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RESUMO

A técnica de moldagem vascular seguida de corrosdo, associada a
microscopia eletrénica de varredura (MEV), € um método adequado para descrever
a angioarquitetura de diferentes 0rgaos e para verificar a ocorréncia de angiogénese
por intussuscepc¢ao e por brotamento. O Iimen dos vasos € moldado com resina e a
corrosdo do tecido circunjacente a resina com solucdo alcalina. O objetivo do
presente estudo foi descrever o padrdo vascular do ventre da lingua de ratos Wistar
submetidos ou ndo a uma ferida na regido, verificar a ocorréncia de angiogénese por
brotamento e por intussuscepc¢ao durante a cicatrizacao em diferentes tempos pos-
operatorios. No ventre da lingua dos animais ndo submetidos ao procedimento
cirdrgico, foi observada a presenca de trama vascular superficial em forma de rede
frouxa, e de variacbes anatdmicas dos vasos confluentes das veias raninas. Nos
ratos submetidos ao procedimento cirdrgico, no primeiro dia pds-operatorio, as
extremidades dos capilares venosos seccionados apresentaram forma conica, e dos
capilares arteriais, forma arredondada. No segundo dia pés-operatdério, iniciou-se o
processo de angiogénese por intussuscepcao e por brotamento. No terceiro dia pos-
operatorio, observou-se também a ocorréncia destas angiogénese nos capilares do
tecido de granulacdo. No sétimo dia pds-operatorio, todo o leito cirdrgico encontrava-
se revascularizado com capilares centrais paralelos entre si e perpendiculares a
trama vascular superficial circunjacente. No 14° dia pds-operatério, os capilares
centrais apresentaram inclinacdo gradual que, no 21° dia, juntamente com a trama
vascular superficial, formaram o padrao radial a partir do centro da ferida. O padrao
vascular da superficie ventral da lingua, 21 dias ap6s o procedimento cirlrgico,
ainda néo se encontra ha mesma organizacao e disposi¢cdo do padrao vascular das
linguas ndo submetidas ao procedimento cirdrgico. A ocorréncia de angiogénese por
intussuscepgdo e por brotamento é mais frequente no limite posterior da ferida
cirdrgica e no segundo e no terceiro dia pos-operatorio.

Palavras-chave: angiogénese por intussuscepc¢ao, cicatrizacdo, lingua, modelo de

corrosdo, microscopia eletronica de varredura



ABSTRACT

The vascular corrosion cast technique associated with SEM (Scanning
Electron Microscopy) is a suitable method to define the angioarchitecture of different
organs and to verify the development of intussusceptive angiogenesis. The capillary
lumen is casted with resin and the surrounding tissues are corroded with alkaline
solution. The aim of this study was to describe the vascular pattern of the tongue
ventral surface from Wistar rats submitted or not to a surgery in the region and to
verify the development of sprouting and intussusceptive angiogenesis during wound
healing in different postsurgical periods. Tongue’s ventral surface from control rats
showed a loose net with small mesh as a superficial capillary plexus and anatomical
variations of the confluent vessels of the ranina veins. Rats subjected to surgery
showed, on the first postsurgical day, sectioned capillary vein and artery extremities
to be conically and round respectively. A process of intussusceptive and sprouting
angiogenesis involving the blood vessels of the wound healing was observed on the
second day following surgery. On the third postsurgical day the same process of the
angiogenesis was observed in the granulation tissue. On the seventh postsurgical
day, a complete vascularization of the wound capillary bed was achieved, showing
parallel running blood vessels perpendicular to the superficial capillary plexus. On the
fourteenth postsurgical day, the central blood capillary vessels presented a radial
arrangement from the center of the wound. On day twenty-one after surgery the
pattern of the superficial vasculature has not achieved previous pre surgical pattern
of blood vessels. Intussusceptive and sprouting angiogenesis occurs more frequently
on the root end of surgical wound in the tongue and mainly in the second and third

postsurgical days.

Keywords: intussusceptive angiogenesis, wound healing, tongue, corrosion cast,

scanning electron microscopy
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aumento, barra = 200[M ......oooviiiiiiiiiii e

Eletromicrografia de varredura em que se observa o conjunto
de capilares localizados no centro da ferida, sete dias apds o

procedimento cirargico; 200X de aumento, barra =

Eletromicrografia de varredura em que se observa o0
direcionamento obliquo das alcas capilares da trama vascular
superficial para o centro da ferida, sete dias ap6s o

procedimento cirdrgico; 300X de aumento, barra = 200pum.........

Eletromicrografia de varredura do padréo vascular da ferida, 14

dias ap6s o procedimento cirdrgico; 200X de aumento, barra =

Eletromicrografia de varredura em que se observa a disposi¢cao
dos capilares da trama vascular superficial neoformada, 14 dias

ap0s o procedimento cirdrgico; 400X de aumento, barra =

Eletromicrografia de varredura em que se verifica a
anastomose do capilar da trama vascular superficial com vasos

localizados sob a mesma (seta); 300X de aumento, barra =

Eletromicrografia de varredura do padrao vascular da ferida, 21

dias apos o procedimento cirdrgico; 200X de aumento, barra =
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Figura 51

Figura 52

Figura 53A
eB

Figura 54

Eletromicrografia de varredura em que se observa o padrdo
vascular presente no centro da ferida, 21 dias apdés o

procedimento cirdrgico; 200X de aumento, barra = 20pum...........

Eletromicrografia de varredura em que se observa o0
estreitamento alongado (seta) na extremidade do capilar
localizado no centro da ferida, 21 dias ap0s o procedimento
cirurgico; 3000X de aumento, barra = 20UM ........cccceeeeeeiiiiinnenn.

Eletromicrografia de varredura em que se observa o padrdo
radial (A) e o padréo original da trama vascular superficial (B);
200X de aumento, barra =

Eletromicrografia de varredura em que se observa o espaco
avascular existente entre os feixes da trama vascular

superficial neoformada (setas); 200X de aumento, barra =
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1 INTRODUCAO

Ha mais de trés décadas, a técnica de modelo de corroséo vascular
associada a microscopia eletrbnica de varredura (MEV) tem sido utilizada em
pesquisas com o objetivo de descrever o padréo vascular de diferentes estruturas e
orgaos (MURAKAMI, 1971). A vascularizacdo da superficie dorsal da lingua tem sido
objeto de varios estudos por esta técnica (SELLISETH; SELVIG, 1993; MAKIYAMA
et al., 1998a; LOPES et al., 2002; KRAETHER NETO, 2005). Porém, poucos relatam
as caracteristicas morfolégicas da superficie ventral da lingua (HOFER;
CASTENHOLZ; ZOLTZER, 1993) e até entdo, nédo foi descrito o padrdo vascular

desta superficie na aplicacdo da técnica.

O processo de cicatrizacdo de ferida cirargica pela técnica de modelo
de corrosdo vascular ja foi avaliado em diferentes sitios anatémicos tais como
gengiva de cachorros (NOBUTO et al., 1987), pele de ratos (PHILLIPS et al., 1991) e
palato de ratos Wistar (SELLISETH; SELVIG, 1995b). O procedimento cirdrgico
estimula a angiogénese, um dos eventos bioldgicos da fase proliferativa do processo
de cicatrizacdo, o qual também tem sido estudado pela técnica de modelo de
corrosdo vascular (NOBUTO et al.,, 1987; PHILLIPS et al.,, 1991; SELLISETH;
SELVIG, 1995b; WADORF; FEWKES, 1995).

A angiogénese é a formagédo vascular a partir de vasos preexistentes
(AUSPRUNK; FOLKMAN, 1977), podendo ocorrer tanto pelo mecanismo de
brotamento, quanto pelo de intussuscepcdo. Embora ambos os mecanismos

angiogénicos levem a amplificagcdo do sistema capilar, os mesmos envolvem
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diferentes tipos de células e sao regulados por diferentes moléculas (DJONOV;
BAUM; BURRI, 2003).

A angiogénese por brotamento implica degradacéo da membrana basal
dos vasos sanguineos, proliferacdo e migracdo de células endoteliais, formacao de
um broto solido de células endoteliais conectado ao vaso, reestruturacao do lumen
vascular do broto e a maturacdo funcional do endotélio (AUSPRUNK; FOLKMAN,
1977; RISAU, 1997; BURRI; HLUSCHUK; DJONQV, 2004).

A angiogénese por intussuscepc¢do, ou seja, a invaginacdo de um
determinado segmento do vaso para dentro do seu lumen, consiste na insercao de
novos pilares teciduais transcapilares, aumentando em tamanho e permitindo o
crescimento do sistema vascular (DJONOV; BAUM; BURRI, 2003; DJONOQV et al.,
2000; BURRI et al., 2004).

Uma das grandes contribuicGes cientificas da técnica de modelo de
corrosdo vascular foi a elucidacdo da angiogénese por intussuscepcao (CADUFF et
al., 1986). Quando o lumen vascular apresenta pilares teciduais transcapilares, e é
moldado com resina de baixa viscosidade, o modelo vascular obtido apés corroséo é
caracterizado pela presenca de pequenos poros correspondentes a moldagem dos
pilares (DJONOQV et al., 2000; DJONOV; BAUM; BURRI, 2003; NOTOYA et al.,
2003; BURRI et al., 2004).

O objetivo do presente estudo foi descrever o padrédo vascular da
superficie ventral da lingua de ratos Wistar submetidos ou ndo a um procedimento
cirdrgico e verificar a ocorréncia de angiogénese por intussuscepc¢ao durante a
cicatrizacdo de ferida em ventre da lingua pela técnica de modelo de corrosao
vascular associada a MEV.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Técnica de moldagem vascular seguida de corrosdo

A técnica de moldagem vascular seguida de corrosdo associada a MEV
tem sido aplicada no estudo do padrédo vascular de érgéos e tecidos normais, de
processos patol6gicos e de estruturas em desenvolvimento
(LAMETSCHWANDTNER; LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990; DeRUITER et
al., 1991). Os modelos vasculares destes 6rgdos e tecidos sdo obtidos pela
moldagem do lumen dos vasos com resina de baixa viscosidade seguida da
corrosdo, com solucdo alcalina, do tecido circunjacente a resina polimerizada
(WEEKES; SIMS, 1986; HODDE; STEEBER; ALBRECHT, 1990; OHTA et al., 1992;
SUGIOKA; IKE, 1993; PIETTE; LAMETSCHWANDTNER, 1994; SELLISETH;
SELVIG, 1995b; KRONKA; WATANABE; SILVA, 2001).

O modelo de corroséo vascular fornece a angioarquitetura da estrutura
anatbmica (AHARINEJAD; BOCK, 1994), sendo que alguns dos aspectos
morfologicos observados sdo: o arranjo tridimensional da vascularizacéo, o diametro
vascular, a impressdo das células endoteliais e dos seus nucleos na superficie do
modelo vascular, bem como o trajeto das arteriolas e vénulas que compfem a
estrutura avaliada (HOSSLER; DOUGLAS, 2001).
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A execucdo da técnica de moldagem vascular seguida de corrosdo tem
sido frequientemente realizada em animais experimentais, tais como cdo (KOGUSHI
et al., 1988), coelho (KRONKA; WATANABE; SILVA, 2001), hamster (HOSSLER et
al., 1991), rato Wistar (SUGIOKA; IKE, 1993; BORBA, 2004; KRAETHER NETO,
2005), rato Fisher 344 (PITHAN, 2005) e embrido de ave (DeRUITER et al., 1991;
CARRETERO et al.,, 1993), devido a facilidade de acesso e manipulacdo dos
mesmos (MARTIN-ORTI et al., 1999). Geralmente, os animais de laboratério, por
serem de pequeno porte, possibilitam a moldagem de todo o sistema vascular
quando a céanula é introduzida via ventriculo esquerdo e fixada na artéria aorta
ascendente (KRONKA; WATANABE; SILVA, 2001; PITHAN, 2005). De acordo com
Martin-Orti et al. (1999), a execucdo da moldagem de todo o sistema vascular de um
animal de grande porte € praticamente impossivel. Porém, é viavel quando se
disseca um dos vasos responsaveis pela vascularizacdo do 6rgdo a ser moldado

para a fixacdo da canula.

A técnica de moldagem vascular seguida de corrosédo também pode ser
realizada em estruturas anatdbmicas a serem removidas cirurgicamente
(LAMETSCHWANDTNER et al., 2004; SANGIORGI et al., 2004). Lametschwandtner
et al. (2004) avaliaram a angioarquitetura de vasa vasorum de cinco segmentos de
veia safena, obtidos de cinco pacientes idosos. Os segmentos de veia safena foram
transportados para o laboratério em recipiente com gelo e solucdo de heparina e
moldados com resina entre seis e 10 horas ap0s a dissec¢do. Sangiorgi et al. (2004)
executaram a técnica de moldagem vascular seguida de corrosdo em um dedo
humano extranumerario. Mas para isso, houve necessidade de disseccdo do
pedunculo vascular do dedo, cinco minutos ap6s a sua amputagdo, para possibilitar

a fixacdo da canula e a execucao da técnica de modelo de corrosao vascular.

2.1.1 Etapas da técnica

Apos a escolha do animal ou da estrutura anatdbmica, as principais

etapas a serem realizadas para a execucdo da técnica de moldagem vascular
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seguida de corroséo sao: (a) tratamento pré-moldagem, (b) moldagem vascular com
resina, (c) corrosdo, (d) a disseccdo, (e) secagem, (f) montagem, (g) tratamento
condutivo e (h) andlise pela MEV (LAMETSCHWANDTNER;
LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990; SANGIORGI et al., 2004; PITHAN, 2005).

2.1.1.1 Tratamento pré-moldagem

De acordo com Lametschwandtner, Lametschwandtner e Weiger
(1990), os procedimentos realizados durante o tratamento pré-moldagem séao a
administracdo de anticoagulante e de anestésico; a escolha do vaso para a fixacao
da canula e a lavagem dos vasos a serem moldados. Variagbes na ordem de
execucao dos procedimentos da etapa de pré-moldagem podem ocorrer, como a
realizacdo da anestesia antes da administracdo de anticoagulante (HODDE;
STEEBER; ALBRECHT, 1990; SUGIOKA; IKE, 1993; AHARINEJAD; BOCK, 1994;
SELLISETH; SELVIG, 1995a; KRONKA; WATANABE; SILVA, 2001; BORBA, 2004;
KRAETHER NETO, 2005).

Como a remocao de todo sangue contido nos vasos € um pré-requisito
importante para o completo preenchimento do sistema vascular de tecidos ou érgéos
com material de moldagem (LAMETSCHWANDTNER; LAMETSCHWANDTNER,;
WEIGER, 1990), a administragcdo de anticoagulante, como a heparina, tem sido
comumente utilizada (BELISLE; SAINTE-MARIE, 1990; HODDE; STEEBER;
ALBRECHT, 1990; YU et al., 1992; SUGIOKA; IKE, 1993; AHARINEJAD; BOCK,
1994, YU et al.,, 1994; SELLISETH; SELVIG, 1995a; EL-AGROUDI; SELLISETH;
SELVIG, 1998; BORBA, 2004; KRAETHER NETO, 2005). A heparina pode ser
injetada subcutaneamente antes da eutanasia (EL-AGROUDI; SELLISETH; SELVIG,
1998; SELLISETH; SELVIG, 1995a) ou no musculo cardiaco durante a eutanasia,
em posologias que variam entre 200 e 2000Ul /kg de peso do animal (BELISLE;
SAINTE-MARIE, 1990; BORBA, 2004; KRAETHER NETO, 2005).

Martin-Orti et al. (1999) compararam a qualidade dos modelos

vasculares de 60 6rgaos de animais de grande porte. Em um grupo, a heparina foi
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administrada por via endovenosa, 15 minutos antes da injecdo do anestésico; em
outro grupo, a heparina foi perfundida juntamente com solucdo salina, para a
lavagem do sistema circulatério. Os autores ndo detectaram nenhuma diferenga

macroscopica na replicacdo e na qualidade dos modelos vasculares entre 0s grupos.

Para a dissec¢do do vaso onde a canula vai ser fixada, o animal deve
ser anestesiado (KOGUSHI et al., 1988; HODDE; STEEBER; ALBRECHT, 1990;
SUGIOKA; IKE, 1993). Geralmente, o rato Wistar adulto é anestesiado por via
intraperitoneal com pentobarbital sédico (Nembutal®) na dose de 40mg/kg
(SUGIOKA; IKE, 1993; AHARINEJAD; BOCK, 1994).

Borba (2004) e Kraether Neto (2005) administraram 100mg/kg do
relaxante muscular quetamina (Dopamin®) associado a 10mg/kg do anestésico
xilazina (Anasedan®), via intraperitoneal, em ratos Wistar adultos. Piette e
Lametschwandtner (1994) e Pithan (2005) realizaram a anestesia do animal por via

inalatéria com éter.

A escolha da canula deve ser de acordo com o diametro do vaso que
vai fixa-la. A canula pode ser de vidro (LAMETSCHWANDTNER et al., 2004) ou de
polietileno (PHILLIPS; WHITEHEAD; KNIGHTON, 1991; EL-AGROUDI; SELLISETH,;
SELVIG, 1998; BELZ; AUCHTERLONIE, 1995; KRAETHER NETO, 2005; PITHAN,
2005) e a sua insercdo no vaso pode ser feita com o auxilio de um micromanipulador
mecanico (OKADA; AHARINEJAD, 1997; LAMETSCHWANDTNER et al., 2004) ou
manualmente (BORBA, 2004; KRAETHER NETO, 2005).

A céanula deve ser inserida e fixada no vaso responsavel pela
vascularizacdo da regido a ser moldada. Assim, a artéria carétida (WEEKES; SIMS,
1986; SELLISETH; SELVIG, 1995b) e veias jugulares (KOGUSHI et al., 1988)
podem ser utilizadas para a moldagem da regido da cabeca e pescoc¢o. Quando a
fixacdo da canula é realizada na artéria aorta descendente (AHARINEJAD; BOCK,
1994), ocorre a moldagem de diferentes 6rgdos localizados na regido inferior do

corpo do animal.

Como em pesquisa odontoldgica as estruturas usualmente analisadas

localizam-se na regido de cabeca e pescoco, Borba (2004) e Verli et al. (2006)
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acrescentaram a técnica a apreensao e a ligadura da artéria aorta descendente,
apos a fixacdo da canula na artéria aorta ascendente. De acordo com o0s autores, 0
objetivo deste procedimento é evitar o fluxo da resina para a regido posterior, 0 que
limita a moldagem para a regido de cabeca e pescoco e patas dianteiras do animal.

Segundo Lametschwandtner, Lametschwandtner e Weiger (1990), a
completa moldagem do 6rgado ou tecido a ser estudado ocorre quanto menor for a
rede capilar interposta entre o local da injecdo e o 6rgdo-alvo. Em 1991, Fujimura e
Nozaka realizaram a ligadura das artérias subclavias para moldagem da regido de
cabeca e pescoco de Suncus murinus, um mamifero insetivoro. Kraether Neto
(2005), aléem da apreensao da aorta descendente, realizou a clipagem das artérias
subclavias direita e esquerda, com o objetivo de evitar o fluxo de resina para as
patas dianteiras e facilitar a moldagem da lingua e da regido de cabeca e pescoco

de rato Wistar.

Apos a fixacdo da canula no vaso escolhido, € necessaria a realizacao
de uma incisdo, em um vaso que nao nutre o 6rgdo-alvo a ser moldado, para que
ocorra 0 extravasamento do sangue e das solucdes perfundidas com finalidade de
lavagem dos vasos (WEEKES; SIMS, 1986; KOGUSHI et al., 1988; AHARINEJAD;
BOCK, 1994; FUJIMURA; NOZAKA, 1991; SELLISETH; SELVIG, 1995b).

A quantidade necesséria de solugdes para a lavagem varia de acordo
com o tamanho do sistema circulatorio a ser moldado. A principal solucdo perfundida
para a lavagem € a solucao salina (MAKIYAMA et al., 1998a, 1998b; NINOMIYA,
2000; OJIMA, 2001), utilizada a uma temperatura que varia entre 37 e 40°C
(WEEKES; SIMS, 1986; OJIMA et al.,, 1997, MOTOYAMA; WATANABE, 2001;
NINOMIYA; INOMATA, 2005; PITHAN, 2005), podendo ser perfundida associada a
heparina (HODDE; STEEBER; ALBRECHT, 1990; BELISLE; SAINTE-MARIE, 1990;
YU et al., 1992; SUGIOKA; IKE, 1993; AHARINEJAD; BOCK, 1994, YU et al., 1994;
OKADA; AHARINEJAD, 1997; EL-AGROUDI; SELLISETH; SELVIG, 1998;
SANGIORGI et al., 2004). Outras solu¢des também podem ser utilizadas para a
lavagem, como a solucéo salina tamponada com fosfato (DeRUITER et al., 1991,
PEREZ-APARICIO et al., 1996; MARTIN-ORTI et al., 1999), solucio de Tyrode
(AHARINEJAD; BOCK, 1994; OKADA; AHARINEJAD, 1997) ou solucdo de Ringer
(TAKAHASHI; KISHI; KIM,1982; OJIMA et al., 1996a; OJIMA et al., 1997).
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As solucbes para a lavagem dos vasos, contidas em uma seringa,
podem ser perfundidas manualmente (FUJIMURA; NOZAKA, 1991; OJIMA et al.,
1997; NINOMIYA, 2000; MOTOYAMA; WATANABE, 2001; BORBA, 2004;
KRAETHER NETO, 2005; NINOMIYA; INOMATA, 2005) ou com o auxilio de um
perfusor que mantém a velocidade da injecéo constante (BELISLE; SAINTE-MARIE,
1990; SANGIORGI et al.,, 2004; McMULLAN; HANLEY; RIEMER, 2004; PITHAN,
2005).

