer procedimentos
de substituicdo de vasos sanguineos injuriados. Essa intervencdo €
necesséria para a manutencdo da vida através do reestabelecimento do
fluxo sanguineo ininterrupto, responsavel pelo transporte e distribuicéo de
fatores essenciais ao metabolismo tecidual. Devido a esses altos indices
de mortalidade por doencas cardiacas, diversos estudos em Engenharia de
Tecidos visam o desenvolvimento de vasos artificiais para a substituicdo
de vasos sanguineos injuriados. Este tipo de procedimento evitaria a
necessidade de se retirar segmentos de vasos de outras areas do corpo do
paciente como ocorre na cirurgia de revascularizagdo miocardica por
ponte de safena aorto-coronéria, no qual parte da veia safena da perna é
retirada para fazer o desvio, “bypass”, de sangue da aorta as artérias
coronérias com problemas de fluxo, restabelecendo assim a irrigagéo
sanguinea nesse local (MENDIS, PUSKA, NORRVING, 2011; BODIN
et al., 2007; SCHUMANN et al., 2009).

A celulose de origem bacteriana tem se mostrado um produto de
grande potencial para o desenvolvimento de biomateriais para uso na
medicina. Esse fato se deve a varias propriedades do material, como
biodegradabilidade, biocompatibilidade, entre outros (CHEN et al., 2009;
KLEMM et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2010; WIPPERMANN et al.,
2009). Alguns pesquisadores utilizaram a celulose bacteriana como
biomaterial base na construcdo de vasos sanguineos artificiais (KLEMM
et al, 2001; WIPPERMANN et al, 2009; BODIN et al., 2007; FINK,
2009). Entretanto, qualquer biomaterial a ser implantado para testes in
vivo deve ter sua origem e composi¢do conhecidas para se evitar danos ao
organismo. Para esse fim sdo realizados estudos do biomaterial, como os
de caracterizagdo fisico-quimica e biocompatibilidade in vitro e com
tecidos vivos. (PEREIRA et al., 1999).

E importante que, além da caracterizacdo de um biomaterial com
potencial para implante, sejam também conhecidos seu tempo de
degradacdo, os produtos da degradacdo e os efeitos desses, toxicos ou
ndo, no organismo (CHEN et al, 2009).

A producdo, caracterizacdo e degradacdo in vitro de vasos
sanguineos artificiais a partir de celulose é o objeto de estudo deste
trabalho. Como principais inovagfes deste trabalho foi desenvolvido um
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método de facil reproducdo de vasos sanguineos artificiais a base de
celulose e realizado ensaios de degradacdo de 20 semanas em meios que
simulam os fisioldgicos para estudar e simular o tempo de vida Util desses

Vasos no organismo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Desenvolvimento em Engenharia de Tecidos. Aplicacdes em
Cardiologia

O coracdo é um 6rgdo muscular do tamanho de um punho fechado
e funciona como uma bomba propulsora de sangue, fluido que carrega
oxigénio e nutrientes essenciais as células de todo o corpo. Essa bomba
esta aliada a um conjunto de vasos sanguineos que proporcionam a
distribuicdo desse fluido a todas as partes do organismo, inclusive ao
préprio musculo cardiaco (miocardio) através das artérias coronarias. Os
vasos sanguineos estdo divididos em artérias, que levam o sangue do
coracdo aos tecidos, e as veias que recolnem o sangue dos tecidos e 0
trazem de volta ao coragdo. Essas veias e artérias se ramificam até
formarem vénulas e capilares de didmetros milimétricos (GOSS, 1988;
MENDIS, PUSKA, NORRVING, 2011). Na Figura 1 Fink (2009) mostra
0 esquema da composicdo tecidual de veias e artérias sadias onde se
observa varias 1aminas de diferentes tipos celulares: a intima formada por
células endoteliais, a tlnica média formada por células musculares lisas e
a adventicia composta por tecido conjuntivo.

Os batimentos cardiacos de uma pessoa em repouso seguem a
contagem de 70 batidas por minuto e o ritmo pode acelerar de acordo com
as emocoes e as atividades da pessoa. Um bom suprimento de sangue é
vital para o funcionamento normal de todos os 6rgaos e quando esse fluxo
é interrompido ocorre isquemia tecidual e consequente infarto da area em
questdo. Esses problemas acontecem devido a danos vasculares como
rompimentos de vasos por aneurismas (estreitamento da parede vascular)
ou fluxo sanguineo em baixa devido ao estreitamento do Iimen do vaso
(espaco interno do vaso) causado pela aterosclerose, em que ocorre a
deposicdo de placas de gordura e cicatrizacdo com formacgdo de fibrose
nas paredes internas dos vasos (GOSS, 1988; MENDIS, PUSKA,
NORRVING, 2011).
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Figura 1 - Artérias e veias: composicao tecidual. Fonte: FINK, 2009.

Segundo a Organizagado Mundial da Saide (OMS), no ano de 2004
ocorreram no mundo cerca de 17 milhGes de mortes por doencas
cardiovasculares, representando 29% do total de mortes no mesmo
periodo. Dessas mortes, acredita-se que 7,2 milhdes tiveram como causas
doencas coronarianas e, 5,7 milhGes foram por acidentes vasculares
encefalicos (AVE). Ainda sobre essas mortes, 82% ocorreram em paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Para o ano de 2030 estima-se
que mais de 23,6 milhdes de pessoas irdo morrer por doencas
cardiovasculares. Os nimeros séo alarmantes e mostram a necessidade de
uma mudanca na politica de salde publica dos paises, visando
principalmente o combate aos fatores de riscos junto a populagdo, bem
como o tratamento adequado e eficaz aos individuos ja doentes
(MENDIS, PUSKA, NORRVING, 2011; SCHUMANN et al., 2009).

Uma grande parcela das doencgas coronarianas pode ser prevenida
com a reducdo dos fatores de risco comportamentais como tabagismo,
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dieta ndo saudavel, sedentarismo e alcoolismo. Esses fatores alteram o
metabolismo provocando a o0 aumento da pressdo sanguinea
(hipertensdo), o aumento da concentracdo de glicose no sangue, o
sobrepeso e obesidade e o aumento do indice de lipideos no sangue
(dislipidemia). De modo geral os fatores de risco causam danos aos vasos
coronarianos e cerebrais devido a aterosclerose. A aterosclerose é um
processo que se desenvolve ao longo dos anos, iniciando na infancia e se
manifestando na meia idade através de infartos do miocardio e acidentes
vasculares enceféalicos (MENDIS, PUSKA, NORRVING, 2011).

