RESSALVA

Atendendo solicitacdao do(a) autor(a), o texto
completo desta tese sera disponibilizado
somente a partir de 28/07/2025.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

Lenize da Silva Rodrigues

Engenharia de tecidos em vasos sanguineos: modelo em coelhos - in

Vitro

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina,  Universidade  Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Botucatu, para defesa da tese
para obtencdo do titulo de Doutora em
Cirurgia e Medicina Translacional.

Orientador: Prof. Dr Matheus Bertanha
Coorientadora: Profa. Dra. Elenice Deffune

Botucatu
2023




Lenize da Silva Rodrigues

Engenharia de tecidos em vasos sanguineos: modelo em
coelhos - in vitro

Tese apresentada a Faculdade de Medicina,
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para
defesa da tese para obtencdo do titulo de
Doutora em  Cirurgia e  Medicina
Translacional.

Orientador: Prof. Dr. Matheus Bertanha
Coorientadora: Profa. Dra. Elenice Deffune

Botucatu
2023



Ticha mfﬂ/ayify’%a/

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAD TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAC TECWICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACACD - CAMPUS DE ECTUCATU - UNESFE

BIELIOTECARIA RESPONSAVEL: MARIA CAROLINA ANDRADE CRUZ E SANTOS-CRE 3/10188

Rodrigues, Lenize da Silwva.
Engenharia de tecidos em wasocs zanguineos : modeloc em

coelhos - in witro / Lenize da Silwva Rodrigues. - Botucatu,
2023

Teze (doutorado) - Universidade Estadual Paulista "Julio
de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de Botucatu

Orientador: Matheus Bertanha
Coorientador: Elenice Deffune
Capes: 40102041

1. Células-tronco mesenguimaiz. 2. Doenca Arterial
Periférica. 3. Células-Tronco. 4. Endotélio. 5. Terapia
Baseada em Transplante de Células e Tecidos.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimal; Doenca Arterial
Perifarica; MNeovasos; Scaffols; Terapia Baseada em
Transplante de Células e Tecido.




~ )
%}%{(pfﬁ/ da %jy/{{‘()/(//

Impacto da Pesquisa

Esta pesquisa experimental em modelo animal em coelhos teve o objetivo
de desenvolver um modelo de neovaso sanguineo, in vitro, para futura aplicacdo
como substituto vascular em revascularizacbes arteriais. Para isso, foram
empregadas veias descelularizadas como arcabougos e técnicas de Engenharia de
Tecidos com células-tronco mesenquimais autélogas derivadas de tecido adiposo
para a regeneracdo dos componentes celulares do vaso sanguineo, endotélio e
mausculo liso, com estimulo de fatores de crescimento e diferenciagédo celular. Este
modelo experimental faz parte de uma linha de pesquisa que pretende levar a terapia
substitutiva baseada em medicina personalizada para futura aplicagdo médica em
humanos, fornecendo vasos sanguineos para doentes que se encontram sem fontes
de vasos autdlogos para a confecgdo de pontes ou bypass cardiovasculares. A
endotelizacdo e a restruturagdo da camada muscular em uma estrutura
tridimensional deve trazer vantagens significativas para os portadores de doengas
cardiovasculares, como maior paténcia das pontes vasculares pelo efeito
antitrombdtico do endotélio e maior resisténcia a infec¢cbes em comparagdo com
tecidos sintéticos.

Ainda, todo o processo de desenvolvimento tecnoldgico gerou aumento da
capacitacdo intelectual da equipe envolvida, consolidacéo de técnicas de engenharia
celular, ampliacdo do perfil multiprofissional dos envolvidos, evolucéo institucional
e profissional em uma area considerada a fronteira do conhecimento cientifico atual.
Por fim, permitird a producdo de artigos cientificos com publicacdes de maior
impacto e exceléncia nacional, trazendo maior visibilidade para a instituicdo sede

em nivel nacional e internacional.
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Rodrigues, L. S.; Bertanha, M.; Engenharia de tecidos em vasos sanguineos: modelo em
coelhos - in vitro. 2022. 178p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2023.

Resumo

Introducdo: As doencas cardiovasculares sdo as principais responsaveis pela
mortalidade da populacdo ocidental, sendo que a doenca arterial obstrutiva
periférica (DAOP) representa 5% desse contingente. Pacientes sintomaticos
possuem rapida evolucdo do quadro clinico quando tratados inadequadamente,
sendo que cerca de 25% passam por amputacdo do membro inferior acometido.
Com isso, pesquisas recentes vém mostrando um futuro promissor na terapia
regenerativa e substitutiva de tecidos envolvendo células-tronco mesenquimais
(CTM) e engenharia celular, incluindo a engenharia de tecidos em vasos sanguineos
(tissue-engineered blood vessels — TEBV). Objetivo: Aprimorar as técnicas de
TEBV a partir de modelo animal (coelhos), in vitro, a partir da diferenciacdo de
células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ASC) em endotélio e
musculo liso. Métodos: Veias cavas inferiores (VCI) foram obtidas de 30 coelhos
fémeas, ndo prenhas, para proceder a descelularizacédo e servirem de scaffold. Cada
VCI foi fragmentada em segmentos de 2cm e a descelularizacao foi realizada por
meio de protocolos estabelecidos com Dodecil sulfato de sédio 1% (SDS) por 2h.
Para obtencéo das ASCs, tecido adiposo (TA) interescapular foi obtido dos mesmos
animais doadores das veias cavas inferiores. Apos a dissocia¢éo enzimatica do TA
e a expansao da cultura das ASCs em numero necessario, estas foram aplicadas na
luz dos scaffolds 3D com Puramatrix®, sendo mantidos em placas de cultura de 24
pocos, individualmente. Para inducdo da diferenciacdo endotelial das células
aderidas ao arcabouco, 0 meio de cultura DMEM foi suplementado com VEGF
(50ng/mL), FGF (20ng/mL), IGF (20ng/mL) e GF (20ng/mL), e mantidas por 2, 4
e 8 semanas em cultura. Por andlise histopatologica determinou-se o melhor
protocolo. A seguir, fez-se a acrecdo de musculo liso pre-diferenciado por 4
semanas (DMEM+ BMP4 2,5ng/mL e TGF-1 5ng/mL) também com uso de
Puramatrix®. Observou-se os resultados histoldgicos em 2 e 4 semanas e escolheu-
se 0 melhor protocolo. A partir desse resultado, fez-se a quantificagdo de citocinas
no meio de cultura e quantificacdo da expressdo de miRNASs nos neovasos (em
triplicata). Resultados: No experimento de endotelizagéo do scaffold, obtivemos
uma melhor distribuicdo celular tempo-beneficio para o tempo de 4 semanas. Em
sequéncia, na adesdo de musculo liso, observou-se melhores resultados também em
4 semanas de co-cultura. Analises por HE, imunohistoquimica e
imunofluorescéncia comprovaram a diferenciacdo celular endotelial e muasculo
liso. Técnica de miRNAs puderam revelar algumas das vias genéticas envolvidas
na TEBV, principalmente no que tange a imaturidade celular. Conclusdo: O
modelo  biologico de scaffold de veia cava inferior descelularizado
e recelularizado, in vitro, demonstrou boa celularizagéo e diferenciagéo celular. As
técnicas histologicas, analises de citocinas e do perfil global de expressdo de
miRNAS sugerem que os resultados sdo promissores para futuro uso da TEBV em
modelo in vivo.