A velocidade de perfusdo para a lavagem vascular € diretamente
proporcional ao tamanho do animal ou da estrutura a ser perfundida. Bélisle e
Sainte-Marie (1990) empregaram uma velocidade de perfusdo de 60mL/min em
ratos Sprague-Dawley adultos, com peso entre 200 e 225g. Pithan (2005) empregou
uma velocidade de perfusdo igual a 62mL/h em ratos Fisher 344, recém-nascidos,

com idades entre sete e 16 dias.

Yoshida e Chiba (1992) substituiram a lavagem com solucéo salina do
sistema vascular de embrides de rato pela perfusdo de resina diluida com
metilmetacrilato, com intuito de promover a remocdo do sangue e favorecer a

penetrabilidade inicial do material de moldagem.

Martin-Orti et al. (1999) ndo observaram nenhuma diferenca na
gualidade dos modelos vasculares obtidos com e sem lavagem do sistema vascular,
antes da injecdo da resina. Os autores, ao analisarem 0os modelos vasculares, nao
encontraram impressao de células sangliineas nos mesmos. Isto aconteceu porque
o fluxo da resina durante a injecao foi suficiente para promover a remoc¢ao de todo

sangue.

As solugbes fixadoras tais como glutaraldeido, formaldeido e
paraformaldeido, em diferentes concentracdes, sdo perfundidas para a realizacdo da
pré-fixacdo dos vasos (HODDE; STEEBER; ALBRECHT, 1990; SELLISETH,;
SELVIG, 1995a, 1995b; OJIMA et al., 1997). A pré-fixagdo vascular, de acordo com
Lametschwandtner, Lametschwandtner e Weiger (1990), evita o extravasamento de
resina do interior dos vasos para os tecidos, principalmente quando se utiliza
moldagem com resina diluida. Para Kishi, Takahashi e Trowbridge (1990), a

utilizacdo da pré-fixagdo vascular é também designada para minimizar a expansao
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vascular durante a perfusdo de resina, 0 que possibilita avaliar o exato calibre

vascular.

Ao realizar a pré-fixacdo dos vasos de ratos Wistar, Selliseth e Selvig
(1995b) utilizaram 40mL de solucdo de tampdo fosfato-salina com 4% de
formaldeido e 1% de glutaraldeido. Em outro estudo com a mesma espécie, Selliseth
e Selvig (1995a) empregaram a solucdo de paraformaldeido & temperatura de 40 C
por quatro minutos. Segundo Selliseth e Selvig (1995b), a pré-fixacdo dos vasos tem
por finalidade aumentar a resisténcia de suas paredes para serem moldadas com a

resina.

A etapa da pré-fixacdo néo é realizada quando se aplica a técnica de
moldagem vascular seguida de corrosdo em tecidos embrionarios ou fetais
(DeRUITER et al., 1991; CARRETERO et al., 1993; PITHAN, 2005) e quando ela
ocorre, utilizam-se solu¢gées menos concentradas (HODDE; STEEBER; ALBRECHT,
1990; PEREZ-APARICIO et al., 1996). Para a pré-fixacdo vascular de camundongos,
com idades entre oito e 20 semanas, Hodde, Steeber e Albrecht (1990) empregaram
a solucdo de glutaraldeido 0,5% em tampéo fosfato-salina. Pérez-Aparicio et al.
(1996) utilizaram entre 2 e 3mL de tampédo fosfato-salina, paraformaldeido 2% e

glutaraldeido 0,5% para a pré-fixacdo de embrides de galinha.

DeRuiter et al. (1991) e Carretero et al. (1993), ao trabalharem com
embrides de galinha e Pithan (2005), com ratos Fischer 344 com idades entre sete e
16 dias, nao utilizaram solucdo pré-fixadora. Geralmente, quando nao se utiliza a
pré-fixacdo dos vasos, a moldagem vascular pode ser realizada com resina Mercox®
diluida (DeRUITER et al., 1991; CARRETERO et al., 1993; PITHAN, 2005).

A perfusdo de solucdo salina apdés a realizacdo da pré-fixagcdo €
recomendada para que a solucdo fixadora seja eliminada antes da moldagem
vascular com resina (BORBA, 2004; KRAETHER NETO, 2005; VERLI et al., 2006).
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2.1.1.2 Moldagem vascular com resina

Murakami (1971) foi o primeiro pesquisador que utilizou 0 mondémero
metilmetacrilato em seu protocolo de moldagem vascular, para a obtencdo de

modelos vasculares a serem analisados por MEV.

A resina Mercox®, material de moldagem vascular a base de
metilmetacrilato, € amplamente empregada nas pesquisas de modelo de corrosao
vascular (KOGUSHI et al.,, 1988; CASTENHOLZ, 1989; HODDE; STEEBER;
ALBRECHT, 1990; OHSHIMA; YOSHIMA; KOBAYASHI, 1990; PHILLIPS;
WHITEHEAD; KNIGHTON, 1991; AHARINEJAD; BOCK, 1994; SELLISETH;
SELVIG, 1995a, 1995b; OJIMA et al.,, 1996a, 1997; EL-AGROUDI; SELLISETH,;
SELVIG, 1998; MAKIYAMA et al., 1998a, 1998b; MARTIN-ORTI et al., 1999;
NINOMIYA, 2000; KRONKA; WATANABE; SILVA, 2001; BORBA, 2004;
LAMETSCHWANDTNER et al.,, 2004; McMULLAN; HANLEY; RIEMER, 2004;
KRAETHER NETO, 2005; NINOMIYA; INOMATA, 2005; PITHAN, 2005). Ha quatro
diferentes tipos de resina Mercox® comercialmente disponiveis: Cl clear, CI-2B blue,
Cl- 2R red e CI-2Y yellow (MARTIN-ORTI et al., 1999).

Os materiais de moldagem vascular desenvolvidos pela industria visam
preencher 0s seguintes critérios: ser atdxico para o pesquisador; nao causar
alteracdes morfolégicas aos tecidos e vasos sangiineos; ter baixa viscosidade;
possuir particulas suficientemente pequenas para preencherem os capilares; nao
penetrar nos tecidos e seus espacos intersticiais; polimerizar dentro de trés a 15
minutos; replicar delicadas conexdes e estruturas luminais e endoteliais; ndo sofrer
contragbes durante a polimerizagdo; permitir microdissec¢éo; ser resistente ao
processo de corrosdo; ser visivel durante a disseccdo com auxilio de lupa
estereoscopica; manter a configuracao estrutural durante a secagem; ser condutor
de elétrons; ndo sofrer alteragBes durante o tratamento condutivo; ser resistente ao
bombardeamento de elétrons; produzir eletromicrografias de boa qualidade e
permitir analise quantitativa. Nenhuma das resinas empregadas disponiveis
comercialmente preenche todos estes requisitos (LAMETSCHWANDTNER,;
LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990).
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Martin-Orti et al. (1999) compararam a penetrabilidade e a resisténcia
dos modelos vasculares obtidos de diferentes tipos de resina Mercox® & tenséo de
aceleracdo de elétrons provenientes do microscopio eletrénico de varredura. Os
autores utilizaram as resinas Cl clear, CI-2B blue, CI-2R red e CI-2Y yellow e
observaram que a resina Cl clear apresentava melhor penetrabilidade e maior
resisténcia a tensdo de aceleracdo de elétrons, em relacdo as demais resinas
testadas. Além disso, notaram que a impressao dos nucleos das células endoteliais
ocorria com mais frequiéncia na superficie dos modelos vasculares moldados com
resina Cl clear. Observaram, também, que a polimerizacdo das resinas CI-2B blue,

CI-2R red néo era tdo homogénea.

A Batson® 17 é outra resina utilizada para a moldagem vascular
(BELISLE; SAINTE-MARIE, 1990; MARTIN-ORTI et al., 1999). Martin-Orti et al.
(1999) observaram que a penetrabilidade da resina Batson® 17 era menor e que néo
havia nenhuma diferenca em termos de resisténcia a tensdo de aceleracdo de
elétrons, quando comparada aos diferentes tipos de resina Mercox®. Quando as
resinas Batson® 17 e Mercox® foram empregadas na forma diluida, os modelos

apresentaram boa resisténcia a aceleracao de elétrons.

Ha pesquisadores (YU et al., 1992; SUGIOKA; IKE, 1993; YU et al.,
1994; OKADA; AHARINEJAD, 1997; CHEN; ZHANG; DUAN, 2003) que preparam a
formulacdo da resina a ser utilizada para a moldagem vascular, ndo empregando
resinas disponiveis comercialmente. Outros, utilizam a resina Mercox® diluida com o
mondmero de metilmetacrilato para execucdo da moldagem vascular de diferentes
estruturas anatbmicas, tais como tubulos mesonéfricos do rim de embrides de
galinha (CARRETERO et al., 1993), lingua de rato Wistar (SELLISETH; SELVIG,
1993), rim de rato (AHARINEJAD; BOCK, 1994), gonada de embrides de galinha
(PEREZ-APARICIO et al., 1996), ouvido de coelho (NINOMIYA, 2000), olhos de
hamster (NINOMIYA; INOMATA, 2005) e trajeto de erupcdo de molares de ratos
Fischer 344 (PITHAN, 2005).

De acordo com Lametschwandtner, Lametschwandtner e Weiger
(1990), quanto menor for a viscosidade da resina para a moldagem vascular, maior
sera a sua contracdo durante a polimerizacdo. As resinas diluidas se contraem mais

do que as resinas nao diluidas.
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Martin-Orti et al. (1999) observaram boa penetrabilidade durante a
perfusdo das resinas Mercox® ou Batson® diluidas. Os modelos vasculares obtidos a
partir destas resinas apresentaram alta resolugédo para a impresséo dos nucleos das
células endoteliais ao serem analisados pela MEV.

Para que a moldagem fiqgue homogénea, € necessario que a perfuséo
seja realizada com uma velocidade de injecdo ideal. Assim, se a velocidade de
injecao for lenta, a moldagem do sistema vascular fica incompleta; caso a velocidade
de injecdo seja rapida, ocorre a ruptura dos vasos (LAMETSCHWANDTNER;
LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990).

A perfusdo da resina contida na seringa para a moldagem vascular,
assim como na lavagem vascular, pode ser feita manualmente (FUJIMURA,
NOZAKA, 1991; OJIMA et al.,, 1996a; OJIMA et al.,, 1997; NINOMIYA, 2000;
MOTOYAMA; WATANABE, 2001; BORBA, 2004; KRAETHER NETO, 2005;
NINOMIYA; INOMATA, 2005) ou com o auxilio de um perfusor que mantém a
velocidade de injecdo constante (BELISLE; SAINTE-MARIE, 1990; SANGIORGI et
al., 2004; McMULLAN; HANLEY; RIEMER, 2004; PITHAN, 2005).

Quando se utiliza o perfusor para perfundir a resina, pode ser
necessario o ajuste da velocidade de injecdo para que se obtenha boa replicacédo
dos modelos vasculares da estrutura-alvo (BELISLE; SAINTE-MARIE, 1990;
McMULLAN; HANLEY; RIEMER, 2004; PITHAN, 2005). De acordo com
Lametschwandtner, Lametschwandtner e Weiger (1990), a velocidade de perfusao
da resina é ideal quando, ap6s a perfusdo, o nariz do animal se apresenta sem
secrec¢les e os olhos com a coloracdo semelhante a da resina. Se a velocidade for

muito rapida, pode ocorrer ruptura de vasos e extravasamento de resina.

De acordo com Pithan (2005), apés a completa moldagem vascular
com resina, 0s animais devem ser mantidos sem manipulacdo, por no minimo, 30
minutos. Para Lametschwandtner, Lametschwandtner e Weiger (1990), apés este
periodo, os animais devem ser submersos em agua com temperatura variando entre
40 e 60°C, por um periodo entre 30 minutos e 24 horas. Este periodo é essencial

para que ocorra a completa polimerizacéo da resina.
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2.1.1.3 Corrosao

A corrosdo é a dissolucdo dos tecidos circunjacentes a moldagem,
sendo realizada pelas solu¢des de hidroxido de sddio (NaOH) e de hidréxido de
potassio (KOH), associadas ou ndo a detergentes em diferentes concentracdes
(HODDE; STEEBER,; ALBRECHT, 1990; LAMETSCHWANDTNER;
LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990).

Para que o processo de corrosdo seja mais rapido, Lametschwandtner,
Lametschwandtner e Weiger (1990) recomendam que 0S espécimes, juntamente
com a solucéo utilizada para a corrosdo, sejam mantidos em temperatura constante
de 40°C.

Sims e Albrecht (1993) compararam a corrosao de fragmentos de
figado, traquéia e tecido adiposo em diferentes concentracdes de KOH e NaOH (1%,
5% e 20%). Para o tecido adiposo, as solu¢des de NaOH (1%, 2%, 3%, 5%, 10%,
20% e 40%) foram associadas a detergentes. Os autores submergiram os tecidos
nas solugdes, filtraram e pesaram os fragmentos solubilizados em diferentes tempos.
Adicionalmente, rim de camundongo moldado com resina, foi corroido para se testar
a eficacia das solucdes corrosivas. Os resultados mostraram que o figado foi
corroido mais rapidamente em solu¢des de NaOH 1% e 5% e KOH 1% e 20%. Na
corrosdo da tragquéia, tecido rico em proteina, o NaOH ou KOH nas concentracfes
de 5%, 10% e 20% foram igualmente eficazes apOs oito horas de corrosdo. A
utiizacdo de detergente auxiliou a solubilizacdo do tecido adiposo nas
concentracdes de 2%, 3% e 5% de NaOH. Além disso, quando o tecido adiposo se
encontrava submerso apenas na solucdo de NaOH 1%, sua solubilizacdo foi mais
rapida. No fragmento de rim, a corroséo utilizando a solucdo de NaOH 1% foi téo

eficaz quanto a solucdo KOH 15%.

De acordo com Hodde, Steeber e Albrecht (1990), o tempo necessario
para que ocorra a corrosdo € menor quando os espécimes nao tém o0s seus vasos
pré-fixados. Para constatar isso, 0s autores avaliaram a eficacia do processo de

corrosdo de 6rgédos pré-fixados e nao fixados de camundongos durante a etapa de
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pré-tratamento. A solucdo empregada para a corrosédo foi NaOH nas concentracdes
de 5%, 6%, 7%, 7,5%, 8%, 9%, 10% e 40% associadas ou ndo a um detergente.
Durante o processo de corrosdo, as solugdes, juntamente com os espécimes, foram
mantidas em temperatura de 45°C, com a troca a cada 12 horas. Os resultados
mostraram que a corrosao dos espécimes submersos em solucdo de NaOH 40% foi
minima, devido as ligacGes protéicas cruzadas ou a saponificacdo. Os autores
verificaram que as solugdes de NaOH com concentragdes entre 5 e 10%
apresentaram acdo corrosiva semelhante. Porém, esta acdo foi potencializada

quando as solucbes de NaOH estavam associadas a detergentes.

Selliseth e Selvig (1993) realizaram a corrosdo de lingua de ratos
Wistar jovens com a solu¢do de KOH 15%, a temperatura de 50°C. O tempo para
que ocorresse a completa corrosao das linguas variou entre 15 e 20 horas.

Ojima et al. (1996b) corroeram linguas de gato e coelho, utilizando
solucbes de NaOH 20% ou KOH 20%, a temperatura ambiente, por mais de trés

horas.

Ojima et al. (1996a, 1997) efetuaram o processo da corrosao de lingua
de ratos Wistar adultos com solu¢gdes de NaOH 5% ou de KOH 5%, a temperatura

de 40°C por um periodo de 24 horas, com realizacdo de duas trocas das solucdes.

Makiyama et al. (1998a, 1998b) utilizaram a solugdo de NaOH 20%
para corroer linguas de ratos Wistar jovens, a temperatura ambiente, por um periodo

de quatro dias com duas trocas diarias.

Motoyama e Watanabe (2001) realizaram a corrosdo das linguas de
ratos Wistar adultos com a solucdo de NaOH 10%, a temperatura ambiente, por um
periodo de cinco dias. Os autores nao relataram a freqiiéncia de troca da solucéo de
NaOH.

Kraether Neto (2005) empregou a solucdo de NaOH 1% para a
corrosdo de lingua de ratos Wistar adultos, a temperatura de 45°C. A cada oito
horas foi realizada a lavagem dos espécimes com agua destilada a 45°C. Nao foi

mencionado o0 tempo necessario para que ocorresse a corrosao da lingua.
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Pithan (2005) submergiu os espécimes em solucdo de KOH 7,5%, a

temperatura de 40°C, por oito horas.

2.1.1.4 Disseccéao

A disseccdo da estrutura a ser analisada pode ocorrer antes, durante
ou apoés a corrosdo (LAMETSCHWANDTNER; LAMETSCHWANDTNER; WEIGER,
1990). Selliseth e Selvig (1993), Ohshima, Yoshima e Kobayashi (1990), Strek et al.
(1995), Okada e Aharinejad (1997), Makiyama et al. (1998a, 1998b), Ojima (2001) e
Kraether Neto (2005) dissecaram linguas moldadas com resina para a analise da
angioarquitetura da superficie dorsal destas antes de se iniciar o processo de

COrrosao.

Pithan (2005), avaliando alteracdes do plexo vascular no tecido
conjuntivo que se interpde no trajeto de erup¢ao de molares de ratos Fisher 344 com
10, 13 e 16 dias de vida, realizou a disseccdo de suas amostras ap0s a corrosao,
com o auxilio de lupa estereoscopica, devido ao tamanho dos animais e da

localizac&o da regido avaliada.

2.1.1.5 Secagem

Antes do inicio da secagem, o0s espécimes corroidos podem ser
submersos em agua (OHSHIMA; YOSHIMA; KOBAYASHI, 1990; DeRUITER et al.,
1991; OJIMA et al., 1996a, 1996b, 1997), em solucéo de &cido férmico 5% por cinco
ou 30 minutos (SELLISETH; SELVIG, 1993, KRAETHER NETO, 2005), em solucéo
de acido cloridrico (HCI) associada a colagenase (MOTOYAMA; WATANABE, 2001)
e em concentracdes crescentes de alcool (SELLISETH; SELVIG, 1995b; EL-
AGROUDI; SELLISETH; SELVIG, 1998).
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Os espécimes podem ser secos por exposicdo ao ar, por congelamento
e por ponto critico. A escolha de um desses métodos de secagem depende da
angioarquitetura do espécime e da disponibilidade de equipamentos do laboratorio
(LAMETSCHWANDTNER; LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990).

A exposicdo do espécime ao ar € um método de secagem simples e
freqlentemente utilizado (HODDE; STEEBER; ALBRECHT, 1990;
LAMETSCHWANDTNER; LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990; OHSHIMA,;
YOSHIMA; KOBAYASHI, 1990; DeRUITER et al.,, 1991; CHEN; ZHANG; DUAN,
2003). Uma das desvantagens do método de secagem por exposicdo ao ar € a alta
tensdo que a superficie da trama vascular dos espécimes suporta quando a agua se
evapora, devendo o método ser utilizado em modelos com trama vascular estavel
(LAMETSCHWANDTNER; LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990). Para
minimizar a tensdo superficial durante a secagem, € recomendado que O0s
espécimes sejam submersos em solucdes que, ao evaporarem, promovam baixa
tensdo superficial nos mesmos, tais como solu¢gbes com concentracdes crescentes
de alcool (LAMETSCHWANDTNER; LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990;
SELLISETH; SELVIG, 1995b; EL-AGROUDI; SELLISETH; SELVIG, 1998).

Selliseth e Selvig (1993), ao estudarem a vascularizacdo da superficie
dorsal da lingua de rato Wistar, submergiram as linguas corroidas em solugédo de
acido férmico 10%, por cinco minutos. Em seguida, as mesmas foram desidratadas
em solucbes com concentracdes crescentes de alcool e expostas ao ar para

secagem.

Apoés a corrosao, Kraether Neto (2005) submergiu as linguas de ratos
Wistar em solucdo de acido férmico 5% por 30 minutos, seguida de lavagem em

agua deionizada e secas ao ar, a temperatura ambiente.

De acordo com Lametschwandtner, Lametschwandtner e Weiger
(1990), a secagem dos espécimes também pode ser feita em uma incubadora. No
estudo da vascularizacéo da superficie dorsal da lingua de rato, Ojima et al. (1996a)
realizaram a secagem dos espécimes em incubadora, a temperatura de 55°C por um

dia. Chen, Zhang e Duan (2003) substituiram a incubadora pela estufa, a



Revisao de Literatura 42

temperatura de 40°C, por 48 horas, para a secagem dos espécimes de intestino de

rato.

O método de secagem por congelamento, também conhecido por
liofilizagdo, € o processo de secagem e de eliminagdo de substancias volateis
realizado em temperatura baixa e sob pressédo reduzida (FERREIRA, 1994). Este
método também pode ser utilizado para os modelos vasculares de corroséao
(LAMETSCHWANDTNER,; LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990;
LAMETSCHWANDTNER et al., 2004; PITHAN, 2005), sendo que sua desvantagem

€ a necessidade de equipamento especifico.

Pithan (2005), ap6s manter as maxilas e mandibulas corroidas
submersas em acido férmico a 10% por cinco minutos e realizar a lavagem dos
espécimes em agua destilada para eliminar o acido férmico, congelou os espécimes
submersos em agua destilada e secou-os com o auxilio de um aparelho de
liofilizacdo. O tempo de secagem dos espécimes variou entre um e trés dias. O
aparelho foi desligado quando nao havia a presengca de gelo circundando os

espécimes, pois a auséncia de gelo indica o término da secagem.