Em pessoas com alto grau de risco de doengas cardiovasculares
algumas intervencbes medicamentosas diminuem o risco de morte.
Dentre elas faz-se o uso de aspirinas, estatinas, beta bloqueadores,
terapias para diminuicdo dos lipideos circulantes e agentes redutores da
pressdo arterial. Em estagios mais avancados da doenga ou complicagdes
a intervencdo realizada € a cirdrgica. Como métodos cirdrgicos mais
difundidos apresentam-se a angioplastia para a colocagdo de stents nos
vasos com lumen estreitados devido a aterosclerose e os procedimentos
de bypass como a ponte de safena, onde um segmento da veia safena da
perna é colocado no lugar de uma coronaria injuriada a fim de fazer uma
ponte para restabelecimento do aporte sanguineo da regido em questao.
Procedimentos de bypass sdo utilizados quando a maior parte das artérias
coronarianas estd comprometida, fato esse que pode ocasionar a faléncia
do coracdo por falta de fornecimento sanguineo (MENDIS, PUSKA,
NORRVING, 2011; SCHUMANN et al., 2009).

Além das pesquisas cientificas e campanhas governamentais para a
prevencdo através da diminuicdo dos fatores de risco, uma outra linha de
frente visa o tratamento e "reparo" dos individuos ja acometidos pelas
doencas cardiovasculares. Essa linha busca o desenvolvimento de novos
métodos menos invasivos e mais eficazes que os amplamente conhecidos
e difundidos mundialmente como a angioplastia, pontes de safena,
reparos de valvula cardiaca e a substituicdo destas por valvulas de
animais, transplantes de coracdo, entre outros (MENDIS, PUSKA,
NORRVING, 2011; BODIN et al., 2007).

Recentemente 0s avangos nas pesquisas biomédicas e na
engenharia de tecidos (ou engenharia tecidual) levaram a medicina para
outro patamar onde se torna cada vez mais palpavel o desenvolvimento de
6rgdos artificiais. Pesquisas com células-tronco e implantes de novos
biomateriais que ajudem na regeneracdo tecidual sdo os maiores
enfoques. Nas pesquisas que envolvem a cardiologia ja se podem
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observar modelos de estruturas do sistema cardiovascular, como
miocardio e vélvulas, sendo desenvolvidos em laboratério com 6timos
progndsticos de sucesso (BURSAC et al., 1999; EVANS et al., 2003;
KOFIDIS et al., 2002a e 2002b; PAPADAKI et al., 2001; SALES et al.,
2005; SCHUMANN et al., 2009; ZIMMERMANN et al., 2002).

Na engenharia de tecidos trés fatores sdo de extrema importancia:
as células a serem utilizadas, os scaffolds 3D e os fatores de crescimento
celular. Como parte do processo de engenharia de tecidos fixam-se as
células em um scaffold que agird como suporte (matriz) e provedor de
nutrientes, citocinas e fatores de crescimento. Para tanto essa matriz deve
ser biocompativel, porosa e proporcionar atividade de superficie, forca
mecanica e degradacdo programada (CHEN et al., 2009).

A ideia da utilizacdo de matrizes poliméricas (scaffolds) como
suporte para crescimento celular e regeneracdo tecidual tem levado a
engenharia de tecidos na busca de materiais biocompativeis que possam
ser implantados no organismo para esse fim. Em especial na cardiologia,
ensaios com producdo de matrizes poliméricas como stents ou vasos
sanguineos artificiais tem mostrado bons resultados clinicos nas cobaias
e, portanto, apresentam um grande potencial para utilizacdo como
substituintes de vasos sanguineos comprometidos, evitando-se assim a
retirada de vasos saudaveis do proprio paciente como é feito na cirurgia
de ponte de safena (SCHUMANN et al., 2009). A pesquisa com esses
vasos tende a ser menos custosa do que as pesquisas com células e 6rgdos
artificiais. 1sso ocorre devido ao fato dos scaffolds serem sistemas menos
complexos do ponto de vista estrutural e funcional do que um érgéo e a
obtencdo de resultados e consequente implantacdo tendem a ser mais
rapidos, pois, logo ap6s a produgdo, a caracterizagdo e 0s ensaios de
biocompatibilidade in vitro, esses sistemas seguem rapidamente para a
etapa in vivo (SCHUMANN et al., 2009). Essa ideia pode ser visualizada
nos ensaios in vivo ja realizados por pesquisadores como Schumann e
colaboradores (2009) que produziram vasos artificiais e implantaram em
artérias carotidas de ratos e suinos (Figura 2).
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Figura 2 - Microtubos para implante em carétida de ratos a) e suinos (b).

Fonte: SCHUMANN et al., 2009.

Para a producéo de vasos é necessaria a escolha de um biomaterial
que atenda a todos os requisitos primordiais para exercer a funcéo e que
seja plausivel de implantag&o in vivo.

2.2 Importancia da escolha dos biomateriais pré- implante

Para a escolha de um biomaterial faz-se necessario a andlise de
varios quesitos como, por exemplo, o efeito que ele sofre no ambiente
organico (corrosdo, degradacdo) e o efeito desse biomaterial no
organismo. Um dos pontos cruciais é a interacdo dos tecidos vivos em
resposta & presenca do material. Essa interagdo depende da composi¢ado
do material e pode ser de vérios tipos: toxica, ndo-toxica (bioinerte),
bioativa e biodegradavel. Estas interacdes sdo importantes tanto para a
substituicdo dos tecidos lesados quanto para a recuperacdo desses tecidos
através da atuacdo em seu metabolismo (intra ou extracelular)
propagando o crescimento e a renovacao celular (PEREIRA et al., 1999).

Para implantes in vivo o biomaterial deve ser totalmente
degradavel, ndo permanecendo tempo desnecessario no organismo
(WIPPERMANN et al., 2009). Para tanto é de extrema importancia
conhecer seu tempo de degradacdo e avaliar se este é inferior, ideal ou
superior ao proposto para a sua funcdo (CHEN et al., 2009). Em
regeneracao tecidual ndo € interessante que a matriz se degrade em tempo
inferior ao da formacdo do novo tecido, e sim que seja substituida
gradativamente. Isso é desejado no implante dos vasos artificiais onde
uma degradacao rapida do biomaterial, antes do restabelecimento do novo
vaso, comprometeria o fluxo sanguineo e promoveria 0 extravasamento
de células para 0 meio externo aos vasos, com possiveis complicagdes
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patoldgicas. Segundo a literatura, 0 maior problema estd em sincronizar a
degradacdo do biomaterial com o crescimento das células a fim de se
criar o material com degradagdo programada (WIPPERMANN et al.,
2009).