Palavras chave: Doenca Arterial Periférica, Células-tronco, Terapia Baseada em Transplante de
Células e Tecidos, Endotélio.
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Abstract

Background: Background: Cardiovascular diseases are the main cause of mortality
in the Western population, with peripheral arterial disease (PAD) accounting for 5%
of this population. Symptomatic patients have a rapid evolution of the clinical
condition when inadequately treated, and about 25% undergo amputation of the
affected lower limb. As a result, recent research has shown a promising future in
regenerative and tissue replacement therapy involving mesenchymal stem cells
(MSC) and cell engineering, including tissue-engineered blood vessels (TEBV)
engineering. Objective: To improve TEBV techniques from an animal model
(rabbits), in vitro, from the differentiation of mesenchymal stem cells derived from
adipose tissue (ASC) into endothelium and smooth muscle. Methods: Inferior vena
cava (IVC) were obtained from 30 female rabbits, not pregnant, to proceed with
decellularization and serve as a scaffold. Each IVC was fragmented into 2cm
segments and decellularization was performed using established protocols with 1%
sodium dodecyl sulfate (SDS) for 2h. To obtain the ASCs, interscapular adipose
tissue (AT) was obtained from the same donor animals of the inferior vena cava.
After the enzymatic dissociation of the TA and the expansion of the culture of the
ASCs in the necessary number, these were applied in the light of the 3D scaffolds
with Puramatrix®, being maintained in culture plates of 24 wells, individually. To
induce endothelial differentiation of cells adhered to the scaffold, the DMEM
culture medium was supplemented with VEGF (50ng/mL), FGF (20ng/mL), IGF
(20ng/mL), and GF (20ng/mL), and maintained for 2, 4 and 8 weeks in culture. By
histopathological analysis, the best protocol was determined. Next, pre-
differentiated smooth muscle accretion was performed for 4 weeks (DMEM+
BMP4 2.5ng/mL and TGF-1 5ng/mL) also using Puramatrix®. Histological results
were observed at 2 and 4 weeks and the best protocol was chosen. Based on this
result, the quantification of cytokines in the culture medium and the quantification
of the expression of miRNAs in the neovessels (in triplicate). Results: In the
scaffold endothelialization experiment, we obtained a better time-benefit cellular
distribution for the 4-week period. In sequence, in smooth muscle adhesion, better
results were also observed in 4 weeks of co-culture. Analysis by HE,
immunohistochemistry, and immunofluorescence confirmed endothelial and
smooth muscle cell differentiation. miRNAs technique could reveal some of the
genetic pathways involved in TEBV, mainly with regard to cellular immaturity.
Conclusion: The biological model of decellularized and recellularized inferior vena
cava scaffold, in vitro, demonstrated good cellularization and cell differentiation.
Histological techniques, cytokine analysis, and global miRNA expression profile
suggest that the results are promising for future use of TEBV in an in vivo model.

Keywords: Peripheral Arterial Disease, Stem Cells, Cell and Tissue Transplant Based Therapy,
Endothelium.
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REVISAO DE LITERATURA
1. Circulagéo periférica

1.1 Fisiologia dos grandes vasos sanguineos

O sistema circulatério ou sistema cardiovascular é representado pelo
conjunto formado pelo coracéo e vasos sanguineos. Esse sistema é responsavel pelo
transporte das células sanguineas e demais componentes do sangue para todas as
partes do corpo. Dessa forma, a circulagdo sanguinea tem como principal funcéo o
transporte de oxigénio, nutrientes, hormonios e eliminagdo dos produtos do
metabolismo e do gas carbdnico, bem como, manter o equilibrio do organismo
(homeostase), para que as células e sistemas possam desempenhar sua
funcionalidade. De modo geral, a grande circulagdo é composta por vasos
sanguineos, denominados artérias quando saem do coracéo e veias quando drenam
ao coracdo.! As artérias promovem o transporte sanguineo diante a alta presséo
(Figura 1A),! por outro lado, as veias transportam o sangue em uma pressédo mais
baixa. Portanto, as artérias apresentam uma parede com camada muscular
suficientemente forte para resistir e controlar a pressdes sanguineas e as veias
apresentam uma parede mais fina e elastica, capaz de se contrair e expandir, de
acordo com as necessidades fisioldgicas de contencdo dos volumes sanguineos
como resposta aos estimulos gerados pelo ambiente e também internos do
organismo (Figura 1B).!

Cerca de 16% do volume sanguineo total se encontra no coragdo e 84% na
circulacdo sistémica, destes 64% sdo veias, 13% sdo artérias e 7% arteriolas e
capilares.t Desta forma, a pressdo gerada pelo fluxo sanguineo na entrada das
artérias é de 100mmHg e, a medida que o sangue flui para vasos de menor calibre,
a pressdo média cai, chegando a valores inferiores a 10mmHg, nos capilares
sanguineos das extremidades do corpo.!