O método de secagem por ponto critico (PEREZ-APARICIO et al. 1996;
SANGIORGI et al., 2004), raramente utilizado em espécimes vasculares, utiliza um
aparelho especifico onde os espécimes ficam submersos em liquidos volateis, como
a acetona. Sob determinada presséao, ocorre a evaporacao do liquido e subseqiente
secagem dos espécimes. Quando realizado o referido método, a montagem dos
espécimes sobre a plataforma de aluminio pode ocorrer antes dos mesmos serem
submetidos ao ponto critico (LAMETSCHWANDTNER, LAMETSCHWANDTNER,;
WEIGER, 1990).

2.1.1.6 Montagem e tratamento condutivo

Uma vez que 0s espécimes sdo constituidos por material que néo

conduz elétrons, eles devem ser montados em uma plataforma metalica, que pode
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ser de aluminio, para receberem o tratamento condutivo (LAMETSCHWANDTNER,;
LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990; BELZ; AUCHTERLONIE, 1995;
NINOMIYA; INOMATA, 2005). A montagem sobre a plataforma metélica tem por
finalidade a fixagcdo dos espécimes, facilitando a manipulacdo dos mesmos. Além
disso, a plataforma metalica juntamente com a camada condutiva facilita o
deslocamento dos elétrons sobre a superficie do espécime e previne o carregamento
de elétrons nos mesmos (LAMETSCHWANDTNER; LAMETSCHWANDTNER,;
WEIGER, 1990). A camada condutiva permite a emissdo adequada de elétrons
secundarios a partir do espécime para gerar sinal suficiente, formando uma imagem
nitida no microscopio eletronico de varredura (BELZ; AUCHTERLONIE, 1995).

Para a fixacdo dos espécimes corroidos sobre a plataforma de
aluminio, utiliza-se fita de prata (BELISLE; SAINTE-MARIE, 1990; SELLISETH;
SELVIG, 1995b; EL-AGROUDI; SELLISETH; SELVIG, 1998) ou fita adesiva
(MAKIYAMA et al., 1998a; SANGIORGI et al., 2004), que podem estar associadas
ao coldide de prata (BELISLE; SAINTE-MARIE, 1990) ou resina epoxy (HODDE;
STEEBER; ALBRECHT, 1990).

Para a fixacdo do espécime sobre a plataforma metalica,
Lametschwandtner, Lametschwandtner e Weiger (1990) ndo indicam o emprego de
coloide de prata, uma vez que 0s espécimes sdo constituidos por uma trama
vascular porosa e densamente compacta que absorve 0 mesmo. Assim, parte do
espécime é perdida porque se encontra impregnada pelo coloide de prata, ndo
podendo ser analisado em MEV. Além disso, 0s espécimes ndo podem ser

removidos das plataformas sem que haja fratura dos seus modelos vasculares.

Lametschwandtner et al. (1980) preconizaram um método alternativo,
denominado “técnica da ponte condutiva” para a fixacdo dos espécimes que
dispensa a utilizacdo de colbide de prata sobre a plataforma de aluminio. Quando a
“técnica da ponte condutiva” € empregada, ha possibilidade de realizar a remocéao
do espécime da plataforma de aluminio sem fraturas e a remontagem do mesmo em
outra posicdo. Outra vantagem oferecida por essa técnica, € a reducdo do
carregamento de elétrons nos espécimes durante a andlise por MEV
(LAMETSCHWANDTNER; LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990; HARINEJAD;
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BOCK, 1994; PIETTE; LAMETSCHWANDTNER, 1994; STREK et al., 1995;
SANGIORGI et al., 2004; PITHAN, 2005).

Como a resina que constitui os modelos vasculares dos espécimes nao
conduz elétrons, é necessario que se faca o revestimento destes com uma camada
metalica. Com a adicdo desta camada, ha conducéo de elétrons primarios sobre as
superficies dos espécimes e a producdo de elétrons secundarios capazes de gerar
sinal suficiente para a formacdo da imagem no microscopio eletrénico de varredura
(LAMETSCHWANDTNER; LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990; BELZ,
AUCHTERLONIE, 1995). As pontes condutivas e as camadas condutivas permitem
a adequada conducdo de elétrons e contribuem para a formacdo de uma
eletromicrografia de boa qualidade (LAMETSCHWANDTNER et al., 1980;
LAMETSCHWANDTNER; LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990).

Os espécimes corroidos podem ser revestidos com ouro (TAKAHASHI,
KISHI; KIM, 1982; NOBUTO et al., 1987; OHSHIMA; YOSHIMA; KOBAYASHI, 1990;
PHILLIPS; WHITEHEAD; KNIGHTON, 1991; OHTA et al.,, 1992; SELLISETH;
SELVIG, 1993; STREK et al., 1995; PEREZ-APARICIO et al., 1996; MAKIYAMA et
al., 1998a, 1998b; LAMETSCHWANDTNER et al., 2004; SANGIORGI et al. 2004),
paladio (KISHI; TAKAHASHI; TROWBRIDGE, 1990; KOGUSHI et al.,, 1988;
FUJIMURA; NOZAKA, 1991; OJIMA et al.,, 2001), palddio e ouro (HODDE;
STEEBER; ALBRECHT, 1990; OJIMA et al., 1996a, 1996b, 1997), carbono e ouro
(PIETTE; LAMETSCHWANDTNER, 1994; PITHAN, 2005).

Belz e Auchterlonie (1995) investigaram o emprego de paladio, cromo,
e ouro no revestimento dos modelos vasculares de tecido linféide para andlise em
MEV. Os autores seguiram parametros especificos de corrente elétrica, voltagem e
tempo de deposicao do revestimento, os quais variaram de acordo com cada tipo de
revestimento e de equipamento empregado. Os resultados mostraram amplas areas
de carregamento nas eletromicrografias de modelos vasculares revestidos com ouro
por 4 minutos. Porém, ao se aumentar o tempo de deposicdo do revestimento para
10 ou 14 minutos, o carregamento de elétrons foi menos intenso. Nos modelos
vasculares revestidos com paladio, os autores observaram que as eletromicrografias
formadas com velocidade de varredura lenta freqlientemente apresentaram linhas de

carregamento. Quando a velocidade de varredura foi aumentada, as linhas de
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carregamento foram praticamente ausentes nos modelos revestidos com cromo

exibiram carregamento insignificante e estabilidade térmica maxima.

2.1.1.7 Andlise por MEV

A plataforma de aluminio com o espécime montado e revestido deve
ser cuidadosamente manipulada, por meio de uma pinga especifica, durante o seu
acondicionamento no interior da camara do microscépio eletrdnico de varredura. O
pequeno tamanho desta camara e o potencial de carregamento de elétrons sobre a
superficie do espécime apos o vacuo sao algumas das limitacbes encontradas
durante o acondicionamento e a analise do espécime por MEV
(LAMETSCHWANDTNER; LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990). Essas
limitacbes podem ser minimizadas pela realizacdo prévia da disseccdo e de um

cuidadoso tratamento condutivo dos espécimes.

A adequada aceleracdo de voltagem do microscépio eletrbnico de
varredura favorece o deslocamento do feixe de elétrons sobre a superficie do
espécime. A aceleracdo de voltagem aplicada sobre os modelos vasculares da
superficie dorsal da lingua de diferentes animais foi de 5kV (YU et al. 1992; OJIMA
et al.,, 1996a, 1997; OJIMA, 2001), 10kV (MAKIYAMA et al., 1998a, 1998b;
MOTOYAMA; WATANABE, 2001), 15kV (OKADA; AHARINEJAD, 1997), 20kV
(KRAETHER NETO, 2005) ou variou entre 5 e 10kV (SELLISETH; SELVIG, 1993;
OJIMA et al., 1996b), 5 e 15kV (OHSHIMA; YOSHIMA; KOBAYASHI, 1990), 20 e
25kV (STREK et al., 1995).

Lametschwandtner, Lametschwandtner e Weiger (1990) recomendam o
uso de baixa aceleracdo de voltagem, variando entre 5 e 10kV, durante a analise de
modelos vasculares, exceto em aumentos acima de 2000 vezes, para que nao
ocorram danos térmicos, carregamento e deformacdo dos delicados modelos

vasculares.
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Martin-Orti et al. (1999) constataram que os modelos vasculares de
resina Mercox® diluida apresentaram boa resisténcia quando no emprego de uma
alta aceleracado de voltagem, 20kV, comparada com baixa aceleracdo, variando
entre 5 e10kV.

Segundo Castenholz (1989), para a realizacdo de uma correta
interpretacdo das estruturas vasculares observadas nas eletromicrografias, é
necessario a obtencdo de modelos vasculares de boa qualidade e de conhecimento
por parte do pesquisador das caracteristicas citoldgicas, histolégicas e funcionais

dos vasos.

As eletromicrografias de varredura de arteriolas, vénulas, artérias,
veias e alcas capilares obtidas pela técnica de moldagem vascular seguida de
corrosao fornecem imagens tridimensionais individualizadas destas estruturas. Estas
imagens proporcionam informacdes especificas dos modelos vasculares como o
diametro vascular e a impressao das células endoteliais na superficie dos modelos
(HODDE; STEEBER; ALBRECHT, 1990; KONERDING, 1991).

7z

A analise dos modelos de corrosdo vascular é principalmente
descritiva. Os termos empregados na descricdo sao subjetivos, qualitativos e
algumas vezes dubios (KONERDING, 1991). Uma interpretacao tipicamente errbnea
ocorre em modelos vasculares com extremidades cegas. Segundo Grunt et al.
(1985), como regra, o fendmeno dos modelos vasculares com extremidades cegas,
que representam a porcéao final do trajeto de varios vasos, ocorre devido a uma das
seguintes razfes: preenchimento incompleto do sistema vascular, fratura da
extremidade do modelo vascular, compressao vascular ou crescimento capilar

proliferativo.

A trama dos modelos vasculares também pode ser analisada
guantitativamente, tanto pelo sistema morfométrico bidimensional quanto pelo
tridimensional (MINNICH et al., 2001). Ao estudarem os modelos vasculares de um
segmento da veia safena de idosos, Lametschwandtner et al. (2004) realizaram uma
analise qualitativa e quantitativa pelo sistema morfométrico tridimensional de vasa

vasorum desta veia safena. Os autores quantificaram o didmetro vascular, distancia
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intervascular, distancia entre as ramificacdes e angulos de ramificacbes das artérias

e vénulas que compunham os vasa vasorum.

2.1.2 Vantagens e desvantagens da técnica

A imagem tridimensional da distribuicdo vascular de tecidos e 6rgaos
fornecida pela MEV é uma vantagem especifica da técnica de moldagem vascular
seguida de corrosdo (KONERDING, 1991; HOSSLER; DOUGLAS, 2001). As tramas
vasculares obtidas sdo verdadeiras réplicas da angioarquitetura do o6rgdo ou da
regido anatébmica em estudo. Segundo Konerding (1991), é a profundidade de foco
da MEV que proporciona a obtencdo da imagem tridimensional durante a andlise

dos modelos vasculares.

Espécimes grandes podem ser acondicionados na camara do
microscopio eletrénico de varredura (KONERDING, 1991), o que possibilita a analise
da arquitetura vascular de todo o 6rgdo (SUGIOKA; IKE, 1993; HOSSLER;
DOUGLAS, 2001). Alguns dispositivos da camara permitem a manipulagéao
posicional do espécime em diferentes angulacdes durante a analise (KONERDING;
1991). Essa vantagem da técnica foi confirmada no estudo da arquitetura vascular
do palato de rato Wistar, espécime relativamente grande, realizado por Sugioka e Ike
(1993).

Segundo Patan et al. (1992), outra vantagem oferecida pela técnica de
modelo de corrosdo vascular, € a possibilidade de verificar a ocorréncia da
angiogénese por intussuscepcdo nos modelos vasculares de diferentes 6rgéos e

processos patolégicos.

Os espécimes obtidos sdo formados por uma trama de modelos
vasculares sem o tecido de sustentacdo, o que constitui uma desvantagem da
técnica. No entanto, essa desvantagem pode ser compensada com o emprego de
cortes histolégicos analisados em microscopia de luz (DeRUITER et al., 1991,

SUGIOKA; IKE, 1993) ou em microscopia eletronica de transmissao (MET). Assim,
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as demais técnicas histologicas disponiveis podem complementar a analise das

estruturas circunjacentes que foram corroidas.

DeRuiter et al. (1991) empregaram a combinagcdo das técnicas de
modelo de corrosdo vascular e marcagdo imunoistoquimica com um anticorpo
monoclonal especifico para células endoteliais (MB1l), para estudo do
desenvolvimento do sistema vascular de embrides de aves. A combinacao das duas
técnicas proporcionou o conhecimento da morfologia dos vasos neoformados e da
estrutura molecular das células endoteliais, responsaveis pela neoformacao

vascular.

Yu et al. (1992) associaram a técnica de moldagem vascular seguida
de corrosdo com a técnica de injecdo da solugdo de tinta da India no sistema
vascular para o estudo da microvascularizacdo da mucosa do dorso da lingua de
cadaveres de criancas possuindo entre seis meses e dois anos de idade. Os cortes
histologicos obtidos apds a injecdo da solucdo de tinta da india, que cora o limen
vascular de preto, proporcionam uma analise bidimensional do sistema vascular.
Essa analise foi complementada com imagens tridimensionais dos modelos

vasculares fornecidas pela MEV.

Sugioka e lke (1993) estudaram a vascularizacdo da mucosa do palato
de ratos Wistar pela corrosdo e cortes histolégicos corados por hematoxilina e

eosina.

Outra desvantagem da técnica de moldagem vascular seguida de
corrosdo € o fato de os espécimes corroidos serem constituidos por modelos
vasculares fridveis, o que requer atencéo e cuidado especial durante a manipulacéo
e o transporte dos mesmos. Carretero et al. (1993) recomendaram a inclusdo dos
modelos vasculares em gelatina com a finalidade de diminuir os danos que sao
provocados pelo atrito do espécime corroido com as paredes do recipiente durante o

transporte.
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2.2 Lingua

A lingua é um o6rgdo muscular, localizado no assoalho da cavidade
oral, que se encontra presa por musculos extrinsecos ao 0sso hidide, a mandibula,
ao processo estildide e a faringe (GARDNER; GRAY; O'RAHILLY, 1988; MADEIRA,
2001). Além dos musculos esqueléticos, a lingua é constituida por tecido conjuntivo
(KISHI; TAKAHASHI; TROWBRIDGE, 1990) e encontra-se revestida pela mucosa
(GARDNER; GRAY; O'RAHILLY, 1988; MADEIRA, 2001). As principais funcbes da
lingua sdo gustacdo, mastigacdo, degluticdo, fala e também regulacdo da
temperatura em alguns animais (GARDNER; GRAY; O RAHILLY, 1988; OHSHIMA,;
YOSHIMA; KOBAYASHI, 1990).

A lingua é dividida internamente em duas metades por um septo
fibroso que se prende ao osso hidide. O septo lingual faz uma separacdo medial
incompleta do corpo lingual, sendo mais desenvolvido no centro. Em cada metade
h&a uma série de musculos que podem ser divididos em intrinsecos e extrinsecos
(MADEIRA, 2001; ROSENBAUER et al., 2001; SAITO; ITOH, 2003). Os musculos
intrinsecos da lingua tém sua origem e inser¢cdo em estruturas do tecido conjuntivo
da prépria lingua como o septo fibroso ou a aponeurose lingual (ROSENBAUER et
al., 2001; SAITO; ITOH, 2003).

Quanto a fungéo de cada feixe de musculo intrinseco, Abe et al. (2002)
sugeriram que os musculos longitudinal inferior e superior da lingua a contraem no
sentido sagital. O musculo transverso faz o alongamento e o estreitamento da

lingua, ao passo que o musculo vertical é responsavel pelo achatamento da mesma.

Saito e Itoh (2003) avaliaram pela MEV a arquitetura tridimensional de
cada camada das fibras musculares do musculo longitudinal da lingua, para elucidar
como o arranjo dos musculos intrinsecos estava envolvido nas func¢des linguais.
Para isso, as fibras musculares da parte anterior da lingua de coelhos machos foram
maceradas quimicamente. O principio de acdo do método de maceracdo quimica é
realizar a digestdo das fibras de tecido conjuntivo existente entre as fibras

musculares. Os resultados mostraram que os feixes dos muasculos longitudinal e
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transverso em diferentes direcbes podem ser distinglidos na analise do corte
coronal da porcdo anterior da lingua. Os autores sugeriram que os trés musculos
intrinsecos linguais sdo entrelagados uns aos outros, sendo que o musculo
longitudinal, por meio de seus feixes de fibras bifurcadas ou ramificadas, é
firmemente ligado aos outros musculos. A interligacdo entre os referidos musculos
pode ser responsavel pelo enrijecimento da superficie dorsal da lingua, que ocorre

durante a mastigagao e a degluticao do bolo alimentar.

A lingua é dividida em trés tercos, sendo que o dorso, as margens, a
superficie ventral e o apice fazem parte dos seus dois ter¢os anteriores, e a base ou

raiz tem sido referida como parte do terco posterior (MADEIRA, 2001).

Tendo em vista que a estrutura da mucosa lingual varia de acordo com
a sua localizacdo anatomica, existem dois tipos de mucosa lingual: mucosa
especializada, encontrada na superficie dorsal da lingua e que contém botbes
gustativos; e mucosa de revestimento, associada a superficie ventral da lingua
(KISHI; TAKAHASHI; TROWBRIDGE, 1990; YU et al.,, 1994). Desta forma, as
caracteristicas morfoldgicas da vascularizacdo da mucosa lingual dependem do tipo

de mucosa e da estrutura da mucosa lingual em analise.

O dorso da lingua apresenta forma convexa e relaciona-se com o
palato. A mucosa da superficie dorsal da lingua é caracterizada pela presenca de
diminutas papilas, as quais sao projecdes da lamina prépria da membrana mucosa
revestida por epitélio (GARDNER; GRAY; O RAHILLY, 1988), conferindo um
aspecto aveludado a esta superficie (ROSENBAUER et al., 2001).

Os tipos de papilas presentes na superficie dorsal da lingua variam de
acordo com a espécie animal. Em humanos, ha quatro tipos de papilas: as filiformes,
as fungiformes, as circunvaladas e as foliaceas (GARDNER; GRAY; O 'RAHILLY,
1988; YU et al., 1992; ROSENBAUER et al., 2001). Kishi, Takahashi e Trowbridge
(1990) observaram a presenca das papilas conicas, uma variagdo das papilas
filiformes, na mucosa da superficie dorsal da lingua de cdo. Segundo Ohshima,
Yoshima e Kobayashi (1990), as papilas filiformes estao principalmente relacionadas
com a funcdo de mastigacdo, enquanto as papilas fungiformes, foliaceas e

circunvaladas, com a funcao de gustagéo.
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Kutuzov e Sicher (1951) descreveram macroscopica e histologicamente
as papilas filiformes da superficie dorsal da lingua de ratos. As papilas foram
classificadas de acordo com o tamanho e a forma em filiformes coOnicas simples,
filiformes conicas gigantes e filiformes verdadeiras. Os resultados mostraram o
predominio das papilas filiformes conicas simples na porcédo anterior e das papilas
filiformes verdadeiras na porcdo posterior do dorso da lingua. A eminéncia
intermolar, que se localiza entre as por¢des anterior e posterior do dorso da lingua,

foi caracterizada pela presenca das papilas filiformes conicas gigantes.

Nagato et al. (1989) analisaram, pela MEV, a superficie basal do
epitélio e as projecdes papilares de tecido conjuntivo da superficie dorsal da lingua,
sem a presenca do revestimento epitelial. Para isso, os autores empregaram a
técnica que separa o tecido epitelial do conjuntivo utilizando solu¢do de HCI. Os
autores classificaram as papilas linguais em filiformes cbnicas pequenas, filiformes
conicas grandes e filiformes finas. Com base nos resultados, 0os autores sugeriram
que a funcdo primaria das papilas filiformes conicas pequenas € apreender o
alimento dentro da cavidade bucal, enquanto as papilas filiformes grandes possuem
a funcdo de amassar o alimento em coordenac&o com o palato. Ja as filiformes finas

podem fazer parte do mecanismo termorregulador do corpo.

A mucosa da superficie ventral da lingua de humanos é caracterizada
pela auséncia de papilas linguais e pela presenca do freio lingual, que consiste em
uma prega de membrana mucosa mediana que se insere no assoalho.
Bilateralmente ao freio lingual, a mucosa pode deixar aparentes 0os ramos da veia
ranina (ROSENBAUER et al., 2001). Poucos estudos relatam as caracteristicas
morfoldgicas da superficie ventral da lingua (HOFER; CASTENHOLZ; ZOLTZER,
1993).

Em 1993, Hofer, Castenholz e Zoltzer analisaram a superficie ventral
da lingua de Tupaia belangeri, mamifero insetivoro, por MEV. Neste animal, ha a
presenca de uma sublingua que, juntamente com a lingua, forma uma unidade
funcional e também evidenciaram a presenca de algumas papilas com diferentes
formas, na linha mediana da superficie ventral da lingua. O restante da superficie

ventral ndo apresentava papilas.
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2.2.1 Vascularizac¢éo da lingua

A vascularizacdo da lingua em humanos e em ratos é feita através da
artéria lingual, sendo esta um ramo da artéria carétida externa. Os ramos da artéria
lingual que irrigam a lingua s&o principalmente os ramos dorsais linguais e a artéria
profunda da lingua (GREENE, 1955; GARDNER; GRAY; O RAHILLY, 1988). Em
humanos, as veias linguais, que recebem véarias veias dorsais linguais, realizam a
drenagem da lingua e atuam como veias que acompanham quase paralelamente a
artéria lingual. A veia ranina, coberta pela mucosa e visivel bilateralmente ao freio
lingual, apos cruzar a superficie lateral do hipoglosso, une-se a veia sublingual para
formar a veia satélite do nervo hipoglosso. Esta ultima termina tanto na veia facial,
na veia lingual quanto na veia jugular interna (GARDNER; GRAY; O RAHILLY,
1988).