Um dos biomateriais de grande foco biomédico nos dias atuais é
biopolimero de celulose bacteriana.

2.2.1 A Celulose bacteriana e suas aplicagdes na medicina

A celulose bacteriana (CB) consiste em uma cadeia molecular de
glicose formada por ligagdes glicosidicas do tipo B-(1,4) (BODIN et al.,
2007). Como polimero natural, ela tem aplicabilidade em membranas
auditivas, papel eletrdnico, pele artificial e € um dos novos materiais
utilizados para a construgdo de matrizes poliméricas 3D (scaffolds)
(BODIN et al., 2007; CHEN et al., 2009). Essas aplicabilidades se devem
a sua cristalinidade, quiralidade, resisténcia mecanica, porosidade,
biocompatibilidade, atoxicidade, biodegradabilidade e d&tima rede
estrutural. Por essas propriedades, a CB esta sendo utilizada em pesquisas
de regeneracdo de cartilagens, vasos artificiais e em engenharia de tecidos
6ssea (BODIN et al., 2007; CHEN et al., 2009; KLEMM et al., 2005).

A CB é insoltvel em &gua e em solventes organicos convencionais
e para aumentar sua degradabilidade e interacdo com outras moléculas ela
¢ processada quimicamente com o intuito de afrouxar suas cadeias
(AOUADA et al., 2009).

2.2.1.1 Caracteristicas da Celulose Bacteriana

Varios géneros de bactérias produzem celulose tais como
Agrobacterium, Rhizobium, Pseudomonas, Sarcina e Acetobacter. Um
dos mais estudados é o Acetobacter, reclassificado como
Gluconacetobacter, um bastonete Gram-negativo e excelente produtor de
celulose (BODIN et al., 2007; MOOSAVI-NASAB e YOUSEFI, 2010;
SCHUMANN et al., 2009). A linhagem ATCC 23769 da
Gluconacetobacter hansenii tem sido largamente utilizada por
pesquisadores do grupo InteLab como Rambo et al. (2008) e Recouvreux
et al. (2011) na utilizagdo em nanocompositos para diversas finalidades
biomédicas.
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A G.hansenii utiliza a glicose como fonte de carbono para seu
metabolismo celular e tem a capacidade de produzir celulose sob a forma
de peliculas na interface ar/liquido em meio de cultura estético ou agitado
(SCHUMANN et al., 2009). A celulose de origem bacteriana e a de
origem vegetal ndo se diferenciam no aspecto quimico; entretanto, a
celulose de origem vegetal normalmente estd associada a outras
macromoléculas como a hemicelulose e a lignina; portanto, necessita ser
purificada através de tratamento quimico, enquanto que a celulose de
origem bacteriana é livre de macromoléculas e apresenta um grau de
pureza préximo a 100% (BODIN et al., 2007). Esse alto grau de pureza é
um dos principais fatores que a torna um material biocompativel, assim
como o fato de seus poros e sua rede de microfibrilas se assemelharem
com o coladgeno (BODIN et al., 2007; FINK, 2009). A CB apresenta
outras particularidades relevantes, como alta resisténcia (devido ao
embaragamento de suas fibras), membrana ultrafina, alta cristalinidade
(70-80%), ampla rede de nanofibrilas que sdo centenas de vezes menores
que as fibrilas da celulose vegetal (na ordem de 100 nm de diametro) e
um alto grau de retencdo de &gua, proporcionando a formacdo de
hidrogéis, ou seja, celulose hidratada (BODIN et al., 2007; OLIVEIRA et
al., 2010; SCHUMANN et al.,2009).

. A cristalinidade da CB pode variar de acordo como o tipo de
producdo: a CB obtida por producdo estatica apresenta cristalinidade
menor do que a CB produzida em agitacdo (FINK, 2009).

Com capacidade de retencao de agua de cerca de 100 a 120 vezes a
sua massa seca, a CB forma hidrogéis dos quais 1% de sua composicéo é
de microestrutura de celulose bacteriana e 99% ¢é de agua. Essa hidratacdo
promove um intumescimento da estrutura fibrosa formando assim
espacos entre os feixes de fibras, fato esse que proporciona um ambiente
ideal para o crescimento e a proliferacdo de células implantadas, além de
o hidrogel apresentar propriedades mecanicas similares ao dos tecidos, o
que faz do hidrogel de CB um biomaterial adequado para matrizes ou
scaffold 3D para utilizacdo em engenharia de tecidos (BODIN et al.,
2007; SCHUMANN et al.,2009; WIPPERMANN et al., 2009).

Esse polimero de origem bacteriana possui sua estrutura formada
por ligacGes entre unidades de beta-D-glucopiranose ou anidroglicose
(AGU) que estdo unidas entre si por ligacOes glicosidicas do tipo beta
1->4. Cada unidade de anidroglicose (Figura 3) contém trés grupos de
hidroxilas (OH) livres, ligados aos carbonos 2, 3 e 6, que podem ter seus
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hidrogénios (H) substituidos por outros grupos como o etila, metila ou
carboxila (KACURAKOVA et al., 2002; REIS, 2010).
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Figura 3 - Estrutura Quimica da Celulose. Fonte: VIEIRA, 2004 apud
OLIVEIRA (2009).

O comprimento da cadeia de celulose é expresso em nimeros de
constituintes de AGU, apresentando um grau de polimeriza¢do (GP) —
numero de unidades repetidas na cadeia — de aproximadamente 2800, o
gue corresponde a uma massa molar de 453.000g-mol* (OLIVEIRA et
al., 2010).

O comportamento fisico-quimico da celulose se deve aos grupos
hidroxilas que podem formar ligagdes de hidrogénio, ou “pontes”
intramoleculares entre unidades de glicose, formando as cadeias e
proporcionando rigidez, e as ligacGes intermoleculares, com moléculas
adjacentes formando os feixes; as moléculas se alinham formando as
microfibrilas, que formam as fibrilas; estas, por sua vez, se ordenam de
maneira a formar as paredes celulares das fibras. As ligacGes de
hidrogénio sdo responsaveis pela tendéncia da celulose em formar
cristais, fato este que a torna insolivel em agua, devido a escassez de
grupos hidroxilas disponiveis para interagir com a agua, bem como na
maioria dos solventes organicos (CORREA, 2010; OLIVEIRA, 2009).