Para que se mantenha um bom funcionamento da circulacdo sanguinea, ou

seja, uma suficiéncia de perfusdo aos tecidos, € necessario um equilibrio preciso no
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funcionamento do ténus vascular.>* O funcionamento do tonus da musculatura
vascular é regulado pelo endotélio vascular através da producdo de mediadores que
podem produzir vasodilatagdo: 6xido nitrico (NO); fator hiperpolarizante derivado
do endotélio (EDHF); e a prostaciclina, ou vasoconstri¢do: prostaglandina H2,
(PGHZ2), tromboxana A2; angiotensina Il (Ang I1); endotelina-1 (ET-1); e 0s anions
superoxido ou espécies reativas de oxigénio (ROS).3>7

Entretanto, em algumas situacdes fisiopatoldgicas, como na hipertensdo
arterial sistémica (HAS), ocorre a disfuncéo na liberacdo dos fatores mediadores do
tébnus vascular, levando ao aumento dos fatores de vasoconstri¢do e diminuindo 0s
fatores de vasodilatacdo, determinando, com o passar do tempo, disfun¢do
endotelial.*>® A disfuncdo do tonus muscular em associacdo com a disfuncdo
endotelial pode levar a outras alteragdes do sistema vascular, como o surgimento de
uma hipertrofia miointimal, aumento de rigidez arterial e um feedback de
remodelagdo do musculo liso com diminuicéo do Iimen arterial +>8

O remodelamento vascular induz a proliferacdo e migragéo direcionada de
células vasculares/endoteliais combinada com a capacidade do sistema vascular em
se adaptar de acordo com as condigdes do organismo, sendo que estes sdo 0s
principais fatores no desenvolvimento de doencas cardiovasculares, como a
arteriosclerose, reestenose apés angioplastia transluminal e hipertenséo arterial.*58

A arteriosclerose apresenta trés variagdes: aterosclerose, que se origina da
formacdo de ateromas (lipidios, carboidratos, componentes do sangue, célcio e
tecido fibroso) nas grandes e médias artérias; esclerose calcificante da média
(esclerose de Monckberg), que decorre da fibrose seguida da calcificacdo da camada
média nas artérias de maior calibre e predispde a ocorréncia de aneurismas; e a
arteriolosclerose, que é a variante morfolégica que decorre da proliferacdo
fibromuscular ou endotelial em artérias de pequeno calibre ou arteriolas.

Em relacdo a aterosclerose, sabe-se que o processo advem do acimulo de
lipideos no espaco subendotelial, levando a um processo inflamatorio reacional e
uma série de disfungdes endoteliais, promovendo a fagocitose do LDL oxidado por

macrofagos que se transformam em células espumosas e acumulo detritos do
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processo inflamatorio subendoteliais. Tais complexos de células espumosas
progridem e evoluem com a possibilidade de formacdo de placas vulneraveis,
passiveis de eventos tromboembdlicos, o que pode se traduzir em eventos
cardiovasculares agudos ou progressivos, sendo este ultimo a causa mais provavel

da doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP).?

ot

/ Membrana elastica externa

‘Tunica média
Tecido de Musculo
. Liso
Membrana eléstica interna | Tgnica intima
Lamina Basal

Artéria < ' Epitélio

Valvula
semilunar

—

Tunica média < Tecido de Musculo
Liso
Tunica intima - Lamina Basal

Epitélio

Veia

B
Figura 1. Esquema da estrutura de grandes vasos sanguineos. A: Artéria; B: Veia. Autoria propria

1.2 Doenca arterial periférica
As doengas cardiovasculares representam as maiores causas de mortalidade

da populacéo ocidental adulta e estima-se que 5% da populagéo com idade superior
a 50 anos séo portadores de DAOP.1%7 |sso significa 0 acometimento da circulagdo
arterial dos membros inferiores por obstrucdes ao fluxo sanguineo em decorréncia
do processo degenerativo ou ndo degenerativo da parede arterial.'®2° Sua origem se
deve ao processo de aterosclerose, ou seja, a formacdo de placas obstrutivas na
circulacdo arterial, cuja etiologia se deve a associacdo de caracteristicas proprias do
envelhecimento com diversos fatores de risco.'* Entre os principais fatores de
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risco estdo a hipertensédo arterial, idade avancada, diabetes mellitus, dislipidemia,
obesidade, tabagismo, hiperuricemia, hiperomociesteinemia, entre outros.’* Essa
patologia tem caracteristica progressiva, apresentando-se clinicamente como causa
de limitacdo para a caminhada, podendo chegar aos estados mais criticos da doenca,
onde o individuo passa a apresentar claudicacdo incapacitante, dor em repouso,
ulceras de dificil cicatrizagdo e progressdo para gangrenas, com necessidade de
amputages menores ou maiores (perda do membro acometido).41®
Aproximadamente 20 a 30% dos portadores de DAOP em estado avancado nao
serdo candidatos ao tratamento cirurgico restaurador por qualquer dos métodos
existentes.'®> Em geral, isso se deve a gravidade da doenca, afetando a circulagéo
arterial troncular com extenséo até os vasos de médio calibre, além do possivel
comprometimento da microcirculagdo.?* Além disso, casos em que o tratamento
preconizado ndo obteve resultado satisfatério ou ndo duradouro, tornam-se 0s
maiores desafios da cirurgia vascular atual. Para tanto, buscam-se novas técnicas e
materiais como substituto vascular ideal, principalmente para restaurar a circulagédo
abaixo do joelho, que exige pontes longas e de fino calibre.??

1.3 Revascularizacgao cirargica por enxerto ou bypass

Na prética cirurgica cardiovascular, é bem estabelecido que para
determinadas situacBes o tratamento da doenca obstrutiva aterosclerotica, tanto
coronariana, quanto periférica, requerem a realizacdo de procedimento cirargico de
revascularizagdo com a realizacdo de pontes, enxertos ou bypass.l41523
Basicamente, o substituto vascular ideal seria um vaso sanguineo com as mesmas
caracteristicas da artéria que se deseja substituir.>* Naturalmente, isso néo é possivel
na maior parte das vezes, tendo em vista que a utilizacdo de uma artéria autéloga
pode promover isquemia do territério doador. O substituto mais amplamente
utilizado tem sido a veia safena magna autdloga, explantada no mesmo ato
cirlirgico.?>26 Esse procedimento é considerado como o de melhor resultado em
termos de paténcia, ou seja, perviedade sanguinea ao longo do tempo, para a cirurgia
vascular periférica.?* Na impossibilidade de se utilizar veias autélogas, como por