Segundo Kishi, Takahashi e Trowbridge (1990), a vascularizacdo da
mucosa da superficie dorsal da lingua de céo recebe seu suprimento sanguineo dos
ramos verticais da artéria lingual profunda, sendo esta artéria uma continuacdo da
artéria lingual. Juntamente com os ramos da artéria dorsal, os ramos verticais da
artéria lingual profunda formam dois plexos vasculares, o plexo vascular da

submucosa e o plexo vascular subpapilar.

2.2.1.1 Vascularizacao da lingua pela técnica de modelo de corroséo vascular

A técnica de moldagem vascular seguida de corrosdo associada a MEV
foi empregada no estudo da vascularizagdo dos musculos intrinsecos da lingua de
ratos Wistar (MOTAYAMA; WATANABE, 2001), e da superficie dorsal da lingua de
diferentes animais, tais como ratos Wistar jovens (SELLISETH; SELVIG, 1993;
MAKIYAMA et al., 1998a; KRAETHER NETO, 2005 ), ratos com deficiéncia de zinco
(OJIMA et al., 1999), coelhos jovens e idosos (LOPES et al.,, 2002), gambas
(MARTINEZ et al., 1998), gatos (OJIMA et al., 1996b), macacos (MATSUKAWA,
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OKADA, 1994); caes (KISHI; TAKAHASHI; TROWBRIDGE, 1990;0JIMA, 2001) e
humanos (YU et al., 1992).

Kishi, Takahashi e Trowbridge (1990) realizaram analise da
vascularizagdo de diferentes regides da mucosa da cavidade oral de caes, como
mucosa dorsal da lingua, gengiva, mucosa alveolar, mucosa vestibular e mucosa
palatina pela MEV. Os resultados evidenciaram que, independentemente da
localizagdo anatomica, grandes vasos localizados na submucosa dividiram em
ramos menores que penetraram na lamina prépria para formarem o plexo vascular
subpapilar composto por uma ou mais camadas vasculares. O niumero de camadas
vasculares variou de uma area da mucosa para a outra. Os autores também
observaram que a trama vascular das papilas da lamina prépria era constituida de
projecOes capilares com forma semelhante a “grampos de cabelo” ou “ferraduras”.
Em modelos vasculares da superficie dorsal da lingua, os autores observaram que
0S ramos arteriais e venosos da submucosa atravessavam a lamina prépria e
formavam o plexo vascular subpapilar, localizado mais superficialmente, composto
por duas camadas vasculares. Alguns capilares da primeira camada do plexo
subpapilar se direcionavam e penetravam para dentro dos diferentes tipos de papila
lingual. Enquanto a trama vascular da primeira camada do plexo vascular subpapilar
era constituida por vénulas e arteriolas menores, a camada secundaria que se

localizava abaixo da primeira, era composta de vénulas e arteriolas maiores.

Ohshima, Yoshima e Kobayashi (1990) analisaram a vascularizagcao
das papilas linguais de ratos Wistar em modelos vasculares pela MEV, e
distinguiram as papilas filiformes, fungiformes, foliaceas e valadas. As papilas
filiformes foram subdivididas em simples conicas, conicas gigantes e filiformes
verdadeiras. A vascularizacdo da papila filiforme simples conica era composta por
uma alca capilar simples e curva em forma de “grampo de cabelo”; a da filiforme
cOnica gigante era constituida por uma alga capilar curva e complexa, com Varios
ramos ascendentes e descendentes; a da filiforme verdadeira era composta por
duas a seis alcas capilares em forma de “grampo de cabelo” com ramos
ascendentes e descendentes. A vascularizacdo da papila fungiforme, de forma

similar a “cesta de basquete”, era constituida por varias al¢as capilares com ramos

ascendentes e poucos descendentes. Também apresentava capilares que
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circundavam botBes gustativos que se localizavam no topo da papila. A
vascularizacdo da papila folidcea, de forma semelhante a um “anel”, apresentava
alcas capilares com ramos ascendentes que faziam anastomose com a fina trama
capilar dos botBes gustativos. A vascularizacdo da papila valada era constituida de

uma trama com varias alcas capilares em forma de “grampo de cabelo”.

Yu et al. (1992) utilizaram 15 linguas de cadaveres de criancas
possuindo entre seis meses e dois anos de idade para o estudo da
microvascularizacdo do dorso da lingua. Os autores associaram a técnica de
moldagem vascular seguida de corrosdo com a técnica de injecdo da solucdo de
tinta da india no sistema vascular. Os resultados mostraram que diferentes areas da
microvascularizacdo da lingua apresentavam diferentes tipos de redes vasculares.
Na porcédo anterior do dorso da lingua, a distribuicdo das numerosas alcas capilares
foi regular e elas estavam alinhadas. As duas camadas da rede capilar subpapilar,
que se localizavam abaixo das alcas capilares, foram a camada superficial,
composta por arteriolas e vénulas que se interligava as algas papilares; e a camada
profunda, constituida por grandes arteriolas e vénulas que se conectavam
diretamente com os vasos das fibras musculares linguais. Estas camadas foram
também identificadas em cortes histolégicos obtidos pela técnica de injecdo da
solucéo de tinta da India no sistema vascular. Todas as papilas linguais mostraram
uma microvascularizacao caracterizada por alcas capilares primarias, secundarias e
terciarias. A papila filiforme apresentou varias alcas capilares terciarias em formato
de “grampo de cabelo”. A papila fungiforme apresentou angioarquitetura semelhante
a da papila filiforme sendo, porém, mais complexa e compacta. A pequena area
avascular localizada no centro da papila fungiforme, quando examinada em cortes
histoldgicos, era ocupada por tecido epitelial. Havia uma transicdo gradual entre a
papila foliacea e a filiforme. As alcas terciarias da papila foliacea eram formadas por
uma rede capilar plana ou uma rede capilar semelhante a “grampo de cabelo” na
camada vascular superficial. As alcas primarias foram observadas na base da papila
e as alcas terciarias caracterizaram a periferia da papila valada. Os autores
constataram que a morfologia das alcas terciarias ndo era semelhante a forma da

papila lingual, mas sim determinada pelas proje¢des papilares do tecido conjuntivo.
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Selliseth e Selvig (1993) estudaram a vascularizacdo da superficie
dorsal da lingua de ratos Wistar adultos pela técnica de moldagem vascular seguida
de corrosdo associada a MEV. Em espécimes seccionados transversalmente, o0s
autores observaram que a vascularizacdo da lamina prépria das papilas linguais
apresentava-se dividida em quatro camadas com caracteristicas morfologicas
distintas. As alcas capilares irregulares e finas estavam presentes na primeira
camada; na segunda camada, foram observados capilares paralelos, um ascendente
com diametro constante e outro descendente com diametro crescente na dire¢do do
final venoso, e uma constricdo na sua base. Os plexos venosos dessas duas
camadas drenavam para a terceira camada subjacente. A quarta camada da lamina
prépria da papila lingual, a mais profunda de todas, era constituida pelas arteriolas
ascendentes da camada muscular da lingua que se ramificaram para nutrir as alcas
capilares na lamina prépria. Os autores verificaram que a lamina prépria da
superficie dorsal da lingua é densamente vascularizada e que a organizacado de sua

vascularizacao reflete a funcao especializada deste 6rgéo.

A vascularizacdo da superficie dorsal da lingua de fetos humanos foi
descrita por Strek et al. (1995), pela técnica de modelo de corrosao vascular. Os
autores utilizaram quatro fetos sem malformacdes ou anomalias vasculares, entre 18
e 21 semanas de gestacdo, obtidos apds aborto espontaneo. Os modelos
vasculares mostraram que a mucosa da superficie dorsal da lingua é nutrida pelos
ramos vasculares que emergem da camada muscular e dos ramos dorsal posterior e
anterior da artéria lingual localizados superficialmente. A vascularizacdo da
superficie dorsal da lingua em desenvolvimento é composta por trés camadas:
capilares que formam o sistema vascular das papilas linguais; arteriolas e vénulas
que constituem trama capilar subpapilar e vasos calibrosos que formam o plexo
denso da camada mais profunda. Os vasos da camada profunda localizados no
corpo da lingua sdo paralelos entre si, apresentando angulos agudos na linha
mediana de padrao semelhante a “espinha de peixe” com direcionamento para a
regido posterior. No apice e na base da lingua, o arranjo dos vasos profundos é
irregular. As papilas filiformes foram divididas em dois tipos: papilas filiformes que se
encontravam na maior parte da superficie, constituidas por um vaso aferente e um
eferente, conectados por um plexo apical; e papilas filiformes presentes na porcao

posterior da lingua, que apresentavam vascularizacdo mais complexa, composta por
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alcas capilares primarias, secundarias e terciarias nutridas por arteriolas e drenadas
por vénulas dilatadas. A vascularizacdo das papilas fungiformes, distribuidas entre
as papilas filiformes, foi caracterizada pela presenca de um plexo subepitelial de
formato cilindrico e amplo, e de uma area avascular no centro da papila. As papilas
foliaceas apresentavam uma arteriola e uma vénula, orientadas longitudinalmente,
cobertas por uma trama irregular de capilares subepiteliais. J& a vascularizacdo das
papilas valadas possui arranjo vascular complexo, constituido por varios ramos
ascendentes e descendentes localizados em sua base, que se bifurcaram em ramos
secundarios e terciarios, interconectados por um denso plexo de capilares
superficiais. O arranjo vascular das papilas linguais de fetos, mostrou-se semelhante
a vascularizacdo das papilas fungiformes, valadas e foliaceas de criancas. Porém,

as papilas filiformes se encontravam pouco desenvolvidas nos fetos.

Ojima et al. (1996a) avaliaram as papilas conicas pequenas (PCP) das
papilas filiformes presentes na superficie dorsal da lingua de ratos Wistar. As PCP
foram divididas em tipo I, tipo Il e tipo Ill, de acordo com o tamanho, a forma e o
padrdo de distribuicdo na superficie dorsal da lingua. PCP do tipo | apresentaram
extremidades simples com alcga capilar semelhante a “grampo de cabelo” com ramos
ascendentes e descendentes. PCP do tipo Il estavam localizadas entre as papilas do
tipo | e Ill. Para os autores, o papel primario das PCP na regido anterior da superficie
dorsal da lingua de ratos € participar na fixacdo do alimento e auxiliar o transporte

do bolo alimentar para a orofaringe.

Ojima et al. (1996b) compararam caracteristicas morfolégicas e
funcionais das papilas filiformes em modelos vasculares de linguas de 38 gatos e de
36 coelhos pela MEV. Na lingua de gato, as papilas filiformes apresentaram um
processo principal circundado por varios pares de processos acessorios. Essas
papilas foram classificadas em cinco tipos, de acordo com a forma, o tamanho e o
namero de processos que as compunham. As papilas do tipo | e lll apresentaram a
base do processo principal ampla e pequena respectivamente. O processo principal
era composto por ramos ascendentes e descendentes, e a face concava da trama
estava direcionada para a regiao posterior. Nas papilas filiformes do tipo | existem de
seis a oito pares de processos acessorios; nas do tipo Il, de cinco a sete pares; nas
do tipo lll, de quatro a cinco pares. Além disso, 0s autores observaram a auséncia
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de papilas filiformes no &pice e nas bordas laterais da regido anterior do dorso da
lingua de gato. Ja& na lingua de coelhos, as papilas filiformes revestiram toda a
superficie dorsal, ndo apresentando processos acessoérios com inclinacdo para a
regido anterior. Os autores observaram que, no gato, animal carnivoro, as papilas
filiformes eram necessarias para reter o alimento durante a sua apreenséao, e, no

coelho, animal herbivoro, estas papilas auxiliavam na mastigacao.

Ojima et al. (1997) analisaram por MEV o padrédo de distribuicdo, a
forma e a vascularizacdo das papilas fungiformes em modelos vasculares de ratos
Wistar. Ao exame macroscopico, 0os autores observaram que as papilas fungiformes
estavam esporadicamente presentes entre as numerosas papilas conicas pequenas
na regido anterior da lingua. O leito capilar da papila fungiforme apresentou forma
cilindrica com um orificio central semelhante a “rede de basquete”. A trama vascular
desta rede era composta de quatro a cinco anéis horizontais de alcas capilares com
varios ramos ascendentes e descendentes. Os autores verificaram que as papilas
fungiformes da porcéo central da regido anterior da lingua do rato eram maiores e
mais cilindricas do que as papilas presentes nas outras por¢des da regido anterior,

nao apresentando funcdo sensorial.

Okada e Aharinejad (1997) avaliaram a formacdo vascular durante o
desenvolvimento das papilas linguais de ratos Wistar entre 15, 16 e 20 dias de
gestacdo e 10 dias pds-natal. Os autores utilizaram a MEV para a andlise dos
modelos vasculares fraturados em gelo e dos espécimes linguais com tecido epitelial
esfoliado. Os cortes histolégicos também foram examinados pela microscopia
eletronica de transmissdo (MET). No 15° dia de gestacéo do rato, havia uma trama
vascular simples na linha mediana lingual, composta por arteriolas, vénulas e
capilares que nado apresentava diferencas morfologicas ao longo da superficie
lingual. As papilas filiformes ainda ndo haviam se formado nesta fase. Em fetos com
16 dias, as células mesenquimais iniciaram a formacdo da lamina propria, com
proliferacdo de algumas cristas epiteliais. Uma trama vascular composta por
capilares foi encontrada ao redor das papilas filiformes presentes no apice lingual e
das papilas cbnicas gigantes no centro da lingua. Capilares calibrosos estavam
presentes ao redor das papilas filiformes do corpo da lingua. Em fetos com 20 dias,

as papilas fungiformes aumentaram em numero e as papilas conicas gigantes



Revisao de Literatura 58

comecaram a se modelar. Os brotos capilares penetraram nas projecées da lamina
prépria e se bifurcaram, formando, posteriormente, as alcas das papilas conicas
gigantes de ratos recém-nascidos. Em ratos com 10 dias de vida, a trama capilar
subpapilar, localizada superficialmente na lingua, era formada por uma camada mais
superficial composta por uma trama espessa de vénulas e uma camada mais
profunda, constituida por trama delgada de arteriolas. De acordo com os autores, a
formacdo vascular das papilas linguais de ratos em diferentes estagios de
desenvolvimento proporciona um modelo de estudo para a observacdo do
surgimento de brotos capilares a partir dos capilares sinusoéides preexistentes. O
mecanismo de crescimento capilar das papilas linguais ocorre por meio de

prolongamento dos capilares sinuséides que penetram na lamina propria.

Makiyama et al. (1998a) analisaram por MEV os aspectos morfologicos
dos modelos vasculares das papilas filiformes, fungiformes e valadas de linguas de
ratos Wistar jovens e observaram que os capilares da lamina propria formavam a
angioarquitetura das papilas linguais. A vascularizacdo da papila cOnica pequena
apresentou alga capilar simples com um ramo ascendente e um descendente. O
arranjo vascular das papilas filiformes verdadeiras era formado por duas a seis al¢cas
capilares semelhantes a “grampo de cabelo” com ramos ascendentes e
descendentes. A angioarquitetura das papilas fungiformes, localizadas na porcéao
mediana da lingua, apresentou a forma cilindrica com um orificio na parte central. A
Unica papila valada do animal, localizada na porgcédo posterior da lingua, apresenta
uma forma oval circundada por um sulco, com trama vascular composta por varias
alcas capilares pequenas. Os autores verificaram que, em mucosa de rato, a
configuracdo das algas capilares dentro de cada tipo de papila lingual € determinada
pela forma da papila. Makiyama et al. (1998b) encontraram estes mesmos

resultados em ratos Wistar submetidos a uma dieta com caréncia protéica.

Ojima et al. (1999) estudaram a vascularizacao das papilas linguais de
ratos com e sem deficiéncia de zinco pela técnica de modelo de corrosdo vascular.
Os autores observaram a reducdo do tamanho e distribuicdo das papilas linguais
filiformes e fungiformes no grupo com deficiéncia de zinco. De acordo com o0s

autores, a deficiéncia de zinco pode interferir na vascularizagéo das papilas linguais.
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Motoyama e Watanabe (2001) demonstraram a presenca de vasos
sangilineos nas camadas musculares do terco anterior da lingua de ratos Wistar
adultos. Os cortes histolégicos transversais da porgcédo anterior da lingua, corados
com Picro-Sirius, evidenciaram fibras colagenas do tipo | e Ill no tecido conjuntivo e
na camada externa fibrosa dos vasos sangiineos. Ja nos cortes histolégicos
corados com azul de toluidina, os autores observaram fibras musculares envolvidas
por endomisio, com nucleo periférico oval e/ou cilindrico. Os espécimes vasculares
moldados com resina Mercox® e examinados pela MEV mostraram que o terco
anterior da lingua é altamente vascularizado. Os vasos penetram a camada profunda
da musculatura, ramificando-se paralelamente as fibras musculares com um trajeto
sinuoso. Os autores relataram que o aspecto ondulado e frouxo da vascularizagcéo
existente entre as fibras musculares pode funcionar como um sistema elastico de

absorcéo de impactos que mantém o fluxo sangliineo nas fibras musculares.

Ojima (2001) constatou que as papilas filiformes e fungiformes da
superficie dorsal da lingua em cao estavam distribuidas sobre linhas obliquas
imaginarias, bilaterais a linha mediana longitudinal. A vascularizacdo das papilas
filiformes era formada pelos ramos capilares ascendentes e descendentes que
originavam tanto seus processos acessorios quanto o processo principal. As papilas
fungiformes eram constituidas pelos ramos ascendentes e descendentes, que
formavam uma estrutura vascular cilindrica semelhante a uma “cesta de bambu”,
com um orificio no centro de sua face superior. De acordo com o autor, as papilas
filiformes desempenham funcdo importante no transporte mecanico do bolo
alimentar e da agua, das bordas laterais da lingua para o seu centro, e da regiao
posterior em direcdo a faringe. As papilas fungiformes tém a funcéo de perceber o
sabor dos alimentos e também agem como 6rgdos sensoriais na por¢ao média da

lingua de cées.

Lopes et al. (2002) estudaram as caracteristicas da angioarquitetura
dos diferentes tipos de papilas do dorso da lingua de coelhos jovens e velhos pela
técnica de modelo de corrosdo vascular. Os resultados mostraram que as papilas
filiformes dos coelhos estavam distribuidas por toda a superficie dorsal da lingua

entre algumas papilas fungiformes. A angioarquitetura da superficie dorsal da lingua
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dos coelhos jovens apresentou-se mais densa, proeminente e mais organizada em

relacdo aos coelhos mais idosos.

Em 2005, Kraether Neto descreveu a vascularizacdo da superficie
dorsal da lingua de ratos Wistar e quantificou a area ocupada pelos capilares
terminais desta superficie em cada terco lingual. Para isso, o autor dividiu a
superficie dorsal da lingua em tercos apical, médio e posterior e, em cada terco,
examinou sete subareas e quantificou as imagens obtidas. A andlise quantitativa de
cada terco da lingua revelou que a porcentagem da area ocupada pelos capilares
terminais diminuia progressivamente do apice lingual em direcdo ao terco posterior

da lingua.

2.3 Cicatrizacao

A ferida cirargica caracteriza-se pela descontinuidade do tecido epitelial
de revestimento e pela exposi¢cao do tecido conjuntivo o qual, por sua vez, estimula
a cicatrizacdo (WONG; HOLLINGER; PINERO, 1996).

A cicatrizacdo pode ser dividida em trés fases, inflamatoria, proliferativa
e de remodelacao (WALDORF; FEWKES, 1995; ANDREASEN; GOTTRUP, 2001).
Uma vez que a cicatrizacdo € um processo biologico dindmico (WALDOREF;
FEWKES, 1995), as suas fases sao distintas, complexas e sobrepostas (GILMORE,
1991; AUKHIL, 2000). A fase inflamatoria € caracterizada pela agregacao
plaquetéria, coagulacdo sanglinea e migracdo de leucdcitos. Na fase proliferativa,
observam-se reepitelializacdo, angiogénese e fibroplasia. Na fase de remodelacéo, a
vascularizacdo diminui e ocorre a reorganizacdo do coldgeno juntamente com a
contragdo da ferida (GILMORE, 1991; CHEN; ABATANGELO, 1999; ANDREASEN;
GOTTRUP, 2001).
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2.3.1 Fase inflamatéria

Apds uma incisdo cirargica, com consequente ruptura de vasos e
extravasamento sangliineo para a area de descontinuidade tecidual, ocorre
vasoconstricdo, ativacdo das plaquetas, formacdo do tampao plaquetario e do
coagulo que promovem a hemostasia (GILMORE, 1991; WONG; HOLLINGER,;
PINERO, 1996).

O mecanismo que induz a vasoconstricdo varia de acordo com o
calibre dos vasos incisados. Os vasos de grande calibre contraem-se sob a
influéncia de sua inervacdo, enquanto nos vasos de pequeno calibre, a
vasoconstricdo é estimulada pelas substancias vasoativas que atuam nos
miofilamentos das células endoteliais. As serotoninas e as catecolaminas sao as
principais substancias vasoativas liberadas pelas plaquetas e pelo soro sangtineo,
respectivamente. Os vasos de pequeno calibre estdo sujeitos a apresentarem
colapso devido ao aumento da pressao extracelular produzida pelo extravasamento
dos fluidos vasculares. Assim, com o volume intravascular reduzido, ocorre aumento
da viscosidade sangiinea, o que reduz o fluxo sanglineo para a area de
descontinuidade tecidual (WONG; HOLLINGER; PINERO, 1996).