Muller e colaboradores (2011) estudaram as propriedades fisicas
de membranas de hidrogéis de celulose bacteriana e destes hidrogéis
revestidos com polipirrol para avaliagdo da viabilidade da utilizacdo
destes hidrogéis como scaffolds. Como resultado as membranas de CB
apresentaram uma resisténcia a tracdo de 0,7 MPa e um médulo de
elasticidade de 3,4 MPa reafirmando o que a literatura diz sobre sua
resisténcia mecénica.

A celulose é composta por regides amorfas, desordenadas, e
regibes cristalinas, ordenadas, que coexistem entre si. Com fronteira ndo
muito bem definida, essas regibes mostram a transi¢do de um arranjo
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ordenado para um estado desordenado, com orientagdo menor. A celulose
nativa é composta por duas ou mais formas cristalinas distintas,
principalmente das fases alfa-1 e beta-1. Estudos de difracdo e
microscopia eletrdnica demonstraram que as diferentes formas cristalinas
coexistiam dentro da microfibrila de celulose. A fibra da regido cristalina
apresenta maior resisténcia ao alongamento, tracdo e solvatacdo. Através
do processo hidrotérmico com solugBes alcalinas transforma-se a fase
alfa-1, predominante na celulose bacteriana e termodinamicamente em
equilibrio térmico, em fase beta-1 que é mais estavel termicamente. Um
desses processos hidrotérmicos mais utilizados é a mercerizagdo,
processo no qual as fibras sofrem inchamento quando tratadas com alguns
agentes quimicos, como o hidréxido de sédio (GEORGE et al., 2005;
OLIVEIRA, 2009).

2.2.1.1.1  Tratamento quimico para purificacdo da celulose bacteriana

No processo de purificacdo ndo ha a solubilizacdo da celulose,
mantendo assim a estrutura de suas fibras.

A celulose nativa (alfa-1), quando tratada com solucdo alcalina,
“incha” de acordo com a concentragdo e tipo da soluc¢do. Por exemplo, no
tratamento com solucdes de NaOH em baixas concentracdes, os ions Na*
ocupam 0s maiores poros existentes na CB, enquanto no tratamento com
as solugdes de maior concentragdo 0s poros menores também sdo
ocupados. Assim, quanto maior a concentragdo da solu¢do, maior sera o
nimero de poros ocupados e maior sera o afrouxamento entre as fibras,
pois o diametro do Na* é suficiente para penetrar e alargar os menores
poros e avancgar entre os planos cristalinos (GEORGE et al., 2005;
OLIVEIRA, 2009).

Apos o tratamento alcalino, a celulose é lavada com agua destilada
para a remogéo dos cétions (Na*) e ocorre a formacio de outro tipo de
reticulado cristalino, a fase beta-1, que termodinamicamente é mais
estavel que a alfa-1 (nativa). Como produto desse processo de purificacdo
em solucdo alcalina obtém-se a alcali-celulose ou celulose alcalina
(GEORGE et al., 2005; OLIVEIRA, 2009).



2.3 Desenvolvimento de vasos a partir de celulose bacteriana

Devido as suas propriedades, a celulose bacteriana tem se
mostrado um biomaterial ideal para a construgéo de scaffolds. Nessa linha
alguns grupos de pesquisa ja véem utilizando a CB como matriz de vasos
sanguineos artificiais.

Em 2001 o aleméo Klemm e colaboradores desenvolveram tubos
de celulose bacteriana para uso na substituicdo de vasos sanguineos
injuriados. O produto foi patenteado como BASIC® e desde ento,
diversos testes foram realizados, como a substituicdo de artérias de ratos e
suinos. Nos experimentos com ratos mostrou-se de forma nitida que os
segmentos de vasos de CB implantados desenvolveram vasculogénese e
inclusive inervagdo. Nos suinos, de uma forma mais lenta, também foram
obtidos resultados satisfatérios (KLEMM et al., 2001; SCHUMANN et
al., 2009; WIPPERMANN et al., 2009).

Em 2007, Bodin e colaboradores produziram vasos de CB
utilizando silicone como matriz de formacdo dos vasos e ainda injecdo de
oxigénio dentro dos fermentadores a fim de analisar a influéncia deste na
producdo de celulose (Figura 4).
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Figura 4 - Fermentagdo com injecdo de O2. Fonte: BODIN et al., 2007.

Seguindo a mesma linha na Suécia, Fink (2009) produziu tubos de
celulose bacteriana para uso como vasos artificiais. Para a producdo
desses vasos foi desenvolvido um biorreator (Figura 5). Os estudos
incluiram modificacbes de superficie da celulose com proativos para
aderéncia endotelial, diminuicdo da coagulacdo e inclusive a criagdo de
um sistema circulatério de sangue extracorporeo com esses tubos de CB
para analisar o comportamento do biomaterial com o sangue. O estudo
ainda afirma que as propriedades mecénicas dos vasos de CB se
assemelham as de uma artéria car6tida suina.
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Figura 5 - Biorreator para producao de vasos de CB. Fonte: FINK, 2009.

O substituto ideal de um vaso sanguineo deve promover a
endotelizagdo e servir de matriz para a formacdo de um novo vaso. Os
vasos de CB apresentam boas caracteristicas cirdrgicas como 0 manuseio
e sutura do biomaterial e o restabelecimento imediato do fluxo sanguineo
apos a completa anastomose (WIPPERMANN et al., 2009). Estudos de
substituicdo da artéria carétidas de suinos por vasos de CB mostraram que
ndo houve “dilatagdo, abertura da sutura ou formagdo de aneurismas”,
além do vaso artificial ndo sofrer alteracGes significativas no seu didmetro
apos 90 dias do implante (SCHUMANN et al.,2009; WIPPERMANN et
al., 2009). Os mesmos estudos ainda mostram que 0s vasos artificiais
permitiram a endotelizacdo e formacéo de tecido tri-lamelar com estrutura
semelhante a da cardtida normal, fato este que demonstra que o implante
de células ou fatores de crescimento na matriz é dispensavel tornando o
procedimento mais pratico (BODIN et al., 2007; SCHUMANN et
al.,2009; WIPPERMANN et al., 2009).
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2.4 A vida til do biomaterial no organismo: degradacao

Na degradagdo polimérica ha cisdo das ligacBes primarias da
cadeia principal do polimero, possibilitando, assim, a formagéo de outras
ligacbes e a consequente mudanga da estrutura quimica e das
propriedades fisico-quimicas do material, incluindo a reducdo da massa
molecular (OLIVEIRA et al., 2006).