exemplo, quando o paciente ja foi submetido a safenectomia por insuficiéncia
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venosa, quando esta veia se apresenta varicosa ou quando a mesma apresenta calibre
muito reduzido e inadequado, pode-se utilizar substitutos arteriais sintéticos como
préteses de Dacron® ou politetrafluoretileno (PTFE). Tais materiais ndo podem ser
utilizados de forma irrestrita, principalmente devido a intolerancia dos materiais
sintéticos a infeccdes do sitio cirtirgico ou mesmo a distancia.?” Quando se pretende
revascularizar artérias de pequeno calibre como artérias da perna ou dos pés, entre
outros, hd uma limitacdo para o uso de préteses, uma vez que, apresenta diminui¢cdo
da paténcia nessas situacdes.!*1> Nestes casos, muitas vezes o cirurgido ndo tem
muitas opcdes e acaba por realizar procedimentos com baixas paténcia, conhecidos
como técnicas de salvamento de membros, o que pode resultar em altas taxas de
insucesso e culminar com amputacdo. Nesses casos, a TEBV encontra vasto
caminho de desenvolvimento como forma de auxiliar o cirurgido e aumentar a

qualidade de vida para os doentes.
1.4 Engenharia de tecidos em vasos sanguineos

Desde 1987 pesquisadores vém utilizando e aprimorando as técnicas de
engenharia de tecidos para o desenvolvimento de substitutos cirdrgicos de diversos
tecidos acometidos por doencas ou degeneracdo. Os primeiros relatos da utilizacao
desta técnica, foi através de pesquisas que exploraram o potencial dessa tecnologia
a partir de testes para producdo de cartilagem, valvulas cardiacas, endoteliza¢éo de
pontes sintéticas, porém realizados de uma forma muito mais simples do que
pudesse chegar a aplicacéo clinica definitiva.?8-34

A engenharia de tecidos (ET) é uma nova tecnologia que combina células,
conceitos de engenharia e material bioldgico/sintético como forma de reparar,
substituir ou regenerar tecidos bioldgicos, com finalidade terapéutica.>*3" As
principais aplica¢6es vislumbradas paraa ET em humanos sdo a producéo de tecidos
como: pele, osso, cartilagem, corneas, vasos sanguineos, brénquio principal
esquerdo, traqueia, estruturas urinarias entre outros.®®“! Diversas estratégias sdo
apresentadas em literatura como forma de vencer os desafios para o fornecimento

de estruturas que sirvam como suportes ou scaffolds em ET, sendo necessario que
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se atendam critérios sobre as caracteristicas mais desejaveis para as diversas
aplicacdes, incluindo caracteristicas como: ser biodegradavel; possuir resisténcia
mecanica; ser altamente poroso; ser biocompativel e ndo ser citotdxico; ndo ser
antigénico; ser promotor de adesao, proliferacéo e diferenciacéo celular; ser flexivel
e elastico; apresentar caracteristicas tridimensionais (3D) semelhantes ao tecido que
pretende substituir; ser osteocondutor no caso de substitutos 6sseos; e suportar o
transporte de nutrientes e residuos metabolicos.35-37

A ET em vasos sanguineos é proveniente do termo em inglés tissue
engineering into blood vessels (TEBV), cujo objetivo é o desenvolvimento de um
substituto vascular ideal com semelhanca na atividade bioldgica e estruturacdo de
artérias ou veias para que possa substituir e restaurar de forma equilibrada as
funcdes do tecido vascular danificado, principalmente pela aterosclerose.®® Dessa
forma, a TEBV busca gerar substitutos para 0s vasos sanguineos que possam
mimetizar as funcdes bioldgicas e a anatomia do tecido natural, sendo esta proposta
mais aplicavel para o tratamento substitutivo de artérias acometidas por
aterosclerose, de forma mais apropriada para doentes portadores de DAOP, cujas
limitagBes terapéuticas, hoje existentes, ndo conseguem diminuir o nimero de
amputacdes de membros inferiores. Com essa alternativa, muitos doentes terdo a
possibilidade de receber tratamento cirdrgico baseado em medicina personalizada,
com by-pass/pontes produzidas especificamente para eles, com células autélogas e
com propriedades bioquimicas, mecanicas, e estruturais especificas, como
espessura e comprimento, necessarios para revascularizacdo, resultando em pontes
mais duradouras (maior de paténcia).®44 A TEBV, fundamenta-se no
desenvolvimento de scaffolds 3D tubulares, que sejam biocompativeis e sirvam
como substituto para o tecido vascular. Tais materiais podem ser obtidos de fontes
naturais (vasos descelularizados ou macromoléculas do organismo, como colageno
e fibrina) ou sintéticas [polimeros biodegradaveis como o acido polilatico (PLA) e
acido poliglicélico (PGA)].** Entretanto, os scaffolds derivados de materiais

naturais possuem algumas vantagens em relacdo aos sintéticos, pois tem a
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capacidade de preservar a estrutura 3D , composicao de matriz extracelular (MEC)
e resisténcia mecanica, mantidas em relagdo ao tecido natural de origem.**

A obtencéo de scaffolds naturais, através da técnica de descelularizagdo de
tecidos, tém demonstrado excelentes resultados para aplicagdo na ET. A
descelularizacdo promove a remocgdo dos conteddos celulares e nucleares das
células do tecido, preservando assim a matriz extracelular, e minimizando os riscos
de imunogenicidade.*'* Apesar de tudo, ainda ndo existem protocolos
padronizados e especificos para cada tecido submetido a descelularizacéo, o que
dificulta a reproducéo da técnica e o escalonamento da producao dos scaffolds para
uso clinico, mesmo que futuro.