As plaquetas sao ativadas quando expostas aos fragmentos de
colageno, trombina e enzimas proteoliticas e, quando associadas a fibrina, formam
um tampado plaquetario estavel que obstrui a extremidade do vaso incisado
(GILMORE, 1991; WONG; HOLLINGER; PINERO, 1996; LANSDOWN, 2002). Uma
vez ativadas, as plaguetas liberam os mediadores adenosina difosfato, tromboxano
A,, 5-hidroxitriptamina, fibrinogénio, fibronectina, tromboplastina e fator de von
Willebrand que estdo contidos nos granulos alfa das plaguetas. Os mediadores
liberados pelas plaguetas ativadas promovem a agregacdo, a adesdo e o
recrutamento plaquetario para a formacdo do tampdo e do coéagulo.
Concomitantemente, as células endoteliais produzem prostraciclina, que inibe a
agregacdo plaquetaria na parede vascular, o que limita a formacdo do tampao
plaquetario apenas ao local da lesdo (GREENHALGH, 1998).
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As plaquetas ndo somente participam da hemostasia, como também
liberam substancias que atuam durante o processo da cicatrizacdo. Algumas dessas
substancias séo enzimas, tal como adenosina trifosfatase, com fungéo de gerar a
energia para que ocorra 0 processo de cicatrizagdo. Adrenalina, noradrenalina, e
histamina sdo encontradas nas plaquetas e constituem potentes mediadores
quimicos da reacao inflamatdria. A degranulacdo dos granulos plaquetarios alfa
libera o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) que promove a migracao
de células inflamatérias, de fibroblastos e de células endoteliais durante a
cicatrizacdo (WONG; HOLLINGER; PINERO, 1996; GREENHALGH, 1998).

Outro componente do mecanismo hemostatico € a cascata de
coagulacdo que € ativada pelo dano tecidual e concluida com a formagdo do
coagulo (WONG; HOLLINGER; PINERO, 1996). As vias intrinseca e extrinseca que
formam a cascata da coagulacdo produzem trombina, enzima que converte fibrina
em fibrinogénio, o que promove a coagulacdo (WONG; HOLLINGER; PINERO,
1996; ANDREASEN; GOTTRUP, 2001).

Segundo Aukhil (2000), o coagulo de fibrina, formado pela coagulagéo
sanglinea e agregacao plaquetéaria, oblitera o limen vascular lesado e também
protege a ferida cirdrgica. Além disso, o coagulo serve como reservatorio de fatores
de crescimento e de citocinas, liberados pela desgranulagdo das plaquetas ativadas,

e funciona como matriz proviséria para a migragéo celular.

Por acdo dos fatores quimiotaticos os neutrofilos sdo as primeiras
células inflamatérias a migrarem para o local da ferida cirdrgica (CHEN;
ABATANGELO, 1999; AUKHIL, 2000). Quando os neutréfilos estdo no local da
leséo, fagocitam detritos celulares, bactérias e corpos estranhos (GILMORE, 1991;
GREENHALGH, 1998).

Uma vez que a meia-vida dos neutréfilos € curta, parte dos seus restos
celulares, juntamente com as enzimas do exsudato inflamatorio, promovem a
quimiotaxia dos macréfagos (GILMORE, 1991). Os macrofagos presentes durante o
processo de cicatrizacdo ajudam na fagocitose de bactérias e liberam proteases e
peptideos vasoativos, bem como fatores quimiotaticos e de crescimento para
fibroblastos e células endoteliais (DEODHAR; RANA, 1997). Segundo Aukhil (2000),
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ocorre primeiro o recrutamento de células inflamatorias para o sitio da ferida,

seguido pela reepitelizacdo, formacéao do tecido de granulacdo e angiogénese.

Em 1999, Richards et al. investigaram as alteragbes celulares da
cicatrizacdo por segunda intencdo em tecido sem inervagcdo. Para isso, foram
removidos 0S nervos epigastricos inferiores de 25 ratos Sprague-Dawley. Trés
feridas cirdrgicas de um centimetro de diametro foram realizadas no dorso de cada
animal, sendo que uma delas se localizava na regido em que o nervo havia sido
removido cirurgicamente. Nos tempos pdés-operatérios de dois, quatro, sete e 10
dias, o infiltrado inflamatério das feridas foi quantificado pela imunoistoquimica.
Foram utilizados anticorpos para mondcitos, macréfagos, linfécitos B e linfocitos T. A
auséncia de inervacédo foi verificada por imunofluorescéncia indireta com um
marcador especifico para tecido nervoso. Os resultados mostraram que a
quantificacdo de macrofagos e linfocitos T, no quarto dia apds o procedimento
cirdrgico, foi significantemente menor nas feridas sem inervacdo. Os autores
sugeriram que a auséncia de inervagdo atrase o processo de cicatrizacao devido a

reducdo da quimiotaxia das células inflamatérias.

2.3.2 Fase Proliferativa

Em resposta aos fatores quimiotaticos produzidos pelos mondcitos e
pelas plaquetas, os fibroblastos e as células endoteliais migram para o coagulo de
fibrina, que é caracterizado por um tecido lesado isquémico, e produzem colageno e
vasos sanguineos (GREILING; CLARK, 1997).

PETTET et al. (1996) consideram que baixos niveis de densidade
vascular indicam areas pouco oxigenadas e ricas em atividade de producdo e
guimiotaxia para macrofagos. Ja altos niveis de densidade vascular correspondem a

um tecido bem oxigenado com macréfagos inativos.

O tecido de granulacdo resulta da proliferacdo de fibroblastos,

secrecdo de diferentes tipos de colageno, presenca de células inflamatorias,
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angiogénese em uma matriz hidratada de glicoproteinas e glicosaminoglicanas
(WONG; HOLLINGER; PINERO, 1996; DEODHAR; RANA, 1997). A formagdo do
tecido de granulacdo se inicia trés a cinco dias apds a ferida (DEODHAR; RANA,
1997; AUKHIL, 2000). Os fibroblastos secretores de colageno sdo posicionados
entre esses brotos e nutridos pelos capilares neoformados (ARNOLD; WEST, 1991,
ANDREASEN; GOTTRUP, 2001). Muitos fibroblastos presentes neste tecido
adquirem feixes de microfilamentos constituidos por actina alfa que é uma isoforma
tipica de células musculares lisas vasculares, e passam a serem denominados
miofibroblastos. H4 uma interligacdo entre os feixes de actina dos miofibroblastos
com matriz extracelular. Os miofibroblastos participam tanto na sintese da matriz
extracelular quanto na geracao de forgcas mecanicas que resultam na reorganizacao
desta matriz e contracdo da ferida (LORENA et al., 2002; AMADEU et al., 2003).

No local da ferida, as principais caracteristicas da fase proliferativa séo
volume elevado de agua, numero aumentado de vasos, reepitelizacdo da superficie
pela migracdo de células epiteliais em direcdo centripeta e producdo de coldgeno
(WONG; HOLLINGER; PINERO, 1996; ANDREASEN; GOTTRUP, 2001).

A angiogénese ou o crescimento de vasos sanglineos € um importante
evento biolégico do processo de cicatrizacdo que envolve a resposta quimiotatica
das células endoteliais aos fatores derivados de macrofagos produzidos no espaco
da ferida. A formacdo de brotos a partir de vasos sanguineos, préximos a margem
da ferida, é induzida pelos elevados niveis de fatores angiogénicos. A extremidade
do pequeno broto se direciona para o centro da ferida que produz estimulos
angiogénicos. As vezes, o encontro de duas extremidades de vasos promove a
formacdo de alca capilar simples em um processo denominado anastomose
(PETTET et al., 1996).

Os diferentes tipos de coldgeno, em combinacdo com as
glicosaminoglicanas e fibronectinas s&o constituintes da matriz extracelular. A
principal func@o da matriz extracelular na cicatrizacé@o € direcionar a migracao celular
(WONG; HOLLINGER; PINERO, 1996). Durante a revascularizacdo, novo colageno
é formado e este, apos trés a cinco dias da realizacdo do procedimento cirdrgico,
confere resisténcia a ferida. A taxa de formacdo prossegue, e por volta do 12° dia
apos o procedimento cirdrgico, a ferida apresenta-se resistente. Neste momento, o
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tecido de cicatrizacdo € constituido por capilares e coladgeno imaturo (ANDREASEN;
GOTTRUP, 2001).

2.3.3 Fase de remodelacao

Na fase de remodelacédo, ocorre diminuicdo da vascularizacdo e do
volume de agua contida no tecido em reparo. A principal caracteristica desta fase é a
substituicdo das isoformas primarias de colageno em colageno do tipo | e Ill. O
aumento de colageno tipo | e Ill juntamente com outros fatores do processo de
remodelacdo sdo responsaveis pela contracdo da ferida e formacdo do tecido
cicatricial (WONG; HOLLINGER; PINERO, 1996).

A fase de remodelacdo vascular ocorre entre o 10° e 14° dia do
processo de cicatrizacdo, e pode continuar por varios meses ou até anos. O
espessamento e o encurtamento de alcas capilares neoformadas séo caracteristicas
observadas na fase de remodelacdo e maturacdo vascular (PETTET et al., 1996).
Varios meses apés o procedimento cirdrgico, as fibras colagenas no tecido cicatricial
fibroso persistem ainda direcionadas verticalmente, enquanto o seu alinhamento no
tecido normal € horizontal em relacdo a superficie epitelial (WONG; HOLLINGER;
PINERO, 1996; COSTA et al., 1999).

A duracdo da fase de remodelagdo é desconhecida, mas acredita-se
que leve um ano ou mais, dependendo do tipo de tecido envolvido. Alteracbes
significativas na forma, estrutura e consisténcia da ferida ocorrem nesta fase. O
tecido cicatricial consiste, neste momento, em tecido conjuntivo denso
predominantemente fibroso. A taxa de renovacdo do coldgeno ainda se encontra
mais alta do que o normal, e mais lenta do que durante a fase proliferativa
(ANDREASEN; GOTTRUP, 2001).

Novaes et al. (1969) observaram o processo de cicatrizacdo e a
vascularizacdo em gengivectomia de cées. Para isso, 0s autores perfundiram

suspensdao de carbono filtrada na artéria carotida dos animais e estes foram
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sacrificados dois, quatro, seis, sete, 12, 16, 23, 32, 38, 55 e 85 dias apds a
gengivectomia. A suspenséao de carbono foi um meio valido para a demonstracédo da
presenca de vasos e a modificacdo dos mesmos imediatamente apds a incisdo e
durante o processo de cicatrizacdo. A localizagdo extravascular da suspensao de
carbono serviu para demonstrar o extravasamento sangiiineo e a regeneracgao
vascular do tecido conjuntivo papilar da gengiva. A solucdo identificou vasos
vasodilatados, vasos com extravasamento e vasos com extremidade seccionada,
além da relacdo entre o vaso e o coagulo sangiineo, aumento do nimero de vasos
e retorno do vaso a normalidade seguida da cicatrizacdo. De acordo com 0s autores,
a cicatrizacdo ap0s a gengivectomia consistiu na formacdo de nova lamina propria
sobre a superficie incisada. A lamina propria foi derivada das camadas vasculares
do tecido de granulacdo e a reepitelizacdo das feridas ocorreu na superficie do
tecido de granulacdo. Como o tecido de granulacédo foi transformado em lamina
prépria neoformada, o processo ndo somente exibiu diminui¢cdo da vascularizacdo e
padrdo mais organizado do tecido conjuntivo, como também apresentou a
regeneracdo do tecido epitelial. O processo de cicatrizacdo gengival de céo foi

rapido e manteve a topografia do tecido gengival.

Nobuto et al. (1987) avaliaram a vascularizacdo do processo de
cicatrizacdo de ferida pela técnica de moldagem vascular seguida de corrosao
associada a MEV, na regido do dente canino direito de 48 cées, ap0s a remocao
cirirgica de um retalho de gengiva inserida e periosteo. Os animais foram
sacrificados quatro dias, e uma, duas, trés, quatro, seis, oito e 12 semanas apos 0
procedimento cirdrgico. Nos modelos vasculares dos animais ndo submetidos ao
procedimento cirdrgico, os autores observaram que, no sentido vestibulo-lingual, o
plexo vascular da lamina prépria e peridsteo, e os capilares do osso alveolar
constituiram a vascularizacdo da gengiva. Segundo os autores, o centro da ferida
tem importante funcdo no processo da cicatrizagdo, uma vez que a formacdo e a

inclinagéo das algas capilares ocorrem em sua diregao.

Phillips, Whitehead e Knighton (1991) verificaram a iniciacdo e o
padrdo do crescimento vascular do processo de cicatrizacdo de ferida cirargica, de
pele de ratos Sprague-Dawley, contendo 1cm? de esponja de colageno, pela técnica
de moldagem vascular seguida de corrosédo associada a MEV. A principal funcéo da
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esponja de colageno é atuar como um substrato para as células, fluidos, tecido
conjuntivo e vasos sanglineos envolvidos na cicatrizagdo. Os animais foram
sacrificados seis e 12 horas, um, dois, trés, quatro, sete e 14 dias apés o
procedimento cirdrgico. Nos modelos vasculares dos animais ndo submetidos ao
procedimento cirdrgico, os autores observaram que o plexo vascular da pele era
constituido por veias, vénulas, artérias e arteriolas e capilares. Seis horas apos o
procedimento cirdrgico, os modelos vasculares de veias e vénulas apresentaram
impressdes ovoides em suas superficies, representando o local da marginacdo de
leucdcitos. Doze horas apos o procedimento cirargico, ocorreu aumento do nimero
das impressdes de leucdcitos, que atingiu o seu pico maximo um dia apos a
implantagcdo da esponja de coldgeno e diminuiu no segundo dia apds o
procedimento cirdrgico. Os autores observaram ainda que as impressdes das células
endoteliais foram mais profundas no segundo dia apds o procedimento, indicando
hiperplasia dos nucleos das mesmas e inicio da formacdo dos brotos capilares.
Entre o sétimo e o 14° dia pés-operatério, os capilares neoformados apresentaram-
se mais longos, organizados e direcionados a esponja. Os autores verificaram que
houve inflamac&o moderada entre seis e 48 horas apds a implantacdo da esponja e

a formacéo de vasos sangulineos ocorreu apos a resposta inflamatéria.

Selliseth e Selvig (1995b) examinaram a cicatrizagdo de um retalho
mucoperiostal em mucosa palatina, de 20 ratos Wistar, pela técnica de moldagem
vascular seguida de corrosdo associada a MEV. Os animais foram submetidos a
moldagem vascular dois, quatro, sete, 10 e 20 dias apos a realizacdo do
procedimento cirargico e observaram que, no segundo dia ap6s o procedimento
cirirgico, os modelos vasculares circunjacentes a ferida apresentaram-se
vasodilatados e também com impressdes vasculares que representavam os sitios de
marginacdo de leucocitos. No quarto dia, as impressfes de leucécitos foram mais
frequentes e nitidas. No sétimo dia, novos capilares encontravam-se direcionados
para o centro da ferida e, no 10° dia, ainda ndo havia ocorrido completa
revascularizacdo da superficie 6ssea. No 20° dia, a ferida apresentou-se recoberta
por capilares calibrosos e de trajeto irregular que se originavam principalmente da

mucosa palatina.
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Kibe, Takenaka e Kishimoto (2000) avaliaram a marcacéo
imunoistoquimica do anticorpo policlonal para o fator basico de crescimento de
fibroblasto (bFGF) no processo de cicatrizagcao de queimaduras circulares de terceiro
grau, de 1cm de diametro, na pele de 32 ratos Wistar, divididos em oito grupos. Os
animais foram sacrificados dois, quatro, sete, 10, 14, 28, 42, e 70 dias apos a
gueimadura. Na fase inflamatéria, dois dias pds-queimadura, os autores observaram
gue as primeiras células inflamatorias imunorreativas ao bFGF se encontravam nas
margens da ferida. Na fase proliferativa, entre o segundo e o 14° dia pds-
queimadura, o namero de células inflamatérias imunorreativas ao bFGF aumentou
gradualmente no tecido de granulacdo, atingindo o seu pico maximo no sétimo dia
pés-queimadura. O tecido de granulacdo desenvolveu-se a partir do tecido
conjuntivo da margem da ferida em direcdo ao centro da mesma. A partir do
segundo dia, iniciou-se a reepitelizacéo pelas bordas da ferida, completando-se no
14° dia e a epiderme regenerada apresentou pouca acantdlise. O bFGF teve
marcacao positiva na epiderme regenerada e na zona que circundava a mesma, nas
células inflamatérias do tecido de granulagcéo e nos capilares neoformados. Na fase
de remodelagdo, entre o 14° e 72° dia poés-queimadura, algumas células
semelhantes a macrofagos que se encontravam no tecido cicatricial imaturo foram
imunorreativas ao bFGF até o 42° dia. Auséncia de imunorreatividade para bFGF foi
verificada no 70° dia p6s-queimadura. Para os autores, os macréfagos contribuem
na cicatrizacao pela producao de bFGF, ndo apenas durante as fases inflamatoria e

proliferativa, como também na fase de remodelacéo.

Barbudo et al. (2001) avaliaram, em 40 roedores machos da espécie
Calomys callosus, os aspectos morfométricos, morfoldégicos e histolégicos da
cicatrizacdo de feridas cutaneas tratadas ou ndao com hidrocarboneto alifatico, um
derivado do petrdleo. Apos tricotomia da regido dorsal do térax de cada animal, um
segmento de pele de 10mm de diametro foi incisada. Diariamente, foi instilado sobre
a ferida dos animais do grupo-controle 0,1mL de solugcéo salina e no grupo-teste,
0,1mL de hidrocarboneto alifatico, e mensurado das feridas foi medido. Os animais
foram sacrificados trés, sete, 14 e 21 dias ap0s o procedimento cirdrgico. Os
resultados mostraram uma contragéo cicatricial significativa entre as feridas dos
animais do grupo-teste no 10° dia, em relagdo aos animais do grupo-controle no 4°,

8° e 10° dia pds-operatério. A partir do 10° dia pés-operatério, algumas feridas do



Revisao de Literatura 69

grupo-controle e do grupo-teste apresentaram-se cicatrizadas. Os autores
concluiram que o hidrocarboneto alifatico, administrado em feridas cutaneas,
intensificou a formacéo de tecido de granulacéo, neovascularizacao e reepitelizacao,
e foi aparentemente capaz de reduzir o tempo de reparacdo tecidual devido a

diminuicao local da umidade.

Van Beurden et al. (2003) investigaram os fendtipos de culturas de
fibroblastos obtidos a partir de ferida cirdrgica intra-oral de ratos Wistar, o estudo
empregou citometria de fluxo, nos tempos de trés, cinco, oito, 15, 30, 60, e 90 dias
apos o procedimento. Os resultados obtidos foram comparados com a marcacao
imunoistoquimica. Os autores verificaram diferentes fenétipos de fibroblastos nas
culturas obtidas a partir de bidpsia de ferida cirargica nos diferentes tempos pos-
operatorios. Além disso, a marcacdo imunoistoquimica teve relacdo com os dados
obtidos pela citometria de fluxo, sugerindo funcédo especializada para os diferentes
fendtipos de fibroblastos durante a cicatrizacdo. Os autores sugeriram que a

modulacdo destes fenétipos pode melhorar o processo final da cicatrizacao.

2.4 Angiogénese

A angiogénese, ou seja, formagdo de vasos sanguineos a partir de
vasos preexistentes, pode ocorrer por dois mecanismos, brotamento e
intussuscepcdo (AUSPRUNK; FOLKMAN, 1977; CADUFF et al., 1986; BURRI,
TAREK, 1990; RISAU, 1997; DJONOV; BAUM; BURRI, 2003). Embora ambos os
mecanismos conduzam a amplificacdo da rede capilar, eles envolvem diferentes
tipos de células e sdo regulados por diferentes moléculas (DJONOV; BAUM; BURRI,
2003).
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2.4.1 Angiogénese por brotamento

Apéds formacdo dos plexos vasculares primarios, as células endoteliais
podem formar novos capilares por brotamento. O mecanismo da angiogénese por
brotamento implica degradacdo da membrana basal dos vasos sanglineos,
proliferacdo e migracdo de células endoteliais, formacdo de um broto sélido de
células endoteliais conectado ao vaso, reestruturacdo do limen vascular do broto e
a maturacao funcional do endotélio (AUSPRUNK; FOLKMAN, 1977; RISAU, 1997,
BURRI; HLUSCHUK; DJONQV, 2004).

Na angiogénese por brotamento, as células endoteliais estimuladas
pela degradacdao da membrana basal, migram, proliferam e formam uma unidade
estrutural denominada broto. Os pericitos inibem a migracao das células endoteliais.
Todas estas etapas ocorrem na auséncia de perfusdo sanglinea que se estabiliza

apos a fusdo dos brotos capilares, formando alcas capilares (PATAN, 2000).

Phillips, Whitehead e Knighton (1991), ao verificarem a vascularizacéo
de ferida cirtrgica de pele de ratos, utilizando esponja de colageno, pela técnica de
moldagem vascular seguida de corrosao associada a MEV, observaram que o inicio
da angiogénese por brotamento ocorreu no segundo dia pds-operatorio. No terceiro
dia poOs-operatério, 0s brotos capilares foram abundantes e originaram-se
exclusivamente das vénulas. Entre o sétimo e o 14° dia pds-operatério, a esponja de
colageno apresentou-se circundada por rede vascular neoformada, com alguns

brotos alongados em direcdo a mesma.