O produto da degradacdo da CB é a glicose, fenbmeno este que
ndo é detectavel in vivo. Em alguns estudos utiliza-se C14 radioativo para
marcacdo da celulose e visualizagcdo da sua degradacdo no organismo,
porém essa técnica se torna muito dispendiosa, pois necessita de
aparelhos de alto custo para a andalise posterior do material. In vitro séo
comumente realizados ensaios de degradacdo de polimeros, o que
também torna possivel avaliar a degradacdo da celulose (CHEN et al.,
2009).

Em um estudo de Chen e colaboradores (2009) foi analisada a
degradacdo de membranas de celulose bacteriana nas dimensdes de 5 mm
+ 0,5 mm de comprimento e 5 mm £ 0,5 mm de largura imersas em PBS
(Phosphate buffered saline), i.e., solugdo salina tamponada com fosfato a
0.1 mol-I™ e pH de 7,25 e incubadas a 37°C por 12 semanas. O material e
a solugdo de imersdo foram analisados em FEG-SEM (Microscdpio
eletronico de varredura de emissdo de campo) e em espectrofotometria de
UV para analise de aclcar redutor; essas analises demonstraram que a
taxa de degradacdo da CB em PBS foi menor que 8% nas 12 semanas do
ensaio. O estudo ainda contou com a avaliagdo de citotoxicidade dos
produtos da degradacdo da celulose e os resultados corroboram o que
outros estudos ja haviam concluido: que produtos a base de celulose
bacteriana, como os aqui estudados, ndo demonstram citotoxicidade.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

O objetivo principal desse trabalho é produzir, caracterizar e
estudar a degradabilidade in vitro de vasos sanguineos artificiais obtidos a
partir de celulose bacteriana.

3.2 Objetivos especificos

1.

2.

Desenvolver um método para a produgdo in vitro de vasos
sanguineos artificiais a partir de celulose bacteriana;

Purificar os vasos em diferentes concentracfes de solvente
para verificar se hd mudanca na conformacao da rede de fibras
celulésicas;

Comparar a estrutura de formacgdo dos vasos em microscopia
eletrénica de varredura (MEV);

Realizar ensaios de degradacdo de segmentos dos vasos em
condicdes fisiologicas simuladas;

Pesquisar por espectrofotometria no UV-VIS a presenca de
glicose nos fluidos pés-ensaio de degradacdo como positivo
para degradacdo dos vasos;

Observar a0 MEV o0s vasos pés-ensaio de degradacdo para
verificar mudancas estruturais que caracterizem degradacao
dos vasos.






4 METODOLOGIA

Descreve-se abaixo a metodologia experimental para realizacéo de
ensaios para a produgdo, caracterizacdo e ensaios de degradacdo de vasos
de celulose bacteriana. Um fluxograma dos principais passos realizados
esta representado na Figura 6.

O trabalho foi todo desenvolvido no Laboratério de Tecnologias
Integradas (InteLab) do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos (EQA) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) do campus de Floriandpolis.

Construcdo do aparato para
obtencdo dos vasos

Biossintese dos vasos de CB

Caracte : saios de
dos vasos por MEV degradacio

Quantificacdo dos niveis

de glicose nas amostras
dos vasos pos-ensaio (indicativo de
degradacdo)

Figura 6 - Fluxograma geral da metodologia utilizada.

4 Obtencdo dos vasos artificiais: obten¢do, tratamento e caracterizagdo

A celulose utilizada nesse estudo foi sintetizada pela bactéria
Gluconacetobacter hansenii, linhagem ATCC 23769 da “Colegdo de
Culturas Tropicais (CCT)” da Fundacdo André Tosello, Campinas-SP,
Brasil. A sintese ocorreu em meio de cultura especifico para a produgéo



de celulose contendo 25g de manitol, 5 g de extrato de levedura e 3 g
peptona em 1 litro de agua destilada.

Para a obtencéo dos vasos de celulose bacteriana construiu-se um
aparato (Figura 7) de baixo custo em silicone inspirado nos trabalhos de
Fink (2009), Klemm (2001), Wippermann et al (2009), Bodin et al.
(2007) e Schumann et al.(2009). No aparato foi introduzido o meio de
cultura ja inoculado com a G. hansenii em uma razéo de 10% v/v, para
tanto se preparou previamente este indculo em um recipiente estéril
contendo o meio de cultura e a bactéria. A bactéria foi obtida a partir de
uma suspensao estoque de bactérias. O crescimento ocorreu em condigéo
estatica, & temperatura ambiente (25°C), durante um periodo de sete dias.
Para esse protocolo de biossintese de celulose bacteriana foram seguidos
0s métodos ja desenvolvidos por Recouvreux (2008).

Mangueira Crescimento
desilicone estatico por 7 dias
a25°C

Purificagdo em NaOH

. 0,1e0,5M —banho

Meio de I/x /‘ Tubo de maria 90°C por 1h.

cultura ensaio

inoculado Secagem em estufa
a50°Cpor 24h.

Visualizagdo
estrutural em MEV.

Figura 7 - Aparato para producédo de vasos de CB.

A partir desse aparato (Figura 7) foram desenvolvidos vasos
sanguineos artificiais de celulose bacteriana de 15 cm de comprimento
por 12 mm de didmetro interno e 1 mm de espessura de parede. Os vasos
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de CB obtidos foram lavados em agua destilada e purificados em solu¢édo
aquosa de hidroxido de sodio a 0,1M e 0,5M em banho-maria a 90°C
durante 1 hora. As molaridades de 0,1 e 0,5 séo padrdes de purificacdo de
CB encontrados na literatura e nesse trabalho foram realizadas as duas
concentracdes para comparar se ha diferenca no afrouxamento das fibras
nestes dois tratamentos. Essas concentragcfes estdo dentro da faixa
permitida pelo FDA (Food and drug administration) referente a materiais
para implantes in vivo. A caracterizacdo estrutural dos vasos foi feita por
microscopia eletrdnica de varredura utilizando um aparelho da marca
JEOL, modelo JSM-6390LV, em 15 kV do Laboratério Central de
Microscopia (LCME) da UFSC. Para a andlise em MEV as amostras
foram liofilizadas, fixadas com fita de carbono sobre stubs e recobertas
com ouro.