A preservacdo da estrutura da MEC na descelularizacdo (MECdesc) de
tecidos, denominado como scaffold natural, fornece uma estrutura 3D simplificada
para uso em ET e uma melhor interacdo entre as células e a MECdesc, o que
teoricamente facilitaria crescimento celular e regeneracédo tecidual.*® A MECdesc
possui caracteristicas especificas do microambiente celular ideal, possui alta
biocompatibilidade e resisténcia mecénica e, por esse motivo, seria um meio
microambiente propicio para a colonizagéo celular.4”-4° A utilizacdo de scaffold de
MECdesc de diversos tecidos tem apresentado vantagens significativas em
experimentos de semeadura, expansao e diferenciacdo celular in vitro, incluindo
facilidades para obtencdo dos fendtipos desejados, reversdo da senescéncia e
orientacdo da diferenciacdo celular de interesse.*’*® Mais importante ainda, as
técnicas de utilizacdo MECdesc como recursos para montagem de scaffold em ET
promovem o desenvolvimento de estruturas semelhantes a in natura,
principalmente relacionadas as propriedades biomecanicas e, portanto, os MECdesc
vém sendo amplamente utilizados em pesquisas para a reconstrucao de tecido 0sseo,
cartilaginoso, nervos periféricos, pele e vasos sanguineos.*"49

Embora existam pesquisas explorando diversas tecnicas para 0
desenvolvimento da TEBV em busca de encontrar os melhores substitutivos
vasculares para o tratamento de DAOP e outras doencas cardiovasculares, ainda ndo

foi possivel disponibilizar um produto adequadamente desenvolvido para testes
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clinicos em maior escala, sendo necessario grande investimento em pesquisas para
que essa ferramenta possa ser aplicada com seguranca nos casos selecionados para

isso, resultando em maiores taxas de salvamento de membros.
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INTRODUCAO
1. Engenharia de tecidos em vasos sanguineos

O cultivo de células-tronco mesenquimais (CTM) e a descoberta de técnicas
que promovem a sua diferenciacdo tecidual apontam para novos dominios da
medicina: a terapia celular e a ET.5951-60 As pesquisas com células-tronco avangam
em territérios onde a medicina tradicional apresenta limitacGes, sendo conhecidos
como fronteiras do conhecimento cientifico.*® Dessa forma, essas pesquisas podem
contribuir em solucionar situa¢fes especificas para os portadores de doengas
cardiovasculares.*?

Um dos maiores desafios da TEBV ¢é produzir scaffold tridimensionais (3D)
biocompativeis, tubulares, com um microambiente mimetizando a arquitetura
natural do tecido in vivo e tenham caracteristicas que favoregcam a adesdo celular, a
diferenciacdo celular, a permeabilidade de nutrientes através do tecido, a integracao
como tecido receptor, resisténcia as forcas mecanicas do fluxo sanguineo, entre

outros.61-66

1.1 Descelularizagdo da veia

Os scaffolds a serem utilizados na TEBV podem ser biolégicos, obtidos de
tecidos naturais e descelularizados, ou sintéticos, obtidos pela manipulacdo de
materiais absorviveis como o acido poliglicolico (PLG), o acido polilatico (PLA),
entre outros, que podem ser configurados em estruturas tubulares tridimensionais
(3D), como visto previamente.®” Dentre as vantagens dos scaffolds sintéticos, sabe-
se que estes ndo induzem reacGes imunogénicas, por outro lado, ndo ha
comprovagao cientifica da persisténcia do suporte mecanico ao longo do tempo.®’-
70

A utilizacdo do scaffold bioldgico apresenta algumas vantagens estruturais,
tanto pela forma tubular 3D como pelas caracteristicas proprias da MEC natural;
porém, é necessario que se faca um preparo rigoroso que garanta uma adequada
eliminacdo dos componentes celulares para se evitar uma possivel reacdo

imunoldégica no momento de aplicacdo no receptor do novo tecido.”* Antigenos
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celulares xenogénicos e alogénicos sdo reconhecidos como estruturas estranhas ao
hospedeiro e assim podem induzir uma resposta inflamatoria ou uma rejeicéo
imunomediada do tecido transplantado e consequentemente expor o receptor aos
riscos da perda do enxerto, inclusive risco de complicagdes que podem levar a
Obito.”>73

O objetivo de qualquer protocolo de descelularizacdo é remover todo o
material celular e nuclear imunogénicos, preservando a integridade estrutural e
propriedades mecanicas da MECdesc, sendo considerado um ambiente propicio
para o repovoamento celular.®” Além disso, durante o procedimento de
descelularizacdo, os agentes descelularizantes utilizados precisam ter um efeito
residual minimo, com a finalidade de ndo inibir o crescimento celular apds
implantacdo da matriz no organismo.®® Os protocolos mais completos para um
processo de descelularizacdo incluem uma combinacéo de técnicas fisicas, quimicas
e enzimaticas, que podem ser reforcadas conforme as caracteristicas biomecénicas
do tecido que se pretende descelularizar.5262

Estudos experimentais prévios, realizados pela nossa equipe, demonstraram
que, no caso especifico do modelo animal escolhido (em coelhos), as veias cavas
inveriores (VCI) podem ser descelularizadas, mantendo boa estruturacdo da matriz.
Dessa forma, concluiu-se que estas séo aptas a servirem como scaffold tubular 3D
e capazes de receber e integrar-se com células-tronco mesenquimais derivadas de
tecido adiposo (do inglés, adipose-tissue derived stem cell - ASC), inclusive com
diferenciacdo em endotélio.®? Determinou-se também que o processo de
descelularizacéo da veia ndo acarreta toxicidade residual significativa ou perda das
caracteristicas essenciais da MEC.®® Diante dos avangos obtidos, apresentamos a
continuidade do modelo experimental que visa completar o desenvolvimento do
método de TEBV e comprovar a seguranca e eficacia da estrutura constituida por
experimentos que serdo melhor descritos a seguir através de testes experimentais in
vitro e in vivo (modelo animal).

Neste caso, como se pretende utilizar o scaffold de veia cava inferior de
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coelho descelularizada que se caracteriza por ser um tecido bastante delicado; o
protocolo elencado como mais seguro e eficaz serd a reproducdo da técnica
previamente padronizada nos estudos ja realizados, com o uso de dodecil sulfato de
sédio (SDS).>* O SDS é um composto organico com propriedades surfactantes
(anibnicas). Dada a sua estrutura, esta molécula possui propriedades anfifilicas,
sendo comumente utilizado na industria de detergentes, com a finalidade de
remover residuos oleosos, mas também funciona como desnaturante de proteinas,

além de outros usos. '47°

1.2 Células-Tronco Mesenquimais do Tecido Adiposo (ASCs)

As ASCs estéo presentes em maior ou menor quantidade em todos os tecidos
do organismo apds a fase embrionaria, sendo mais facilmente obtidas dos tecidos
onde sdo mais abundantes, preferindo-se utilizar em pesquisa as encontradas em
sangue de corddo umbilical”®, medula éssea’’ e tecido adiposo’®.