Selliseth e Selvig (1995b) observaram angiogénese por brotamento a
partir do segundo dia apls a realizacdo de retalho cirdrgico mucoperiostal em
mucosa palatina. No quarto dia poOs-operatorio, 0os brotos apresentaram-se mais
alongados e pareados, formando as alcas capilares. No vigésimo dia, a ferida

apresentou-se recoberta por capilares calibrosos.

Segundo Arnold e West (1991) o modelo de angiogénese por

brotamento € incompleto por ndo incluir o efeito de trauma inicial, como a ocorréncia
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de contracdo e trombose intravascular. E ainda ndo explica como as células

endoteliais se organizam para formar as alcas capilares.

2.4.2 Angiogénese por intussuscepgao

A angiogénese por intussuscepcdo consiste na insercdo de colunas
teciduais transcapilares, chamadas de pilares ou pontes, dentro do lGmen vascular e
0 subsequente crescimento dessas colunas resultando na divisao do vaso (Figuras 1
e 2) (RISAU, 1997; DJONOQV et al., 2000; BURRI; HLUSCHUK; DJONOQV, 2004).

Caduff et al. (1986) foram os primeiros autores a relatar a ocorréncia de
angiogénese por intussuscepcdo na rede capilar de pulmdes de ratos recém-
nascidos pela técnica de moldagem vascular seguida de corrosdo associada a MEV.
Durante a analise dos modelos vasculares, foi verificada a presenca de poros com
menos de 1,5um de didametro, o que inicialmente foi interpretado pelos autores como
artefato de moldagem. Porém, os poros apresentaram uma morfologia constante e
encontravam-se distribuidos por toda a rede capilar, principalmente, nos capilares
mais calibrosos. A hipétese estabelecida pelo estudo foi de que os leitos capilares
pulmonares crescem pela formacdo de delgados pilares teciduais intravasculares.
De acordo com a hipétese, a expansdo capilar ocorria “dentro do proprio capilar”,
semelhante ao crescimento cartilaginoso. Assim, o termo histolégico mais apropriado
para denominar a formacdo de delgados pilares teciduais intravasculares foi

crescimento microvascular intussusceptivo.

Burri e Tarek (1990) detectaram e analisaram a presenca de delgados
pilares teciduais em cortes seriados de pulméo de ratos com 44 dias de idade por
MET. A reconstituicdo computadorizada tridimensional dos limens capilares, obtida
pelas imagens dos cortes seriados, confirmou que os pilares foram complementares
aos poros previamente observados nos modelos vasculares. Nas andlises ultra-
estruturais dos pilares teciduais presentes nos capilares pulmonares, os autores
encontraram quatro diferentes tipos morfologicos de pilares transcapilares que

representavam as fases do processo de formacao de um pilar transcapilar. As fases
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foram morfologicamente descritas em ordem cronolégica em fase um, dois, trés e
quatro. Na fase um, alguns pilares foram formados pelo contato direto entre as
células endoteliais localizadas em paredes vasculares opostas. A projecdo das
paredes vasculares para dentro do limen proporcionou o contato entre as células
endoteliais. A zona de contato marcou a formacdo do pilar inter-endotelial
intraluminal com aproximadamente 1um de didmetro. Ao longo das membranas do
pilar havia véarios pontos eletrodensos sugestivos de serem pontos da aderéncia
interendotelial. Como os pericitos se encontravam proximos as projecdes, a acao
contratil destes poderia fazer parte do processo de projecao do limen. Na fase dois,
a perfuracdo central na bicamada de células endoteliais marcava o inicio do
processo de formacdo dos pilares. A presenca de um pilar tecidual cilindrico,
recoberto por células endoteliais, que se estendia para o limen caracterizava
morfologicamente esta fase. O centro do pilar tecidual cilindrico era constituido por
extensdes citoplasmaticas dos miofibroblastos com seus microfilamentos. Os
microfilamentos citoplasméaticos eram orientados perpendicularmente ao plano do
septo interalveolar e terminavam nas placas de adeséo das células endoteliais. Na
fase trés, os pilares apresentaram estruturas e dimensdes similares aos da fase
anterior, porém havia processos citoplasmaticos de pericitos que modelavam o pilar
paralelamente as paredes vasculares laterais. Os pericitos freqientemente
formavam um anel em torno do pilar quando as juncdes interendoteliais eram
recobertas pelos mesmos. Na fase quatro, as estruturas dos pilares foram
semelhantes as dos capilares da rede que apresentavam diametros inferiores a
2,5um. O centro dos pilares tinha constituicdo semelhante aos pilares da fase 3 com
adicao das fibrilas de colagenos (Figuras 1 e 2).

Na angiogénese por intussuscepcdo, as células endoteliais formam
uma unidade funcional denominada pilar transcapilar devido a retracdo e movimento
das células da camada endotelial. As células peri-endoteliais, como 0s pericitos
contribuem para a formacdo dos pilares transcapilares. O fluxo sanguineo esta
presente durante todo o processo de formacao dos pilares transcapilares (PATAN,
2000).
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Figura 1: Fases bésicas da intussuscepcao
projecdo das paredes vasculares oposta
para dentro do limen (a e b) e contato entre
as células endoteliais (c). Pilar transcapilar
formado pela fusdo das células endoteliais (d)
Fonte: Kurz, Burri e Djonov (2003)

Figura 2: Eletromicrografias de varredura de
modelos vasculares com pequenos poros
correspondentes a moldagem dos pilares de
células endoteliais (c'e d’)

Patan et al. (1992) investigaram, pela técnica de modelo de corroséo
vascular, a ocorréncia de pequenos poros, que correspondem a moldagem dos
pilares teciduais transcapilares, nos modelos vasculares de olhos, glandulas
submandibulares, coracéo, figado, estbmago, intestino delgado e grosso, traquéia,
rim, Utero, ovario de ratos com idades entre quatro e nove semanas. Os pequenos
poros corresponderam a angiogénese por intussuscepgdo nos diversos 6Orgaos
investigados e foram ocasionalmente encontrados no interior dos segmentos

vasculares dilatados ou nas bifurcacdes dos vasos.

Strek et al. (1995) examinaram o dorso da lingua de fetos humanos
com 18 e 21 semanas gestacionais pela técnica de moldagem vascular seguida de
corrosdo associada a MEV. Além de brotos vasculares, os autores observaram
angiogénese por intussuscepcao nos capilares superficiais das papilas valadas,

caracterizada pela presenca de pequenos poros, entre 1 e 5um de diametro.



Revisao de Literatura 74

Pérez-Aparicio et al. (1996) examinaram a trama vascular das gbnadas
de 70 embribes de galinha, tanto pela técnica de moldagem vascular seguida de
corrosdo associada a MEV, quanto por cortes histolégicos observados na MET. Os
modelos vasculares apresentaram uma trama capilar densa com numerosos
brotamentos capilares e pequenos poros. Os poros encontrados nos modelos
vasculares foram classificados em primario, com diametro menor que 2,5um;
secundéario, com diametro maior que 2,5um; tercidrio, por apresentarem um
estreitamento num determinado sitio do poro, independente do diametro; e poros
angiogénicos abertos. Com base nesta classificagdo, os autores sugeriram que as
diferencas morfoldgicas existentes entre os poros refletem a evolucdo dos mesmos.
Os cortes histolégicos dos vasos, avaliados por MET, apresentaram processos de

células endoteliais dentro dos limens vasculares.

Notoya et al. (2003) avaliaram as altera¢des vasculares do processo de
reparo dos glomérulos de ratos Wistar apds nefrite induzida pela injecdo do
anticorpo monoclonal. Para isso, os autores utilizaram a técnica de modelo de
corrosdo vascular, cortes histolégicos para andlise em MET e também imuno-
marcacado das moléculas ICAM-2, presentes na superficie das células endoteliais. A
eutanasia dos animais foi um, trés, cinco, oito e 14 dias apés a inducéo da nefrite.
Os resultados mostraram a impressao de pequenos poros, com diametro em torno
de 1,5um, nos modelos vasculares dos glomérulos ap6s nefrite induzida. A presenca
de pilares teciduais transcapilares foi confirmada em cortes histolégicos analisados
pela MET. Alguns pilares teciduais transcapilares eram constituidos somente de
células endoteliais e outros pilares apresentaram projecdes citoplasmaticas de
células mesangiais que eram cobertas pelas células endoteliais. Os achados
indicaram a ocorréncia da angiogénese por intussuscepg¢ao no processo de reparo
dos glomérulos apds nefrite induzida, com participacdo das células mesangiais e

endoteliais na formagé&o dos pilares transcapilares.

Além da técnica de moldagem vascular seguida de corrosdo associada
a MEV para o estudo do crescimento vascular de rim de embrides de galinha,
Makanya et al. (2005), utilizaram a técnica de imunoistoquimica e cortes histolégicos
ultrafinos para MET. O objetivo dos autores foi verificar como ocorria 0 crescimento

vascular intussusceptivo e por brotamento nos rins de embrides de galinha com
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cinco, sete, oito, 11 e 13 dias de vida. Os mesonéfrons dos embrides com cinco dias
foram caracterizados por brotamento vascular. A partir do sétimo dia, o crescimento
vascular intussusceptivo prevaleceu nos mesonefrons, o que contribuiu para o rapido
crescimento do rim até o 11° dia. Os metanéfrons apresentaram crescimento
vascular a partir de numerosos brotos até o oitavo dia e depois no 13° dia,
prevaleceu o crescimento vascular intussusceptivo. Os achados imunoistoquimicos
revelaram intensa marcacao do fator de crescimento de células endoteliais (VEGF)
associada a fase em que prevaleceu o crescimento vascular por brotamento,
engquanto a marcacdo para bFGF predominou durante a fase de crescimento por
intussuscepc¢do. Os autores concluiram que o desenvolvimento e a remodelacéo
microvascular do rim envolve a atuagao reciproca entre 0os crescimentos vasculares
por brotamento e intussusceptivo que, em parte, foram mediados pelos VEGF e
bFGF.



3 PROPOSICAO
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3.1 Objetivos

Descrever o padrao vascular da superficie ventral da lingua de ratos
Wistar submetidos ou ndo a um procedimento cirdrgico e verificar a ocorréncia de
angiogénese por intussuscepcdo durante a cicatrizacdo de ferida em ventre da

lingua pela técnica de modelo de corrosao vascular associada a MEV.



4 METODOLOGIA
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento da Pesquisa

A presente pesquisa foi realizada sob o paradigma qualitativo em uma

abordagem descritiva relacional.

4.2 Aprovacéao do Protocolo de Pesquisa

O protocolo de pesquisa foi submetido a apreciacdo e aprovado pela
Comisséo Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS (Anexo A).

4.3 Amostra

A amostra foi constituida de 49 ratos Wistar (Rattus norvegicus
albinus), machos, adultos, com idade de 3 meses, e peso entre 250 e 300g,
provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). A parte experimental foi
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realizada nas dependéncias do Laboratorio de Neuroanatomia do Departamento de
Ciéncias Morfolégicas do mesmo Instituto e no Centro de Microscopia e
Microandlises (CEMM) da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
(PUCRS).

De trés a quatro animais foram acondicionados em gaiolas plasticas,
de dimensfes de 60cm de comprimento, 50cm de largura e 22cm de altura, forradas
com maravalha, limpas diariamente, a temperatura ambiente. Apds o procedimento
cirdrgico, as gaiolas foram iluminadas com uma lampada de 40 Watts para que nao
ocorresse hipotermia dos mesmos. Os animais tiveram, durante todo o periodo

experimental, alimento sélido* e 4gua ad libitum & sua disposicao.

Depois do procedimento cirdrgico, moldagem vascular e corrosdo das
49 linguas, foram selecionadas 34 linguas que apresentaram superficie ventral da
lingua satisfatoriamente moldada. Na visualizacdo com lupa estereoscopica, 15
linguas foram excluidas, do total de 49 linguas, pela moldagem da trama vascular

superficial do ventre da lingua ser incompleta (Apéndice A).

4.4 Grupos

4.4.1 Grupo de animais ndo submetidos ao procedimento cirirgico
a) Sete animais submetidos a moldagem vascular com resina
4.4.2 Grupos de animais submetidos ao procedimento cirdrgico

a) Grupo 1: sete animais submetidos a moldagem vascular com resina,

um dia apds o procedimento cirtrgico em ventre de lingua,

b) Grupo 2: sete animais submetidos a moldagem vascular com resina,

dois dias ap0s o procedimento cirdrgico em ventre de lingua;

! Rac&o Nuvilab-Cr 1® Nuvital Nutrientes S.A, Sdo Paulo, Brasil.
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c) Grupo 3: sete animais submetidos a moldagem vascular com resina,

trés dias apds o procedimento cirirgico em ventre de lingua;

d) Grupo 4: sete animais submetidos a moldagem vascular com resina,

sete dias apos o procedimento cirdrgico em ventre de lingua;

e) Grupo 5: sete animais submetidos a moldagem vascular com resina,

14 dias ap0s o procedimento cirdrgico em ventre de lingua;

f) Grupo 6: sete animais submetidos a moldagem vascular com resina,

21 dias apds o procedimento cirdrgico em ventre de lingua (Apéndice A).

4.5 Procedimento cirurgico

A sedacdo dos animais foi realizada por inalacdo de éter etilico em
campanula de vidro. A anestesia foi realizada através de injecéo intraperitoneal de
cloridrato de quetamina® e de xilazina® na dose de 100mg/kg e 10mg/kg de peso
corporal do animal, respectivamente (BORBA, 2004; KRAETHER NETO, 2005).

Cada animal, devidamente anestesiado, foi pesado e disposto em
decubito dorsal sobre a mesa operatéria, tendo as extremidades de suas patas
fixadas com esparadrapo. Bilateralmente a cabeca foram colocados dois roletes,
confeccionados em cera, com dimensdes de 3,0cm de comprimento, 1,5cm de
largura e 1,7cm de altura e envoltos em gaze estéril. Sobre os mesmos foi colocada
uma lamina de vidro, construindo-se uma mesa cirargica de 1,7cm de altura. Um
amarrilho com fio, fixado nos incisivos inferiores, auxiliou na abertura da boca do

animal (Figura 3).

2 Dopamin®, Laboratdrio Agribrands, S&o Paulo, Brasil.
% Anasedan® injetavel, Laboratério Agribrands, Sdo Paulo, Brasil.
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Figura 3: Mesa cirdrgica interposta entre os maxilares e
amarrilho posicionado nos incisivos inferiores

Apbs posicionamento da lingua sobre a mesa, foi realizada a ferida
cirargica com o auxilio de um punch* de 3mm de diametro (Figura 4), posicionado
perpendicularmente ao ventre lingual. Como padronizagdo do local, optou-se pela
realizacdo da ferida no centro da por¢cdo média da superficie ventral da lingua
(Figura 5).

‘llll\|1||\\\l\

Figura 4: Punch Figura 5: Posicionamento do punch

| | e & I : =

* Instrumec®, Prodesc, Porto Alegre, Brasil.
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Foram realizados movimentos giratorios, no sentido horario e anti-
horario com o punch, até que se cortou a mucosa e se atingiu o limite de
profundidade de 1mm preestabelecido na face externa do instrumento. As
dimensodes da incisdo circular foram de 3mm de diametro por 1mm de profundidade.
O tecido incisado foi apreendido por pinca atraumatica e sua base cortada com uma
tesoura cirdrgica (Figura 6). A hemostasia foi realizada com leve compressdo de

uma gaze sobre o leito cirdrgico, por cinco minutos.

Figura 6: Ferida cirtrgica e fragmento (seta)

4.6 Moldagem vascular com resina

Decorridos os tempos preestabelecidos, os animais foram novamente
sedados e anestesiados, como descrito anteriormente, para realizacdo da perfuséo

com resina.
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4.6.1 Fixacédo do cateter e perfuséo

O animal devidamente anestesiado foi disposto em decubito dorsal
sobre a mesa operatéria com as extremidades das patas fixadas com esparadrapo
sobre a mesa operatoéria. Realizou-se uma incisdo longitudinal, com lamina de bisturi
n° 24, na linha mediana do ventre do rato, iniciando-se na regido mais anterior do
torax e que se estendeu até a porcdo abdominal inferior. A pele localizada sobre a
regido toracica e abdominal foi divulsionada, de modo a evidenciar o tecido muscular
do local (Figura 7A).

O tecido muscular localizado na regido do osso esterno foi tracionado e
cortado transversalmente com tesoura cirurgica. Para a visualizagdo do musculo
diafragma (Figura 7B), ampliou-se a inciséo transversal bilateralmente. Depois de
exposto, o diafragma foi incisado, o que possibilitou a visualizacdo da caixa toracica.
Para ampliacdo do campo cirdrgico, realizou-se uma incisédo relaxante nas costelas
direitas e esquerdas do animal, dando origem a um retalho tecidual constituido por
0SS0 externo e costelas. A parede ventral da caixa toracica foi rebatida e fixada com
pinca hemostatica para facilitar o acesso ao coracao do animal (Figura 7C). Com o
auxilio de uma seringa descartavel de 1mL administrou-se heparina 5000Ul no
musculo cardiaco, na posologia de 0,00lmL/g de peso corporal do animal para
evitar a coagulagéo sanguinea intravascular (Figura 7D).

Apos o afastamento do timo, a artéria aorta ascendente foi
individualizada, e lacada com fio de seda 3-0°, com auxilio de pinca atraumatica
curva e delicada (Figura 7E). O pulmdo esquerdo foi afastado e a artéria aorta
descendente foi apreendida com auxilio de uma pin¢ca hemostatica curva (Figura
7F).

Antes do proximo passo cirurgico, um cateter descartavel de oxigénio

de n° 6°, uma torneira de oxigénio’ de mesmo nimero e uma seringa descartavel,

® Ethicon®, Johnson & Johnson.
® Markmedt®, Sao Paulo, Brasil.
" Sondaplast Materiais Médicos Hospitalares®, Feira de Santana/BA, Brasil.
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contendo 50mL de solucdo salina foram conectados. A solucédo salina foi injetada

para o interior do cateter, eliminando o ar existente no interior do mesmo.

O coracéo foi apreendido com pin¢a e o ventriculo esquerdo, incisado
com tesoura, permitindo o acesso do cateter ao interior do coracdo, alcancando a
artéria aorta ascendente. O cateter foi fixado através de um nd no fio de seda

previamente utilizado para lacar a artéria aorta ascendente (Figura 7G).

Neste momento, o atrio direito foi incisado (Figura 7H), para permitir o
extravasamento do sangue e das solucbes salina (50mL), paraformaldeido a 2%
tamponado com fosfato e pH 7,4 (20mL) e novamente solucdo salina (50mL), que
foram seglencialmente perfundidas via cateter. Entre as trocas das seringas,
contendo as diferentes solucdes, a chave da torneira foi girada para evitar a inclusao
de bolhas.

Ao final da perfusdo das solucdes, a palidez do animal na regido da
cabeca e do pescoco e a auséncia de sangue nas solucdes extravasadas pelo atrio
direito foram indicativos da substituicdo do sangue do sistema vascular pela solucéo

salina.
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Figura 7: A) Pele abdominal e toracica divulsionadas (setas), B) Visualizacdo do diafragma (setas),
C) Rebatimento da parede ventral da cavidade toracica (setas), D) Injecdo de heparina no musculo
cardiaco, E) Individualizagdo da artéria aorta ascendente, F) Apreensdo da artéria aorta
descendente, G) Fixacao do cateter através de um n@, H) Incisdo do atrio direito (seta)
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4.6.2 Manipulacéo e perfusdo da resina de baixa viscosidade®

O material para a moldagem do sistema vascular, resina Mercox® do
tipo CI-2B blue e CI-2R red, foi armazenado em geladeira (Figura 8A).

Ap6s a pesagem em balanca de semiprecisdo®, 0,25g de catalisador e
10g de resina acrilica foram manipulados por 40 segundos com espatula de plastico

(Figura 8B) e transferidos para uma seringa de 10mL (Figura 8C).

Figura 8: A) Resina Mercox®, B) Manipulagdo da resina de baixa viscosidade, C) Transferéncia do
material manipulado para o interior da seringa

Enquanto a manipulacdo da resina estava sendo realizada, outro
operador mantinha a perfusdo de solugéo salina no animal com seringa de 50mL
com objetivo de impedir a aproximacdo das paredes vasculares e facilitar a
penetrabilidade da resina durante a perfusdo. Com o objetivo de acoplar a seringa
gue continha resina manipulada, outra seringa de 5mL vazia foi conectada na
torneira em um dos pontos de conexao, a torneira foi girada, o que possibilitou a
injecdo de 3mL de solucédo salina da seringa de 50mL para a seringa de 5mL. Em

8 Mercox®, Ladd Research Industries, Williston, USA
% Mani®, Balanca eletronica
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seguida, a seringa de 50mL foi removida, adaptou-se a seringa contendo resina
manipulada no mesmo local e injetou-se uma pequena quantidade de resina para o
interior da seringa de 5mL. Assim, procurou-se eliminar as bolhas que haviam sido
incorporadas na torneira durante a troca das seringas. A chave da torneira foi girada
novamente o que possibilitou a perfusdo da resina para o interior do cateter e,
consequentemente, para o sistema vascular. A injecdo da resina foi feita

manualmente por um Unico operador com pressao constante.

Observou-se que o tempo decorrido, desde o inicio da perfusdo de
resina até o seu extravasamento pelo atrio direito foi, em média, de 60 segundos.
Apoés o extravasamento da resina, observou-se que a palidez da regido de cabeca e

pescoc¢o do animal deu lugar a coloracdo da resina.

Ao término da perfusé@o, o conjunto de estruturas localizado acima do
arco aortico e da canula, constituido por artéria aorta ascendente, veia pulmonar,
traguéia e esbéfago, foi apreendido com pinca hemostatica, evitando-se com isso, 0

refluxo de resina.