4.2 Estudos da degradacéo da Celulose Bacteriana

Faz-se necessario estudar a degradacdo da CB para que se possa
prever seu tempo de vida Gtil em um organismo para aplicacBes em
engenharia de tecidos. Sabe-se que se trata de um biopolimero de
anidroglicose, portanto espera-se que durante a sua degradacdo seu
produto final seja a glicose. Para confirmar essa hipotese foram realizados
ensaios de degradacao in vitro dos vasos de CB obtidos neste trabalho em
fluidos que simulam os fisiol6gicos.

4.2.1 Segmentos de Vasos de Celulose Bacteriana

Para os ensaios de degradacdo dos vasos de celulose bacteriana, os
vasos tratados em NaOH 0,1M e 0,5M foram segmentados em anéis de 3
cm de comprimento, 12 mm de didmetro interno e 1 mm de espessura de
parede. Esses segmentos foram colocados em solugcbes de PBS ou Salina
(NaCl 0,9%), ambas solucfes com pH de 7,42 (préximo ao fisiologico),
autoclavados e deixados em incubadora a 37,8°C.

Os grupos analisados foram separados em: PBS/NaOH 0,1 M,
Salina/NaOH 0,1 M, PBS/NaOH 0,5 M e Salina/NaOH 0,5 M. Cada
grupo foi feito em triplicata.
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Vasos Vasos Vasos Vasos
tratadosa tratadosa tratados a tratadosa
NaOHO0,1 M NaQHO0,5 M NaOH0,1 M NaOHO0,5 M

Retiradas
A mensais para s
Incubagdo a P MEV: analise

Espectrofotometria de UV-
Vis: ensaio colorimétrico
analise—
Protocolo de
20 semanas.

enzimatico para dosagem
de glicose (produto da
degradacdo de celulose).

37,8°C. estrutural.

Figura 8 - Protocolo de degradacdo dos vasos de CB.

Os ensaios de degradacdo dos vasos seguiram um protocolo de 20
semanas (Figura 8) em que nos tempos de 0, 4, 8, 12, 16 e 20 semanas
foram realizadas as dosagens dos niveis de glicose atraveés de
espectrofotometria  UV-VIS. As amostras poés-incubagdo foram
observadas em MEV para acompanhamento do comportamento das fibras
celuldsicas durante a degradacdo. A metodologia para esses ensaios foi
uma adaptacéao dos estudos de Chen e colaboradores (2009).

4.2.2  Espectrofotometria de UV-VIS

A concentracdo de glicose nas amostras foi quantificada por teste
enzimatico colorimétrico para dosagem da glicose em fluidos orgénicos
da Bioliquid (Laborclin, Pinhais-PR). As leituras foram realizadas
utilizando-se o Espectrofotémetro UV-VIS da marca Shimadzu, modelo
UV Mini 1240, do Laboratério de Transferéncia de Massa
(LABMASSA).

O procedimento foi realizado de acordo com as recomendagdes do
fabricante onde se ajustou o comprimento de onda do espectrofotémetro
para a faixa entre 600-190 nm.

Tubos de ensaio devidamente identificados foram aliquotados a
base de 2 mL do reagente de trabalho em cada tubo, adicionados de 20
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puL da amostra correspondente a cada tubo, com excecdo do tubo
"pbranco” em que havia somente agua e do tubo "padrdo" onde foram
adicionados 20 uL da solucdo padrdo do kit que contém uma
concentracdo conhecida de glicose. Apds a homogeneizacdo, os tubos
foram incubados por 10 minutos a 37°C em banho-maria para posterior
leitura no espectrofotdmetro.

Uma vez lida a absorbancia dos tubos de amostra e padrdo,
acertando o zero com o branco, foram efetuados os seguintes calculos:

Fator de calculo = 100/Absorbancia do padrao

Glicose [mg/dL] = Absorbancia do teste x Fator de calculo

4.2.3  Microscopia Eletrénica de Varredura dos Vasos

A caracterizagdo estrutural dos vasos foi feita por microscopia
eletronica de varredura, utilizando um aparelho da marca JEOL, modelo
JSM-6390LV, em 15 kV do Laboratorio Central de Microscopia (LCME)
da UFSC. Para a analise em MEV as amostras foram liofilizadas, fixadas
com fita de carbono sobre stubs e recobertas com ouro. As analises
compreenderam a verificacdo da conformagéo da rede de fibras dos vasos
de CB pds-ensaios de degradacéo.






5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencdo e caracterizacdo dos vasos

Em meio de cultura liquido e especifico, a espécie G. hansenii
produz hidrogéis de celulose na interface ar/liquido com formatos
variados, de acordo com o recipiente de cultura, com o tipo de producdo
(estatica ou em agitacdo) e de acordo com o tempo de incubagdo. Em
culturas estéticas, o tempo é o agente determinante da densidade do
hidrogel: quanto maior o tempo, maior o numero de filamentos
celuldsicos formados, o que resulta na formacéao de hidrogéis mais densos
e menos translicidos do que os hidrogéis formados em tempos de
incubagdo menores.

A partir do principio da produgdo de hidrogéis de celulose
bacteriana em crescimento estatico foi proposto nesse trabalho o
desenvolvimento de um aparato para a producdo de vasos sanguineos
artificiais a base de celulose bacteriana como mostrados na Figura 4.

O aparato (Figura 9a) desenvolvido foi baseado nos métodos ja
existentes para a producdo de vasos de CB, porém apresenta um layout
diferenciado e mais simples dos apresentados até entdo. O aparato € de
facil reproducdo e composto por componentes de preco acessivel (tubo de
ensaio de vidro e mangueira de silicone). O principio desse layout
possibilita 0o desenvolvimento de vasos de calibres diferenciados de
acordo com ajustes que podem ser feitos com a variagdo no didmetro do
tubo de ensaio e, essencialmente, variando-se o didmetro externo da
mangueira de silicone que é a base primordial para o controle e molde do
didametro interno do vaso. A ideia mostra que ndo se faz necessario a
construcdo e adaptacdo de biorreatores e nem a perfusdo de oxigénio
durante o processo nesses fermentadores, técnicas essas que encarecem o
processo e podem demorar longos periodos até a construgdo desses
aparatos.