O tecido adiposo representa uma fonte de CTM com grande concentracdo
celular, de facil obtencéo cirdrgica e praticamente isento de contraindicacdes para
sua obtencédo.” A fracdo do estroma vascular do tecido adiposo se tornou foco de
investigacOes apOs a comprovacdo de que ele é capaz de fornecer as ASCs, que sao
multipotentes e altamente replicantes in vitro, apresentando, assim, vantagens
potenciais para as aplicacdes na engenharia de tecidos.387377-81

Contudo, a preparacdo das células em laboratdrio para a cultura nao é
idéntica. A maioria dos pesquisadores isolam as ASCs obtidas de tecido adiposo
através da metodologia onde os tecidos sdo digeridos com colagenase e 0
fracionamento é feito por centrifugacéo, permitindo sua expanséo in vitro.828

A Sociedade Internacional para Terapia Celular (International Society for
Cellular Therapy — ISCT, em inglés) estabeleceu critérios para que uma célula possa
ser definida como CTM: deve ser aderente ao frasco de cultura durante vérias
passagens, deve ser capaz de se diferenciar em cartilagem, tecido dsseo e tecido
adiposo, deve expressar CD73, CD90 e CD105, ndo deve expressar c-kit, CD11b,
CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a e os antigenos leucocitarios humanos (HLA-
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DR).76’82’83
O uso dessas células em Medicina Regenerativa implica em isolamento e
expansdo sem a perda da capacidade de pluripoténcia.®* Muitos estudos tém isolado
as ASCs e tém controlado, in vitro, a sua diferenciacdo em diversos tecidos atraves
de inducdo por fatores de crescimento especificos, com o objetivo de reparar tecidos

lesionados.8>:86

1.3 Endotelio

A célula endotelial (CE) foi, por muito tempo, considerada somente como
uma barreira anatdmica de prevencdo do extravasamento do sangue para 0 meio
externo aos vasos sanguineos.?! Posteriormente, descobriu-se que o endotélio
vascular representa um sistema organico bastante complexo, metabolicamente ativo
e que é capaz de manter a homeostase do organismo.?! Isso se faz através do seu
controle sobre o tonus vascular, a regulagdo do transporte de solutos, o controle da
inducdo do crescimento celular local, a deposicdo de matriz extracelular para
protegé-lo contra as injarias das substancias transportadas pelo sangue, a regulagéo
de respostas hemostaticas frente a injarias de sua parede, as reacGes inflamatorias e
reparadoras dos tecidos por onde passa.?* As CEs séo histologicamente poligonais,
uniformes, arranjadas em monocamada (como ladrilhos alongados), com ordenagéo
paralela ao fluxo sanguineo, medindo esta camada entre 25 e 50um de largura, sdo
achatadas e isoladamente podem medir até 3pum de espessura na regido que contém
0 nucleo. Como caracteristica especifica, as CEs, além de conter todas as organelas
comuns a outras células, apresentam uma organela especial chamada de corpusculo
de Weibel-Palade, que armazena o Fator de von Willebrand (FVW) e a p-selectina,
importantes no controle de agregacdo plaquetaria e adesdo celular.®”

Um avanco fundamental para a compreensdo da fisiologia vascular foi
quando se demonstrou que CEs contribuem ativamente na modulagdo do tonus
vascular atuando sobre o musculo liso da parede, atraves da producdo e liberacdo
de: fatores de contracdo (EDCFs) como endotelina-1 (ET-1), tromboxano A2 (TX-

A2), prostaglandina H2 (PGH2), e anions superdxido; e fatores de relaxamento
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(EDRFs) como prostaciclina (PGI2), fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF), e 6xido nitrico (NO), permitindo o desenvolvimento de farmacos,
principalmente para o controle da hipertensdo arterial sistémica (HAS).?

Normalmente, ha predominio na liberacdo de EDRFs pelo estimulo de
neurotransmissores, hormonios, substancias derivadas das plaquetas e do sistema
de coagulacdo, EDCFs e pela tensdo de cisalhamento do proprio fluxo
sanguineo.t88% O NO é o mediador primario da vasodilatacdo.®® Assim, o endotélio
intacto, frente & agregacao plaquetéria, libera EDRFs que atuam no musculo liso
promovendo a inibicdo da perpetuagcdo do processo, atuando como um feedback
negativo.%

As CEs, além de sua interface com carga negativa antitrombotica, produzem
substancias que atuam na regulacdo da coagulagdo sanguinea como a substancia
ativadora do fator VII, FvW, antitrombina (antitrombina I11), macroglobulina-a2,
tromboplastina inativada e possui em seu glicocalice de membrana celular sulfato
de heparan.?! Produz enzimas que participam de importantes reacdes anabdlicas e
catabolicas do organismo, como oxirredutores, hidrolases, adenilciclases,
descarboxilases, monaminoxidade e colinesterase, além de apresentar receptores
para numerosos agentes vasoativos como a noradrenalina, acetilcolina, 5-
hidroxitriptamina, propranolol, angiotensina Il e histaminas. Produzem ainda,
quando estimuladas, moléculas de adesdo leucocitaria (Endothelial Leucocyte
Adhesion Molecule - ELAMS) que tem grande importancia nos fendmenos

inflamatorios.?0:91

1.4 Musculo liso vascular
Os vasos sanguineos sdo histologicamente formados por trés camadas,
internamente a tGnica intima, tdnica média e externamente a tdnica adventicia.®?
A composicao de cada camada é variavel de acordo com o tipo e calibre do
vaso.?? A parede vascular, com excecdo dos capilares, apresenta uma arquitetura
complexa e propriedade mecéanica unica, estruturada a partir de trés tipos de células:

CE natdnica intima; células musculares lisas (CML) na tnica média; e fibroblastos
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na tdnica adventicia, além de outras células de permeio. Dentre elas, as CE e as
CML tém papel principal na manutencao da integridade, propriedades mecanicas e
funcéo do vaso sanguineo.®?