4.6.3 Polimerizacéo da resina

Os animais moldados permaneceram a temperatura ambiente por duas
horas para a pré-polimerizagdo da resina. Em seguida, as pingas hemostaticas
foram removidas e as cabecas dos animais foram separadas dos corpos por

decapitacao.

As cabegas dos animais, colocadas em uma bandeja, foram submersas
durante uma hora em agua corrente proveniente de um destilador, a temperatura de

40°C, com o objetivo de acelerar e finalizar o processo de polimerizacao da resina.
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4.7 Disseccéo da lingua™

Inicialmente foram realizadas incisdes bilaterais desde as comissuras
labiais até a regido das articulagBes temporomandibulares para a separacdo dos
maxilares. As incisdes foram realizadas em uma profundidade tal que néo
atingissem as bordas laterais da lingua (Figura 9A). Todo o tecido existente no local
das incisdes que impedia a separacdo dos maxilares foi cortado com o auxilio de

uma tesoura cirdrgica de ponta romba (Figura 9B).

A maxila foi afastada da mandibula pela aplicacdo de forcas opostas
realizada com o auxilio de duas pin¢as, sendo uma apoiada nos incisivos superiores
e a outra nos inferiores (Figura 9C). ApGs a separacdo dos maxilares, realizou-se
uma incisdo transversal na base da lingua, que se estendeu de um condilo

mandibular ao outro (Figura 9D).

A peca cirargica composta por mandibula e lingua foi colocada sobre a
mesa e a regido dos condilos direito e esquerdo foi pressionada pelos dedos polegar
e indicador para que ocorresse a desarticulagdo das hemimandibulas (Figura 9E).
Com lamina de bisturi n° 15 realizou-se uma incisédo em toda a extenséo do fundo de
sulco lingual do assoalho da cavidade oral, complementada a dissec¢édo da lingua
(Figuras 9F, 9G e 9H).

10 0s passos cirdrgicos para a disseccao da lingua foram idealizados pelo pesquisador Leo Kraether-Neto.
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Figura 9: A) Incisdo com lamina de bisturi desde as comissuras labiais até as
articulacdes temporomandibulares, B) Incisdo mais profunda com tesoura romba, C)
Afastamento entre mandibula e maxila, D) Incisédo transversal na base da lingua, E)
Desarticulacao das hemimandibulas, F) Incisdo realizada em fundo de sulco lingual,
G) Mandibula, H) Lingua dissecada
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4.8 Corrosao e secagem dos espécimes

Cada lingua dissecada foi acondicionada em pote plastico com
capacidade para 80mL, identificado, contendo 30mL de agua destilada em
temperatura ambiente. Os potes permaneceram expostos ao meio ambiente por um
periodo de 18 horas (Figura 10).

Figura 10: Lingua submersa em agua destilada

Apébs as 18 horas, a dgua destilada contida em cada pote foi aspirada
com o auxilio de uma seringa descartavel e substituida por 30mL da solucédo de
NaOH' 5%, a temperatura de 45°C. Efetuada a troca das solucdes, os potes foram

acondicionados em estufa, a 45°C por 20 horas.

Decorridas 20 horas, os potes foram retirados da estufa e a solucao de
NaOH associada aos detritos até entdo corroidos foi aspirada com seringa
descartavel. Foram realizadas trés lavagens consecutivas com agua destilada em
cada um dos espécimes, com o auxilio de seringa descartavel. Apos a Ultima
lavagem, os potes permaneceram com 30mL de &gua destilada a temperatura
ambiente por quatro horas.

1 _absynth, S&o Paulo, Brasil.
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Decorridas quatro horas, a agua destilada contida em cada um dos
potes foi substituida por 30mL da solucdo de NaOH 5%, a temperatura de 45°C e 0s
potes foram novamente acondicionados na mesma estufa. Assim, o protocolo de
troca da solucdo de NaOH, de lavagem com agua destilada e de andlise dos

espécimes com lupa estereoscopica foi 0 mesmo para 0s outros dias.

Sempre que 0s espécimes em corrosao estavam fora da estufa e
submersos em Aagua, 0s mesmos eram observados por meio de uma lupa

estereoscopica’?, para avaliacdo do estagio de corroséo de cada um deles.

Por meio da lupa estereoscopica verificou-se que, no inicio do
processo da corrosdo, 0S espécimes apresentaram um aspecto macroscopico
semelhante a “algoddo molhado”. Quando totalmente corroidos, os espécimes
mostraram uma translucidez que permitiu a visualizagdo da arborizacdo vascular da

superficie ventral da lingua e os limites da ferida cirargica.

O tempo necessario para que ocorresse a corrosao da lingua foi, em
média, de cinco dias. Concluida a corrosdo, os espécimes ficaram submersos em
agua destilada em temperatura ambiente, por seis horas (Figura 11). Depois, a agua
foi aspirada e substituida por 30mL da solucéo de acido formico 5%, por uma hora.
Decorrido este tempo, com ajuda de lupa estereoscoépica, cada uma das linguas
corroidas foi pingada, colocada com a superficie dorsal em contato com papel-filtro,
previamente identificado, e acondicionada em estufa, a temperatura de 37°C para
secagem durante quatro dias (Figura 12). Os espécimes foram mantidos em estufa a

temperatura de 37°C durante todo o periodo de andlise.

12 DF Vasconcelos.
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Figura 11: Espécime corroido submerso em agua Figura 12: Espécime corroido e seco sobre
destilada o papel de filtro

4.9 Montagem dos espécimes sobre as plataformas de aluminio

Para a montagem dos espécimes, foram utilizados fios de cobre com
0,2mm de espessura; plataformas de aluminio de 2,5cm de diametro por 0,5cm de
altura e fita dupla-face de carbono®®. Para cada espécime, colocaram-se duas fitas
de carbono, paralelas entre si, sobre a plataforma de aluminio, e a face dorsal da
lingua corroida foi assentada sobre a fita de forma que o longo eixo do espécime

ficasse paralelo as fitas previamente coladas (Figura 13).

Figura 13: Colagem dos espécimes corroidos sobre as
plataformas de aluminio, o circulo representa a &rea da
ferida cirdrgica a ser analisada pela MEV

3 New Tape®, Nisshin Em.Co., LTD
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Com a finalidade de aumentar a condutividade de elétrons sobre a
superficie dos espécimes, foram utilizados fios de cobre dobrados em forma de “L”,
com o0 angulo de 90° realizado a 6mm de sua extremidade. Cerca de 3mm da
extremidade de maior segmento do fio de cobre foi inserida no modelo vascular de
forma que o mesmo ficasse paralelo e o outro, segmento menor, ficasse
perpendicular a superficie da plataforma. O menor segmento do fio de cobre foi
colado na superficie lateral da plataforma de aluminio com fita dupla-face de
carbono (Figura 14). Em média foram fixados, em cada espécime, seis fios de cobre

simetricamente distribuidos.

Figura 14: Posicionamento do fio de cobre

4.10 Metalizacao dos espécimes

Apds montagem dos espécimes nas plataformas, o conjunto foi
acondicionado no metalizador'®. Devido ao tamanho das plataformas de aluminio,

apenas trés espécimes por vez foram metalizados. O protocolo da primeira

14 Baltec, SCD005 — Sputter Coater.
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metalizacdo utilizou dois fios de carbono®® e 90 segundos de ouro®®. Durante a
analise, se ocorressem areas de carregamento, indicando que o processo de
metalizagdo havia sido insuficiente, nova metalizagéo era realizada, com um fio de
carbono e 60 segundos de ouro. Certificada a boa qualidade da metalizacéo,

realizou-se a analise de cada espécime.

4.11 Andlise dos espécimes por MEV

A andlise dos espécimes foi realizada no Centro de Microscopia e
Microandlises (CEMM) da PUCRS em microscépio eletronico de varredura'’ com
poder de resolugcdo de 3,5nm, aumentos de 10 a 400000 vezes e aceleragao de
voltagem de elétrons de 200V a 30kV (Anexo 2).

Para a analise dos modelos vasculares, a aceleracdo de voltagem de
elétrons do microscopio eletrénico variou entre 10 e 20kV. Foram obtidas imagens
dos espécimes em menor aumento que variou entre 20 e 23 vezes devido ao limite
maximo da distancia de trabalho permitido pelo microscopio eletrénico de varredura.
Nos espécimes de animais submetidos ou ndo ao procedimento cirdrgico, obteve-se
uma imagem da area da ferida com aumento de 40 vezes a qual serviu de referéncia
para a realizagcdo das imagens com aumento de 200 vezes. A borda e o leito da
ferida cirdrgica foram analisados em aumentos de 200 vezes por meio da montagem
realizada no programa Power Point com as imagens previamente obtidas (Figura
15).

Apds a obtencdo das montagens com o aumento de 200 vezes,
realizou-se, no microscopio eletrdnico de varredura, uma andlise em diferentes
aumentos que variaram entre 400 e 12000 vezes, documentaram-se imagens que
melhor detalhassem a forma dos modelos vasculares dos espécimes sem ferida e
com ferida cirargica. A analise dos espécimes sem ferida foi realizada a partir das

imagens da trama vascular superficial e dos vasos calibrosos presentes na

15 Electron Microscopy Sciences (Carbon Cord, cat.#91046)
16 Bal-Tec, EM — Technology and application foil target Au, @ 54mm (LZ 02224 KN)
7 Philips, modelo XL30.
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superficie ventral da lingua. Na andlise das feridas cirurgicas, foram descritas
imagens obtidas dos modelos vasculares que se localizaram proximo a borda da
ferida e de suas extremidades, da angiogénese por brotamento e por
intussuscepgdo que ocorreram tanto na borda como no centro da ferida cirargica, do
tecido de granulacdo, quando presente e do plexo vascular superficial proximo a
borda da ferida cirargica.

Figura 15: Montagem realizada a partir de eletromicrografias da ferida
cirtrgica obtida com aumento de 200X, barra = 200um
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5 RESULTADOS

5.1 Vascularizacdo da superficie ventral da lingua de ratos ndo submetidos ao

procedimento cirdrgico

A vascularizacdo da superficie ventral da lingua dos ratos né&o
submetidos ao procedimento cirdrgico apresentou um plexo vascular composto pelas

veias raninas e pela trama vascular superficial, avaliados pela MEV.

O terco anterior da superficie ventral da lingua foi dividido em por¢éo
posterior, média e anterior. Na porcdo posterior, verificou-se a presenca de dois
vasos calibrosos, correspondentes as veias raninas, que juntamente com seus
ramos confluentes emergiram do interior da porcdo meédia para a superficie, na
porcao posterior do ventre lingual (Figura 16). A por¢cao média do ventre da lingua foi
caracterizada pela auséncia de vasos venosos calibrosos e apresentou-se recoberta
pela vascularizacdo da trama vascular superficial. Na porcéo anterior, bilateralmente
ao apice, observou-se a ocorréncia de vasos venosos calibrosos correspondentes
aos ramos das veias raninas direita e esquerda que emergiram do interior da lingua
(Figuras 17 e 18).

Na porgéo posterior do ventre lingual, as veias raninas apresentaram
constricbes, com aspecto ondulado que eram as impressdes de esfincteres

musculares (Figura 19). Os capilares responsaveis pela nutricdo de vasos
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calibrososn foram observados sobre as veias raninas na por¢ao posterior do ventre

da lingua (Figura 20).

Ao se comparar 0 padrdo vascular da por¢do posterior da superficie
ventral da lingua dos espécimes analisados, verificou-se variacdo anatbmica das

vénulas confluentes das veias raninas direita e esquerda (Figuras 21).

A trama vascular superficial do ventre da lingua, correspondente a
vascularizagdo do tecido conjuntivo frouxo da mucosa de revestimento, caracterizou-
se pela presenca de uma rede de capilares distribuida uniformemente por toda a
superficie ventral da lingua (Figuras 22A, B e C). Sob a trama vascular superficial,

visualizaram-se vasos calibrosos que se comunicavam com os capilares da mesma.

O padrédo da trama vascular superficial do ventre da lingua foi
semelhante a uma rede frouxa com presenca de alcas capilares simples entre o
arranjo dos capilares da rede. As alcas capilares foram constituidas por ramos

ascendente e descendente (Figura 23).
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Figura 17: Eletromicrografia de
varredura do padrdo vascular da
regido do apice da superficie do
ventre lingual
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Figura 18: Eletromicrografia de varredura das ramificacdes
da veia ranina no &pice do ventre lingual, 200X de
aumento, barra = 200pum

Figura 16: Eletromicrografia de varredura da
vascularizacao superficie ventral da lingua e
veias raninas (setas)

Figura 19: Eletromicrografia de varredura da veia ranina
esquerda com impressdes do esfincter muscular (setas),
266X de aumento, barra = 200pum
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AcC.V Spot Magn Det WD 1 200 um-
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Figura 20: Eletromicrografia de varredura onde se observa capilares responsaveis
pela nutricdo dos tecidos que circundam a veia ranina (setas), 150X de aumento,
barra = 200pum

E R E
Figura 21: Eletromicrografias de varredura evidenciando as variagfes anatémicas dos vasos confluentes
das veias raninas, 40X de aumento, barra = 2um
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AccV  Spot Magn
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Figura 22 A, B e C: Eletromicrografias de varredura do padrédo
vascular da trama vascular superficial do ventre da lingua, 139X
de aumento, barra = 500um
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Figura 23: Eletromicrografia de varredura do padrédo da trama vascular superficial do ventre da
lingua, evidenciando as alcas capilares com o ramo ascendente e descendente (setas vermelhas) e
0s vasos calibrosos (setas amarelas), 500X de aumento, barra = 100pm
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5.2 Vascularizacdo do ventre da lingua dos grupos de animais submetidos ao

procedimento cirdrgico

5.2.1 Grupo 1 (um dia ap0s o procedimento cirdrgico)

Um dia apds o procedimento cirargico, a vascularizacdo da superficie
ventral da lingua apresentou uma depressao rasa, de forma eliptica, equivalente ao
leito da ferida, com uma borda, que delimitava o leito, constituida por capilares

seccionados (Figura 24).

O punch seccionou tanto os capilares da trama vascular superficial
guanto os vasos calibrosos localizados sob a mesma. Estes vasos seccionados
constituiram a vascularizacdo da borda da ferida cirdrgica localizada na porcao
média da superficie ventral da lingua. A forma da extremidade dos capilares da
borda da ferida foi arredondada ou conica, sendo impossivel a diferenciacdo entre

capilares venosos e arteriais (Figura 25).

Os vasos seccionados foram diferenciados em vénulas e arteriolas. O
critério utilizado para essa identificacdo baseou-se na forma das impressdes dos
nacleos das células endoteliais. Vasos que apresentaram em suas superficies as
impressdes dos nudcleos das células endoteliais ovais foram classificados como
vénulas que, devido a incisdo, apresentaram as suas extremidades conicas (Figura
26). Ja as arteriolas da borda da ferida cirdrgica apresentaram suas extremidades
arredondadas (Figura 27) ou irregulares. Algumas vezes, as irregularidades
observadas na extremidade de algumas arteriolas corresponderam as impressfées

do tampdo plaquetario (Figura 28).
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Figura 25: Eletromicrografia de varredura em que se
observam as extremidades dos capilares seccionados
da trama vascular superficial, localizadas na borda da
ferida, um dia apdés o procedimento cirdrgico (setas),
800X de aumento, barra = 50um

Figura 24: EIetromicrorafla dearredura do padrao
vascular da ferida, um dia apés o procedimento
cirargico, 200X de aumento, barra = 200um
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Figura 27: Eletromicrografia de varredura em
que se observam a extremidade arredondada
da arteriola, as impressdes dos nicleos das
células endoteliais (setas), 2400X de
aumento, barra = 20um

Figura 26: Eletromicrografia de varredura em
gue se observam a extremidade cobnica da
vénula, e as impressdes dos nudcleos das
células endoteliais (setas), 2000X de
aumento, barra = 20um
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Figura 28: Eletromicrografia de varredura em
gue se observa a impressdo do tampéo
plaguetario na extremidade da arteriola (seta),
6000X de aumento. barra = 10um
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O leito da ferida cirargica apresentou vasos calibrosos entremeados
por feixes de capilares dos musculos intrinsecos da lingua. As superficies desses
vasos de grande calibre apresentaram-se rugosas e com as impressdes nucleares
das células endoteliais e de outras impressdes isoladas, ovoides e mais profundas
(Figuras 29A e B). Os capilares dos feixes dos musculos intrinsecos da lingua
apresentaram trajeto paralelo com ondulac¢des e foram semelhantes entre si (Figuras
30A e B).

Figura 29A e B: Eletromicrografia 29A em que se observa a presenga de rugosidade em artérias localizadas
no leito da ferida cirdrgica, 500X de aumento, barra = 100um; eletromicrografia 29B observam-se as
impressdes isoladas, ovoides e mais profundas (setas), 4000X de aumento, barra = 10um
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Figura 30A e B: Eletromicrografias de varredura do padrdo vascular do leito da ferida cirargica em que se
visualiza a presenca dos feixes vasculares dos mdusculos intrinsecos da lingua (seta) entre os vasos
calibrosos, (30A) 200X de aumento, barra = 200um; (30B) 900X de aumento, barra = 50pum
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Em apenas um espécime, foi visualizado o arranjo vascular do septo
lingual. O padrdo vascular do septo lingual constituiu-se de modelos vasculares
calibrosos e sinuosos ao longo da fenda do septo lingual que se comunicavam com

os capilares sinuosos posicionados obliguamente aos mesmos (Figura 31).
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Figura 31: Eletromicrografia de varredura em que se observa o
posicionamento obliquo dos capilares em relacédo aos vasos que
compdem o septo lingual (setas), 400X de aumento, barra =
100pm

5.2.2 Grupo 2 (dois dias apés o procedimento cirargico)

A depresséo rasa e de forma eliptica correspondente ao leito da ferida
cirdrgica continuou presente nos espécimes obtidos dois dias apds o procedimento
cirargico (Figura 32). Os feixes vasculares de musculos intrinsecos da lingua
estiveram presentes no leito da ferida cirurgica. Observou-se que as algcas capilares
da trama vascular superficial se apresentaram direcionadas obliqguamente para o

centro da ferida (Figura 33).

Nos capilares da trama vascular superficial, houve angiogénese por

intussuscepcdo, que se caracterizou pela presenca de pequenos orificios de
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diferentes formas correspondentes a moldagem dos pilares de células endoteliais
(Figuras 34A, B e C e 35A e B) e de angiogénese por brotamento que se
caracterizou pela presenca de brotos (Figuras 36A e B e 37A, B e C). Houve maior
freqiéncia da angiogénese por intussuscepcdo nas alcas capilares da trama

vascular superficial proximas ao limite posterior da ferida.

Figura 33: Eletromicrografia de varredura da
borda da ferida, dois dias apdés o
procedimento cirdrgico, em que se observa
o direcionamento das alcas capilares da
trama vascular superficial para o centro da
Figura 32: Eletromicrografia de varredura do ferida, 200X de aumento, barra = 200um
padrdo vascular da ferida, dois dias apds o

procedimento cirirgico, 2000X de aumento, barra

=200pm
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Figura 34A, B e C: Eletromicrografias de varredura em que se observam diferentes formas de
angiogénese por intussuscepc¢ao (setas), dois dias apés o procedimento cirlrgico; (34A e B) 10 000X
de aumento, barra = 200um e (34C) 6000X de aumento, barra = 10pm
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Figura 35A e B: Eletromicrografias de varredura em que se observa angiogénese por intussuscepcao
(seta) em alca capilar da trama vascular superficial da borda da ferida, dois dias apds o
procedimento cirdrgico; (35A) 1500X de aumento, barra = 20pm e (35B) 6000X de aumento, barra =
10pum
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Figuras 36A e B: Eletromicrografias de varredura em que se observa angiogénese por brotamento
(setas) da ferida, dois dias apds o procedimento cirtrgico; (36A) 3000X de aumento, barra = 20um e
(36B) 2400X de aumento, barra = 20um
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Figuras 37A, B e C: Eletromicrografias de varredura em que se observa angiogénese por brotamento
em capilar da trama vascular superficial da borda da ferida, dois dias apds o procedimento cirdrgico;
(37A) 400X de aumento, barra = 100um; (37B) 1500X de aumento, barra = 20um e (37C) 6000X de
aumento, barra = 10pm
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5.2.3 Grupo 3 (trés dias apds o procedimento cirlrgico)

O leito da ferida cirdrgica, trés dias apds o procedimento cirdrgico,
apresentou uma exuberante proliferagdo vascular no leito da ferida, circundada por
um sulco. A proliferacdo constituiu-se por vasos polimorfos que formaram o padrao
vascular do tecido de granulacao. A superficie desses modelos vasculares do tecido

de granulacdo mostrou-se rugosa (Figuras 38 e 39).

A extensdo da trama vascular superficial neoformada do ventre da
lingua no limite posterior da ferida foi maior quando comparada aos limites laterais e

anterior da ferida (Figura 40). O direcionamento dos vasos da borda neoformada

voltou-se para o centro da ferida.
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Figura 39: Eletromicrografia de varredura do
padrdo vascular do tecido de granulacéo,
trés dias apbés o procedimento cirlrgico;
300X de aumento, barra = 200pum

Figura 38: Eletromicrografia de varredura do
padrdo vascular da ferida, trés dias apés o
procedimento cirargico; 200X de aumento, barra =
200pm
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Figura 40: Eletromicrografia de varredura
em que se observa que a revascularizagao
do limite posterior da ferida é mais rapida;
45X de aumento, barra = 1mm
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Na vascularizacdo do tecido de granulacdo e da borda da ferida
cirdrgica, verificou-se a presenca de angiogénese por brotamento, que se
caracterizou pela presenca de brotos vasculares (Figura 41A, B e C), e a
angiogénese por intussuscepcéo, caracterizada pela presenca de poros que
corresponderam a moldagem do pilar de células endoteliais (Figura 42A, B, C, D e

E). Os poros que caracterizaram a angiogénese por intussuscepg¢ao foram mais

freqlentes nos capilares localizados no limite posterior da ferida.