O silicone é o material de escolha no aparato por suportar a
temperatura de autoclavagem (121°C) e por ser um material que
apresenta porosidade. Essa porosidade impede a migracdo de bactérias,
mas permite a difusdo de oxigénio, esse fato também foi observado por
Bodin et al. (2007) em seu trabalho de desenvolvimento de vasos em
material de silicone com controle de difusdo de diferentes indices de
oxigénio durante o processo de incubacao.
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Figura 9-Vasos de celulose bacteriana: a) aparato; b) vaso.
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Os vasos de CB produzidos neste trabalho apresentavam as
dimensdes de 15 cm de comprimento, 12 mm de didametro e 1 mm de
espessura. Esses vasos apds a purificagio com NaOH apresentam-se
como hidrogéis transltcidos de acordo com a visualizagdo da Figura 9b.
Os vasos de CB, uma vez secos, apresentam aparéncia diferenciada dos
hidrogéis e mesmo reidratados ndo recuperam 0 mesmo grau de
hidratacdo. Conforme o tipo de secagem, em estufa ou liofilizacdo, os
vasos tomam aspectos diferenciados entre si como se pode observar na
Figura 10.

Figura 10— Vasos ap6s secagem: a) estufa a 50°C por 24 horas; b) liofilizado.



Os vasos secos em estufa (Figura 10a) apresentam aspecto de
papiro fino e delicado, porém resistente a fratura — somente laminas
afiadas ou fratura em nitrogénio liquido permitem romper suas fibras. Ja
os vasos liofilizados (Figura 10b) assemelham-se a um tubo de isopor e
apresentam estrutura de rede de fibras mais semelhantes ao do hidrogel,
pois no processo de liofilizagdo os vasos sdo congelados e tem a agua
retirada por vacuo para secagem. Esse processo faz com que os feixes de
fibras e as lacunas entre esses feixes, antes ocupadas pela agua,
permanecam como no hidrogel A partir dessa observacgdo da secagem por
liofilizacdo todas as amostras de vasos para avaliagdo em microscopia
eletrbnica de varredura foram previamente liofilizadas. Para a melhor
visualizacdo ao MEV os vasos foram cortados com Iaminas de bisturi e
visualizados, longitudinalmente, cortes das suas paredes internas e
externas como mostra a Figura 11.

Na analise das micrografias observa-se na superficie interna do
vaso (Figura 11a) que ha a deposicao de celulose pelas bactérias de forma
radial. 1sso acontece devido ao fato das bactérias depositarem a celulose
na parede externa da mangueira de silicone formando camadas e até
grumos que estdo mais evidentes na figura. Essa formagdo de camadas e
aglomeracdo de grumos faz com que a parede interna do vaso tenha uma
rede de fibras mais fechada e compacta que se afrouxa conforme atinge a
parede externa. Na visualizacdo da superficie externa do vaso (Figura
11b) pode-se notar uma menor densidade de fibras em comparagdo a
parede interna e um aspecto menos denso e mais gelatinoso quando
palpavel ao hidrogel.

O fato dos vasos de CB possuirem maior densidade na parte
interna (limen) é um fator positivo, pois assegura que os elementos
figurados circulantes do sangue e o plasma ndo escapem para o resto do
organismo por atravessamento das paredes dos vasos de CB.. Assim, 0
fluxo sanguineo podera ser restabelecido logo apds anastomose completa
obtida por uma cirurgia intervencionista (BODIN et al., 2007).
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a) 15kV X10.000 1pm

b) 15kV X10.000 1pm

Figura 11— Micrografias de MEV de um vaso liofilizado: a) superficie interna, b)
superficie externa.

5.1.1 Mercerizacdo

Neste trabalho os vasos foram purificados em diferentes
concentragdes de NaOH: a 0,1 M e a 0,5 M. Essas concentragGes (ou 0,1
ou 0,5 M) ja sdo utilizadas na literatura como padrdo para purificacdo de
membranas de CB, porém ndo sdo comparadas frente a frente para se
visualizar a diferenga que podem provocar no afrouxamento das fibras
das CBs tratadas por uma ou outra concentracao.
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Na Figura 12 as micrografias revelam que os vasos de CB tratados
com NaOH 0,1 M mostram-se densos (Figura 12a), ou seja, apresentam
fibras mais fechadas, enquanto que aqueles tratados com NaOH 0,5 M
(Figura 12b) possuem maior espacamento entre as fibras, apresentando-se
porosos. Esse comportamento pode ser explicado, pois na mercerizagcdo
com NaOH ocorre o afrouxamento das fibras devido as lacunas deixadas
pelos ions sédio ao penetrar entre 0s espacos das fibras. Assim, quanto
maior a concentracdo da solucdo de NaOH, maior o numero desses ions
gue penetram entre as fibras tornando consequentemente mais frouxo o
arranjo estrutural da CB (GEORGE et al., 2005; OLIVEIRA, 2009).

a) 15kV X10.000 1pum

b) 15KV X10.000 1pm

Figura 12— Micrografias obtidas por MEV dos vasos de CB tratados com NaOH
em diferentes concentracdes: a) 0,1 M e b) 0,5 M.
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Pensando na diferenca dos afrouxamentos de fibras apresentados
acima, na préxima etapa do trabalho (degradacdo) foram utilizados vasos
tratados em NaOH 0,1 M e também tratados em 0,5 M para verificar se 0s
tratados em maior concentracdo tendem a se degradar mais rapidamente.

5.1.2 Ensaios de degradacao dos vasos de celulose
bacteriana

No ensaio de degradagdo dos vasos de celulose bacteriana foram
incubadas amostras em triplicata para cada grupo. Para as analises em
espectrofotometria no UV-VIS foram realizadas analises triplices em
cada amostra. Apos o tratamento de dados, foram estabelecidas médias
para cada grupo que estd representado nos pontos dos graficos
(representativos para as amostras das semanas indicadas) da Figura 13.

A anéalise das amostras por espectrofotometria no UV-VIS para
glicose foi comparada com os controles (tempo zero). Esses controles
eram compostos de 2 mL de reagente de cor (kit) com a adi¢do de 20 pL
de PBS ou de solugdo salina, de acordo com o grupo da amostra. A
Figura 13 apresenta a concentracdo de glicose (mg/dL) em fun¢do do
tempo de degradacdo (semanas). A glicose foi avaliada nos liquidos
(PBS ou salina) em que o0s vasos ficaram imersos durantes os ensaios de
degradaco.