Levando-se em consideracdo as artérias de grande e médio calibre,
conhecidas como artérias elasticas, estas apresentam a seguinte conformacéo:
tlnica intima - contendo o endotélio, subendotélio e ldmina elastica interna; tunica
média — contendo células musculares lisas organizadas de forma helicoidal, fibras
e lamelas eléasticas, fibras reticulares (colageno tipo Il e IV), proteoglicanas e
glicoproteinas e lamina elastica externa; tOnica adventicia — consistindo de
colageno tipo | e fibras elasticas, se continuando com o tecido conjuntivo no qual o
vaso estd inserido.®> Como parte fundamental da homeostase do vaso sanguineo
a relacdo entre as CE e as CML mantém o tonus vascular. Dessa forma, pretende-
se que 0 neovaso produzido por ET possua uma camada muscular organizada e
suficiente para a anastomose em uma artéria elastica.

Além disso, deve se levar em consideracdo que a funcionalidade vascular é
representada ndo somente por suas caracteristicas morfofuncionais, mas também
pela sua capacidade de reacdo frente a estimulos bioguimicos enddgenos, o que
pode ser avaliado in vitro através de testes de reatividade vascular frente a estimulos
farmacologicos, visando o desempenho na sua contracao e relaxamento, de forma
dependente ou néo da acdo do endotélio.®%

As CMLs tém a principal funcdo de dar suporte para a estrutura do vaso
sanguineo, bem como, manter a pressdo intravascular e a perfusdo tecidual através
da regulacdo do tonus vascular. As CMLs apresentam mais plasticidade do que
outros tipos de células, devido a diferentes fungdes do tecido, incluindo contracéo,
proliferacdo e sintese de MEC.%

Diante de condicGes fisiopatoldgicas, ou seja, remodelacdo vascular
ocasionado por uma disfuncdo ou dano endotelial do tecido, as CMLs migram para
a regido e se multiplicam para contribuir com o restauro da lesdo neointimal,

entretanto, evidéncias cientificas sugerem que o recrutamento excessivo células-
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tronco/progenitoras encontrados no vaso sdo responsaveis pelo acimulo de CML
na intima durante a remodelagdo vascular, podendo ocasionar hiperplasia
neointimal e arteriosclerose. Portanto, entender os mecanismos regulatérios que
controlam a diferenciacdo de CML de progenitores vasculares € essencial para
explorar alvos terapéuticos para potenciais aplicagdes clinicas.®’

As CML que se originam da diferenciagdo embrionaria demonstram altas
taxas de proliferacdo e migragdo celular, no entanto, produzem uma grande
quantidade de proteinas e fatores da matriz extracelular, que sao diferentes daqueles
secretados por CML adultos imaturos, mas necessarios para que ocorra a
angiogénese vascular.®®

No desenvolvimento do musculo liso, é necessario o envolvimento de vérias
vias de sinalizagdo, como, o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-$)
e o fator de crescimento transformador-f (TGF-B) que sdo quimioatrativos e
auxiliam na migracdo de células murais que expressam o receptor de PDGF-f ¢
desempenham multiplas funcdes na proliferacdo ou diferenciacdo.’” O proteina
morfogenética dssea 4 (BMP-4) atua na expressao transitoria do marcador inicial
do mesoderma, como na inducdo de fatores de transi¢do cardiaca e diferenciacdo
em cardimidcitos.%%-192

Com tudo, para estabelecer uma estratégia para obter célula de musculo liso
vascular (VSMC), de origem aut6loga, é altamente desejado na TEBV para
producdo de vasos sanguineos funcionais, porém realizar isso de forma autologa
através de vasos maduros nem sempre € possivel.1%3-104 Portanto, a inducédo
bioguimica com utilizacéo de fatores de crescimento é uma estratégia utilizada para
diferenciar ASCs em células contrateis semelhantes a VSMC e manter seu fen6tipo
VSMC para reconstrucdo de tecidos,105-108

Por outro lado, as vias moleculares envolvidas em todos esses processos sao
extremamente complexas e intrincadas, sendo fundamental a evolugéo nesse campo

para melhores resultados em TEBV.

1.5 microRNAs
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Os microRNAs (miRNAs) sdo ribonucleotideos (RNAS) pequenos, de
aproximadamente 18 a 25 nucleotideos, ndo codificadores, que atuam na regulacéo
da expressao génica. Os miRNAs estdo envolvidos em inimeros processos como
controle de genes associados ao ciclo celular, proliferacdo e diferenciacéo celular
entre outros processos.'%-114 Os miRNAs atuam por meio de complementaridade de
bases com moléculas de RNA mensageiro (MRNA), podendo esta ser parcial ou
total com a sequéncia-alvo de um ou mais RNAs mensageiros. A ligagdo ocorre
entre a regido 5 UTR (do inglés, untranslated region — UTR) de uma molécula de
mMiRNA com a regido 3" UTR de um mRNA, em sequéncias de nucleotideos no
mRNA denominadas “seed”.!'>1*® Os miRNAs geralmente levam a repressdo pos-
translacional da expressdo génica, por meio de clivagem de mRNA ou
deadenilagdo.1%%119 Uma caracteristica importante dos miRNAs é a capacidade de
ligacdo e controle da expressao de varios mRNAs-alvo, simultaneamente, sendo que
um mesmo mRNA-alvo também pode ter sua regulagdo génica controlada por
diferentes miRNAs.1'* Adicionalmente, os miRNAs possuem especificidade
tecidual, sendo que nem todos os miIRNAS encontram-se expressos nos mesmos
tecidos. 17120
Os miRNAs desempenham papel na regulacdo de genes envolvidos nos
processos de autorrenovacao e diferenciacdo celular. Portanto, atuam no controle
pos-transcricional de genes especificos das CTM associadas ao sistema vascular,
diferenciacédo e desenvolvimento do sistema cardiovascular.'?-123 De fato, estudos
indicam que alteragcbes em miRNAs podem resultar no comprometimento, de
moderado a grave, do desenvolvimento do sistema cardiovascular.*?® Ha relatos do
papel de miRNAs especificos na diferenciacdo de células-tronco em células
endoteliais vasculares ou na regulacdo da expressdo génica de células endoteliais;
tais miRNAs incluem miR-99b, miR-181a, miR-181b, miR-6086, miR-6087 e miR-
5739, No entanto, o papel dos miRNAs na diferenciacdo de células endoteliais e no
desenvolvimento do sistema cardiovascular ainda precisa ser melhor elucidado,

bem como seu envolvimento em doengas vasculares,'?4-126
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Enxertos vasculares produzidos através da TEBV, se mostram uma fonte
ndo limitada de suprimentos e podendo oferecer compatibilidade imunoldgica,
resisténcia, capacidade de remodelacdo e autorreparacdo.’?” A producdo de um
neovaso funcional a partir de um bioscaffold por TEBV apresenta um equilibrio
delicado de regulacdo biomolecular, envolvendo as vias de migracdo, proliferacao
e diferenciacdo celular, sendo que muitas dessas vias sdo controladas por miRNAs,
que em desarranjo podem levar a problemas ap6s o implante, como hiperplasia
neointimal e/ou estenose/oclusdo. 128134