Os pontos dos graficos representam médias das analises mensais e
demonstram que nas amostras de PBS/NaOH 0,1 M os valores
encontrados para glicose foram iguais aos do controle, ou seja, nao
apresentavam glicose, ndo havendo, portanto, degradacdo nessas
amostras. Ja as amostras de salina na Figura 13a seguiram um mesmo
padrdo de constancia, apresentando os mesmos valores durante as
semanas de 4 a 20, porém diferiram unicamente do valor da amostra
controle, mas mantendo-se dentro do erro médio e apresentando um
desvio padrdo relativamente baixo. Os valores sdo obtidos pelos
apresentados pela maquina (espectrofotdmetro) e devido aos resultados
obtidos no grupo salina/NaOH 0,1 M, acredita-se que possa ter ocorrido
erro na leitura da amostra controle. Nas amostras de salina também néo
houve degradacéo de acordo com os valores constantes em todo o tempo
de estudo.
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Figura 13 — Concentragdo de glicose nas amostras durante os ensaios de
degradacgdo dos vasos de CB: a) vasos tratados com NaOH 0,1 M (desvio padréo
de 0 para PBS e 0,84515 para Salina); b) vasos tratados com NaOH 0,5 M
(desvio padréo de 0 para PBS e 0,11957 para Salina).
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Na Figura 13b ocorre a mesma situacdo que na Figura 8a: as
amostras de PBS/NaOH 0,5 M ao longo do estudo apresentaram o0s
mesmos valores encontrados para a amostra controles; e as amostras de
salina/NaOH 0,5 M apresentam valores diferentes da amostra controle,
porém sdo valores constantes ao longo do tempo, com excec¢do da leitura
na 122 semana que apresentou uma média acima das outras. Os resultados
desses dois grupos também ndo sdo indicativos de degradacéo devido aos
valores constantes que apresentaram ao longo das 20 semanas de ensaios.

Enquanto os liquidos de imersdo dos vasos eram analisados em
espectrofotometria no UV-VIS, 0s vasos que estavam imersos nesses
liquidos foram liofilizados e analisados por microscopia eletronica de
varredura. Essa analise visou 0 acompanhamento do comportamento da
rede estrutural dos vasos ao longo de todo o periodo dos ensaios de
degradagdo, tomando como base de andlise a caracterizacdo feita
anteriormente nos vasos pos-purificacdo (Figuras 11 e 12).

A Figura 14 apresenta micrografias de MEV das amostras ap6s 0s
ensaios de degradagdo. Observa-se que ndo houve alteracdo estrutural
aparente que seja significativa de degradacdo em nenhum grupo das
amostras — se comparados a micrografias dos vasos que ndo foram
submetidos ao ensaio de degradacgdo (Figuras 11 e 12). Nas micrografias
das amostras imersas em salina pode-se observar a presenca de
precipitados de sais de sddio depositados entra as fibras, sendo resquicios
devido ao tempo de incubagdo nesta solucdo. A Figura 14 também
corrobora, assim como nas Figuras 11 e 12, o fato da parede interna ser
mais densa em fibras do que a parede externa, observacdo esta também
feita por Bodin et al. (2007) e Wippermann et al. (2009).



Figura 14 — Micrografias de MEV dos vasos submetidos ao ensaio de
degradagdo: tratados com NaOH 0,1 M e imersos em PBS (a e b) e Salina (c e d);
tratados com NaOH 0,5 M e imersos em PBS (e e f) e Salina (g e h).
Micrografias da coluna esquerda sdo da parede interna dos vasos e da coluna
direita sdo da parede externa.
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A lenta degradacdo da celulose se deve ao fato de ndo haver
celulases nas solucdes propostas para ensaio, pois essas solugdes estavam
simulando fluidos corpéreos com caracteristicas semelhantes aos
fisioldgicos: pH de 7,42, temperatura de 37,8°C e composi¢do com sais e
fons que estdo presentes no organismo. Sabe-se que a CB ndo serad
rebsorvida pelo organismo pela auséncia dessas celulases (SCHUMANN
et al., 2009). Porém, também € de conhecimento que a celulose pode se
degradar devido a temperatura e outros fatores, fato esse observado por
Chen e colaboradores (2009) que, em experimento semelhante ao deste
trabalho, conseguiu um indice de degradacdo de <8% em 12 semanas
para membranas de 5 mm £ 0,5 mm de comprimento e 5 mm + 0,5 mm
de largura, demonstrando que a celulose pode se degradar in vitro sem a
presenca de celulases e provavelmente também se degradara in vivo, pois
as condicOes impostas no seu trabalho simulavam condices fisiolégicas.

Aparentemente, 0s vasos pos-ensaio, quando comparados com 0s
vasos que ndo participaram dos ensaios de degradagdo, ndo apresentaram
alteragdes em suas propriedades mecénicas ao manuseio. Desse modo, as
propriedades mecanicas desses vasos implantados ndo se alterariam de
forma a comprometer a eficacia do implante.
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6 CONCLUSOES

Nesse trabalho foram desenvolvidos ensaios para a
producdo, caracterizacdo e estudo da degradabilidade in
vitro de vasos sanguineos artificiais a base de celulose
bacteriana.

1. Foi elaborado um método de facil reproducdo para a
producdo in vitro de vasos sanguineos artificiais de
celulose bacteriana de diferentes calibres e comprimentos.

2. A purificagdo dos vasos com solugdes de diferentes
concentragdes permite o controle da porosidade da rede de
fibras da celulose bacteriana. Em solugBes mais
concentradas obteve-se um maior afrouxamento dessa
rede.

3. Os vasos submetidos ao protocolo de 20 semanas de
degradacdo ndo apresentaram mudangas visiveis. Da
mesma forma os fluidos em que os vasos estiverem
imersos durante o ensaio ndo apresentaram resquicios de
glicose. Portanto, ndo houve degradacdo dos vasos
sanguineos artificiais a base de celulose bacteriana no
periodo de estudo.

4. O fato de esses vasos terem uma lenta degradacdo
demonstra-se vantajoso no dmbito em que a formagdo de
um novo vaso por dentro dessa matriz de CB demanda
tempo e para tanto a vaso artificial deve se degradar em
tempo superior ao tempo da neovasculogénese.






59

7 SUGESTOES

Sugere-se para trabalhos complementares o estudo das
propriedades mecanicas dos vasos artificiais de celulose bacteriana
durante os ensaios de degradacdo para a simulacdo e verificacdo da
resisténcia vascular desses vasos durante o tempo de permanéncia no
organismo.

Ainda para ensaios de degradacdo faz-se como sugestdo o estudo
da degradacdo in vitro por um periodo maior do que 20 semanas, assim
como o estudo da degradacdo em sistemas extracorpéreos de circulagdo
sanguinea para a avaliacdo da degradabilidade desses vasos frente a uma
condicdo mais préxima ao do organismo.
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