Com base embrioldgica, mas também reparadora, a angiogénese é
responsavel por controlar os processos fisiolégicos normais e patoldgicos,
regulando varios eventos de sinalizacdo molecular e garantindo a interacdo entre
varios tipos de células, tendo como principais etapas ativacdo de células
endoteliais, degradacdo enzimatica da membrana basal capilar, proliferacdo de
celulas endoteliais e migracdo direcionada, fusdo de vasos, diminuicdo e
estabilizacdo dos pericitos e formacéo da rede capilar.*35-138 Este processo ocorre
através dos reguladores angiogénicos e moléculas sinalizadoras, incluindo fator de
crescimento endotelial vascular-A (VEGF-A), Fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), Interferon,
Metaloproteinase de matriz-1/9 (MMP-1/9); através de seus estimuladores
angiogénicos como Angiogenina, Angiopoietina, Fator de crescimento
transformador o/B (TGF o/p). Além do controle negativo, através de inibidores
angiogénicos como a Angioarrestina, Interleucina 12, fragmento de fibronectina e
Angiostatina.'3-138 Direta ou indiretamente, a angiogénese é regulada através da
expressdo de miRNAs, 139141

Os miRNAs também atuam na regulacdo do processo fisioldgico ou
patoldgico da regulacdo vascular, tanto na sinalizacéo para a adesdo e proliferacao
celular, captacdo e fluxo de lipidios e geracdo de mediadores inflamatorios,
fornecendo novos insights biomoleculares sobre a aterosclerose e possiveis alvos

terapéuticos.'?® Em resposta a lesdo e outros estimulos, os niveis de expresséo de
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proteinas contrateis sdo diminuidos e 0s niveis de expressdo de proteinas em
proliferagdo sdo aumentados nas células do musculo liso vascular (VSMCs); essas
alteragdes levam ao aumento da proliferagéo celular e tem papel na patogénese de
varias doencgas cardiovasculares, incluindo reestenose vascular apds
angioplastia. 134142

Certos miRNAs como miR-126, miR-221/222, miR-17-92 cluster, miR-
93, let-7f, miR-214 sdo relatados para modular a resposta do endotélio vascular a
estimulos angiogénicos.'® O termo angiomiRNAs foi proposto para miRNAs que
regulam a angiogénese.'3-144 Varios miRNAs sdo encontrados para ter expressao
ectdpica apenas em CE com expressdo especifica apenas em células de linhagem
endotelial.'*> Esses miRNAs afetam a angiogénese interagindo com varias

moléculas-chave em diferentes tipos de células (Tabela 1).

Tabela 1. miRNAs pré-angiogénicos e anti-angiogénicos 140143 146-157

Tipo miRNA Alvo Funcéo
MiR-126 SPRED-1, PIK3R2, Promove a sinalizacdo AKT e ERK dependente
VECAM-1 de VEGF desreprimindo o p85
miR-210 Ephrin-A3 Estimulacéo da formag&o do tipo capilar e

quimiotaxia EC em resposta ao VEGF

Aumentar a proliferacéo de células endoteliais em

miR-10b and 9b HOX Pathway resposta a0 VEGF
Pro- Let-7b, 7f Let-7b: TIMP1 Let-7f: Regular a formagao de brotos
angiogénico TSP-1
. Facilita a proliferacdo de células endoteliais ao
miR-132 P120RasGAP regular negativamente p120RasGAP
miR-378 Sufu, Fusl Promm{e a migracdo de _celtilas endotellals_, )
formacéo de tubos e angiogénese tumoral in vivo
miR-17-92 cluster TIMP1, TSR, VEGF Promover a divisdo celular endotelial, migracéo
miR-24 GATA4, PAK 2 Inibe a angiogénese
MiR-195 VEGF, VAB2, CDC 42 Suprime a angiogénese e a metastase no
carcinoma hepatocelular
. . _ MiR-221/MiR-222 c-kit, eNOS Inibe a migragéo e proliferagdo da célula
Anti-angiogenic endotelial
miR-328 CD 44 Reduz a formagé&o de estrutura capilar
miR-15b/miR-16 VEGF Induzir apoptose celular
miR-192 EGR1, HOXB9 Reduz globalmente a via angiogénica

Dessa forma, o estudo dos miRNAs envolvidos na angiogénese, na
aterosclerose e nas varias funcdes vasculares podem contribuir com a elucidacao

das bases biomoleculares normais e patologicas dos vasos sanguineos, contribuindo
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sobretudo com a TEBV e sua evolucéo para atender ao que se propde.
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7. CONCLUSAO

O modelo bioldgico de scaffold de veia cava inferior descelularizada e
recelularizado com células endoteliais e musculo liso obtidos por diferenciacdo
celular de células-tronco derivadas de tecido adiposo, in vitro, demonstrou boa
celularizacdo e diferenciacdo celular, comprovado por caracterizacdo morfoldgica.
Os tempos necessarios para completa obtencdo do neovaso pelas técnicas
empregadas foi de 8 semanas, sendo 4 semanas para endotelizacdo e mais 4 semanas
para integracdo das células musculares lisas. A anélise do perfil global de expressdo
de miRNAs sugere que inimeras vias de regulacdo genética estdo envolvidas nos
processos de diferenciacdo endotelial e de musculos lisos da parede vascular,
trazendo luz aos mecanismos biomoleculares necessarios para a engenharia de
tecidos em vasos sanguineos como uma proposta promissora para o fornecimento

de substitutos vasculares no futuro.
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