Figura 41A, B e C: Eletromicrografias de varredura em que se observa angiogénese por brotamento
(setas) presente nos vasos que compdem a vascularizagdo do tecido de granulacéo da ferida, trés dias
apds o procedimento cirdrgico; (41A) 2400X de aumento, barra = 20um; (41B) 1200X de aumento, barra
= 50um e (41C) 3000X de aumento, barra = 20um
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Figura 42A, B, C, D e E: Eletromicrografias de varredura em que se observam angiogéneses por
intussuscepcgdo (setas) presentes nos vasos que compdem a vascularizacdo do tecido de granulagcéo da

ferida, trés dias ap6s o procedimento cirdrgico (setas); (42A, B, C e D) 4800X de aumento, barra = 10um;
(42E) 10000X de aumento, barra = 10um e (42F) 12000X de aumento, barra = 5um
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As alcas capilares da trama vascular superficial proximo a borda da
ferida moldada trés apds o procedimento cirirgico apresentaram angiogénese por
intussuscepcgdo que foi caracterizada pela presenca de pequenos orificios (Figura
43A, B e C).

Figura 43A, B e C: Eletromicrografias de varredura em que se observa angiogénese por
intussuscepcao (seta) na alga capilar da trama vascular superficial da borda da ferida, dois dias apés
o procedimento cirdrgico; (43A) 400X de aumento, barra = 100um; (43B) 1500X de aumento, barra =
20um e (43C) 9000X de aumento, barra = 5um

5.2.4 Grupo 4 (sete dias ap6s o procedimento cirlrgico)

O leito da ferida cirdrgica, sete dias apdés o procedimento cirdrgico,
estava revascularizado (Figura 44). A vascularizacdo do centro da ferida cirurgica
exibiu um conjunto de capilares delimitado pela trama vascular superficial
neoformada. Os capilares do conjunto posicionaram-se perpendicularmente ao plano
gue tangenciou a trama vascular superficial neoformada e apresentaram-se

paralelos entre si com extremidades arredondadas e fundo cego (Figura 45).

As algas capilares da trama vascular superficial neoformada
apresentaram direcionamento obliquo para o centro da ferida (Figura 46). A trama
vascular neoformada apresentou arranjo semelhante ao seu padrdo original, com

excec¢dao do direcionamento das suas alcas capilares.
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Figura 44: Eletromicrografia de varredura do
padrdo vascular da ferida, sete dias apdés o
procedimento cirdrgico; 200X de aumento, barra =
200pm
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Figura 45: Eletromicrografia de varredura
em que se observa o conjunto de capilares
localizados no centro da ferida, sete dias
apos o procedimento cirdrgico (seta); 200X
de aumento, barra = 200um
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Figura 46: Eletromicrografia de varredura
em que se observa o direcionamento
obliguo das alcas capilares da trama
vascular superficial para o centro da ferida,
sete dias apds o procedimento cirlrgico;
300X de aumento, barra = 200pum

5.2.5 Grupo 5 (14 dias ap6s o procedimento cirdrgico)

Observou-se que, 14 dias apés o procedimento cirdrgico, os modelos

capilares do centro da ferida cirirgica estavam parcialmente remodelados. A

inclinacdo e o encurtamento vasculares caracterizaram o processo de remodelagao

dos modelos capilares localizados no centro da ferida (Figura 47).

A trama vascular superficial neoformada recobriu quase toda a ferida e

se entremeou com o0s capilares inclinados presentes no centro da ferida. A

disposicao das extremidades dos capilares da trama vascular superficial neoformada
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que recobriam o0s capilares inclinados era retilinea, homogénea e com

direcionamento centripeto (Figura 48).
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Figura 48: Eletromicrografia de varredura
em que se observa a disposicdo dos
capilares da trama vascular neoformada, 14
dias apo6s o procedimento cirdrgico; 400X de
aumento, barra = 100pm

Figura 47:. Eletromicrografia de varredura do
padrdo vascular da ferida, 14 dias ap6és o
procedimento cirdrgico; 200X de aumento, barra =
200pm

As alcas capilares da trama vascular superficial se apresentaram
direcionadas para o centro da ferida, e houve anastomoses dos capilares da trama

vascular superficial neoformada com os vasos calibrosos localizados sob esta trama
(Figura 49).
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Figura 49: Eletromicrografia de varredura em que se verifica a
anastomose do capilar da trama vascular superficial com vasos
calibrosos localizados sob a mesma (seta); 300X de aumento,
barra = 20pm

5.2.6 Grupo 6 (21 dias ap6s o procedimento cirdrgico)

A trama vascular superficial neoformada, 21 dias apés o procedimento
cirargico, apresentou-se com um “padréo radial” em direcdo ao centro da ferida
cirurgica (Figura 50). O centro da ferida cirdrgica foi formado por um aglomerado
denso de feixes de capilares oriundos da trama vascular superficial. Alguns capilares
do centro da ferida apresentaram estreitamento vascular em sua porcéo terminal,

gue se manteve até a extremidade dos mesmos (Figuras 51 e 52).
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em que se observa o padrdo vascular
presente no centro da ferida, 21 dias apos o
procedimento cirdrgico; 200X de aumento,
barra = 20um

Figura 50: Eletromicrografia de varredura do padrédo
vascular da ferida, 21 dias apdés o procedimento
cirargico; 200X de aumento, barra = 200pm

em que se observa o0 estreitamento
alongado (seta) na extremidade do capilar
localizado no centro da ferida, 21 dias ap6s
0 procedimento cirdrgico; 3000X de
aumento, barra = 20pm

Os capilares da trama vascular superficial, adjacente ao centro da
ferida, apresentaram-se bem préximos uns dos outros, direcionando-se ao centro da
ferida e formando feixes semelhantes a raios. Os feixes apresentaram intercalados
por um espaco avascular (Figuras 53A e 54). Ao se distanciarem do centro da ferida
cirirgica, os capilares dos feixes da trama vascular superficial neoformada se

encontraram mais afastados uns dos outros (Figura 53B).
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Figuras 53A e B: Eletromicrografias de
varredura em que se observa o padrédo
radial (A) e o padrdo original da trama
vascular superficial (B); 200X de aumento,
barra = 200pum

Figura 54: Eletromicrografia de varredura
em que se observa o espago avascular
existente entre os feixes da trama vascular
superficial neoformada (setas); 200X de
aumento, barra = 200pum

116
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6 DISCUSSAO

A técnica de modelo de corrosdo vascular associada a MEV foi
escolhida neste estudo, devido a mesma ja ter sido empregada por outros autores
com o objetivo de descrever o padrdo vascular da superficie dorsal da lingua
(SELLISETH; SELVIG, 1993; MATSUKAWA; OKADA, 1994; MAKIYAMA et al.,
1998a; OJIMA, 2001; LOPES et al., 2002; KRAETHER NETO, 2005), de verificar a
ocorréncia da angiogénese por brotamento no processo cicatricial (NOBUTO et al.,
1987; PHILLIPS et al.; 1991) e da angiogénese por intussuscepcdo em diferentes
estruturas (CADUFF et al., 1986; STREK et al., 1995; PEREZ-APARICIO et al.,
1996; NOTOYA, et al., 2003).

Neste estudo, o padrdo vascular da superficie ventral da lingua de
ratos Wistar ndo submetidos ao procedimento cirargico apresentou um plexo
vascular constituido pela trama vascular superficial e pelas variacbes anatdémicas
das ramificagbes das veias raninas, com 0s seus vasos confluentes. Outros estudos
utilizando diferentes animais, como ratos Wistar (SELLISETH; SELVIG, 1993;
MAKIYAMA et al.,, 1998a; KRAETHER NETO, 2005), gambas (MARTINEZ et al.,
1998), macacos (MATSUKAWA; OKADA, 1994), coelhos (LOPES et al., 2002), cées
(OJIMA, 2001) e gatos (OJIMA et al., 1996b), avaliaram apenas a superficie dorsal
da lingua por essa técnica com o objetivo de descrever a vascularizagdo das papilas
linguais. Considerando os bancos de dados disponiveis, o presente estudo € o

anico, até entdo, a descrever o padréo vascular da superficie ventral da lingua.

Ao se comparar o padrdo vascular da superficie dorsal, descrito por
diferentes autores (SELLISETH; SELVIG, 1993; MAKIYAMA et al., 1998a; LOPES et
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al., 2002; KRAETHER NETO, 2005) com o da superficie ventral da lingua, analisado
neste estudo, constatou-se que cada superficie da lingua tem um padrdo vascular

especifico, o que esta de acordo com Yu et al. (1994).

O ventre da lingua foi o sitio anatdmico escolhido para a realizacédo da
ferida, no presente estudo por ser revestido por mucosa ndo-queratinizada
(BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004) e por apresentar um padrédo vascular
mais simples (KISHI; TAKAHASHI; TROWBRIDGE, 1990) quando comparado aos
outros sitios anatdmicos da cavidade oral, ja estudados pela técnica de moldagem
vascular seguida de corrosdo, como gengiva de cdes (NOBUTO et al., 1987), pele
de ratos Sprague-Dawley (PHILLIPS et al.,, 1991) e palato de ratos Wistar
(SELLISETH; SELVIG, 1995b), cujas caracteristicas comuns sdo a queratinizacao
do tecido epitelial e a presenca de varias projecbes papilares profundas
(BERKOVITZ; HOLLAND; MOXHAM, 2004).

A trama vascular superficial do ventre da lingua, que corresponde a
vascularizagédo do tecido conjuntivo frouxo da mucosa de revestimento, dos ratos
ndo submetidos ao procedimento cirargico foi semelhante a uma rede frouxa com
presenca de alcas capilares simples, entre os capilares da trama. As alcas capilares
da trama vascular superficial do ventre foram constituidas por ramos ascendente e
descendente, o que também foi verificado por Nobuto et al. (1987) em gengiva de
cées, e por Kishi, Takahashi e Trowbridge (1990) em mucosa jugal da cavidade oral
de cées. Nobuto et al. (1987) observaram que ha diferenca de altura entre as alcas
capilares de tecido queratinizado e nao-queratinizado, sendo esta altura menor no
tecido n&o-queratinizado. As alcas capilares da trama vascular superficial do ventre
da lingua deste estudo apresentaram-se mais curtas, o que também foi verificado
por Kishi, Takahashi e Trowbridge (1990). Estas caracteristicas das alcas da trama
vascular superficial do ventre da lingua sdo compativeis com a altura das projecoes
papilares da lamina prépria que nutre o tecido epitelial ndo-queratinizado ou

paraqueratinizado.

Na superficie dorsal da lingua de ratos, ha um padrao vascular peculiar
para cada tipo de papila lingual (OHSHIMA, YOSHIMA; KOBAYASHI, 1990; OJIMA
et al., 1996a; KRAETHER NETO, 2005), podendo ser composto por uma alca capilar
simples e curva ou por varias alcas capilares de diferentes formas. Este padréo pode
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apresentar diferencas nas distintas regibes da lingua devido a distribuicdo e
localizacdo das papilas (OHSHIMA, YOSHIMA; KOBAYASHI, 1990; OJIMA et al.,
1996a; OJIMA et al., 1997, KRAETHER-NETO, 2005). De acordo com Ojima et al.
(1997), as papilas fungiformes da parte central da regido anterior da lingua de ratos
eram maiores, mais cilindricas e com vascularizagdo mais complexa do que as
papilas fungiformes presentes em outras localizacdes desta mesma regidao. Além
disso, o padrdo vascular da superficie dorsal da lingua diferiu também entre as
espécies (SELLISETH; SELVIG, 1993; OJIMA et al., 1996b; MAKIYAMA et al.,
1998a; LOPES et al, 2002; KRAETHER NETO, 2005). Ojima et al. (1996b)
evidenciaram que as papilas filiformes de gatos apresentam um processo principal
circundado por varios pares de processos acessorios e as papilas filiformes de

coelhos ndo possuem 0S processos acessorios.

Embora a superficie ventral da lingua de ratos Wistar ndo apresente
papilas (ROSENBAUER et al., 2001), ocorrem variacdes entre o padréo vascular nas
diferentes por¢cées que compdem esta superficie. Nos ratos do grupo-controle desta
pesquisa, a por¢cao posterior da superficie ventral da lingua foi caracterizada pela
presenca de dois vasos calibrosos, correspondentes as veias raninas; a porgcao
média, pela auséncia de vasos calibrosos e presenca da trama vascular superficial
constituida por capilares venosos e arteriais. Na por¢do anterior, bilateralmente ao
apice, observou-se a ocorréncia de vasos venosos calibrosos correspondentes aos
ramos das veias raninas. Phillips et al. (1991), avaliando os modelos vasculares de
pele de ratos Sprague-Dawley pela técnica de modelo de corrosdo vascular
verificaram que estes modelos apresentaram um elaborado plexo vascular

constituido por veias, vénulas, artérias, arteriolas e capilares.

Pelos resultados do presente estudo, o tempo de revascularizacdo das
feridas, com dimensdes de 3mm de diametro por 1mm de profundidade foi de sete
dias. Os leitos destas feridas apresentaram uma grande quantidade de vasos onde
foi possivel identificar feixes vasculares dos musculos intrinsecos da lingua. Selliseth
e Selvig (1995b) verificaram que 0 tempo necessario para que ocorresse
revascularizacdo de ferida localizada em palato duro, com dimensdes de 2mm de
largura por 4mm de comprimento, com exposicdo do tecido ésseo foi de 20 dias.

Uma vez que ambas as cicatrizagdes ocorrem por segunda intencao, a variacao do
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tempo de revascularizacdo entre os dois estudos foi provavelmente associada as
caracteristicas vasculares e histolégicas, além da localizacdo e da diferenca de
tamanho das feridas. No palato, o leito da ferida foi tecido 6sseo, pobremente
vascularizado, e o leito da ferida do ventre lingual foi tecido muscular esquelético,
ricamente vascularizado (MOTOYAMA; WATANABE, 2001). Portanto, quanto maior
a guantidade de vasos presentes no leito da ferida, menor serd o seu tempo de

revascularizagao.

Além disso, pelo fato de a ferida no ventre da lingua se localizar
proxima aos ductos das glandulas submandibulares e sublinguais, o processo de
cicatrizacdo foi também beneficiado pela lubrificacdo da saliva. Rall et al. (1985)
afirmaram que 80% do fator de crescimento epidérmico (EGF) em camundongos sdo
sintetizados pelas células do ducto das glandulas submandibulares. Noguchi, Ohba
e Oka (1991) demonstraram que ocorre atraso durante o processo de cicatrizacao
de ferida cirdrgica localizada na lingua de camundongos com glandulas
submandibulares extirpadas. Esta constatacéo reforca a idéia de que componentes

da saliva podem auxiliar na promogé&o de cicatrizacao.

Alguns eventos bioldgicos das fases do processo de cicatrizacao foram
verificados nos modelos vasculares das feridas cirdrgicas em diferentes tempos poés-
operatorios deste estudo, tais como moldagem do tampao plaquetério (GILMORE,
1991; WONG; HOLLINGER; PINERO, 1996), direcionamento dos vasos para o
centro da ferida (NOBUTO et al., 1987), tecido de granulacdo (NOVAES et al.,
1969), angiogénese por brotamento (PHILLIPS et al., 1991; SELLISETH; SELVIG,
1995b) e angiogénese por intussuscepcdo (NOTOYA et al., 2003).

Inicialmente, houve receio de que ocorresse extravasamento da resina
pelos vasos seccionados um dia ap0s o procedimento cirdrgico devido a nao
aproximacado das bordas da ferida, no presente estudo. Embora Phillips et al. (1991)
utilizassem, para a realizacdo da moldagem vascular, o tempo pdés-operatério de
seis horas, estes autores suturaram as bordas da ferida apds a implantacdo de
esponja de colageno. Por ndo ocorrer extravasamento da resina pelo leito cirdrgico
durante a perfusdo da mesma e devido a boa qualidade dos modelos vasculares

obtidos um dia apds o procedimento cirdrgico, pode-se afirmar que 0 mecanismo
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hemostatico foi suficiente para impedir extravasamento de resina, no presente

estudo.

Um dia apds o procedimento cirdrgico, o padrdo vascular da ferida
apresentou uma depressao rasa, de forma eliptica, equivalente ao leito da ferida,
com uma borda constituida por capilares seccionados, de extremidades cegas que
delimitava o leito. Segundo Grunt et al. (1985), é possivel que as extremidades
cegas nos modelos vasculares estejam associadas ao preenchimento incompleto do
sistema vascular e a fratura da extremidade do modelo vascular, o que foi
considerado artefato de técnica durante a analise do presente estudo. Compressao
vascular e crescimento capilar proliferativo sdo outros processos que, de acordo com
0 mesmo autor, explicam a presenca de extremidades cegas. A incisdo cirargica
antes da moldagem vascular justificou a ocorréncia de extremidades cegas no

presente estudo.

A extremidade dos modelos capilares seccionados, localizados na
borda da ferida, um dia ap6s o procedimento cirlrgico deste estudo, foi cbnica nas
vénulas e arredondada nas arteriolas, além de apresentar-se irregular devido a
impressao do tampédo plaquetario. Segundo Wong, Hollinger e Pinero (1996), as
paredes dos vasos de pequeno calibre, apds serem seccionadas, podem ter um
colapso devido ao aumento da pressdo extravascular produzida pelo
extravasamento dos fluidos vasculares. Assim, com o volume intravascular reduzido,
ocorre aumento da viscosidade sangiinea, o que reduz o fluxo sanguineo para a
area de descontinuidade tecidual. Ao exame histoldgico, as arteriolas apresentam
em uma de suas camadas, fibras musculares e as vénulas, ndo (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004). Assim, a forma arredondada das extremidades das arteriolas foi
devido a tonicidade muscular que manteve a forma do limen da mesma, apds terem
sido seccionadas. Pela auséncia de fibras musculares nas vénulas, suas
extremidades foram cbnicas. Neste mesmo periodo, além da impresséo dos nucleos
das células endoteliais, as superficies dos vasos calibrosos presentes no leito da
ferida apresentaram impressdes ovoides, isoladas e diferentes das impressoes
nucleares das células endoteliais. Phillips et al. (1991), um dia ap6s a implantacao
de esponja de coldgeno na pele de ratos Sprague-Dawley, observaram a presenca

destas impressdes ovoéides nos vasos que circundavam a esponja. De acordo com
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estes autores, estas impressdes podem ser leucocitos que migraram para o local, e

a ocorréncia das mesmas antecede a angiogénese.

Neste estudo, no segundo dia apds o procedimento cirdrgico iniciaram
a inclinagédo das algas capilares da trama vascular superficial em diregdo ao centro
da ferida, a angiogénese por brotamento e a angiogénese por intussuscepcao.
Devido ao centro da ferida apresentar-se pouco vascularizado e preenchido por uma
matriz extracelular proviséria, Nobuto et al. (1987) sugeriram que este tem
importante funcdo no processo cicatricial, uma vez que a formagéo e a inclinagéo
das alcas capilares ocorrem em direcdo ao mesmo. De acordo com Pettet et al.
(1996), nas areas avasculares e pouco oxigenadas da ferida, como a regido central,
h& grande atividade de macrofagos, os quais produzem fatores quimiotaticos para
células endoteliais, induzindo assim a angiogénese. Phillips et al. (1991) verificaram
a ocorréncia dos primeiros brotos vasculares no segundo dia pos-implantacdo de

esponja de colageno, e estes se encontravam direcionados para a mesma.

O terceiro dia pés-operatério deste estudo foi marcado pela ocorréncia
de tecido de granulacdo localizado no centro da ferida, formado por vasos
polimorficos e presenca de angiogénese por intussuscepcgado e por brotamento. A
angiogénese por brotamento e por intussuscepcéao foi verificada nas alcas capilares
localizadas, principalmente, no limite posterior da ferida e nos vasos polimérficos do
tecido de granulagéo do presente trabalho. Phillips et al. (1991), Selliseth e Selvig
(1995b) avaliaram o processo de cicatrizacdo em ferida cirargica no palato de ratos
empregando a mesma técnica e observaram a ocorréncia da angiogénese por
brotamento. Porém, a ocorréncia da angiogénese por intussuscep¢do tem sido
relatada em outros locais, como durante o processo de desenvolvimento das
glandulas submandibulares de ratos com idades entre quatro e nove semanas
(PATAN et al., 1992), das papilas valadas da lingua de fetos humanos com 18 e 21
semanas gestacionais (STREK et al.,1995), do processo de reparo dos glomérulos
de ratos Wistar apds nefrite induzida (NOTOYA et al.,, 2003), além de outras
estruturas tais como olhos, glandulas submandibulares, coragao, figado, estdbmago,
intestino delgado e grosso, traquéia, rim, Gtero, ovario, pulmdo, gbnadas de
embrides de galinha (CADUFF et al., 1986; BURRI; TAREK, 1990; PATAN et al.,
1992; PEREZ-APARICIO et al., 1996; NOTOYA et al., 2003; MAKANYA et al., 2005).
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No sétimo dia pOs-operatério desta pesquisa, a ferida se encontrava
toda revascularizada e os capilares centrais apresentaram-se paralelos entre si e
perpendiculares a trama vascular superficial neoformada. Esta trama apresentou as
alcas capilares direcionadas aos capilares centrais. De acordo com Wong, Hollinger
e Pinero (1996), varios meses apoés a ferida, as fibras colagenas no tecido cicatricial
fibroso persistem ainda direcionadas verticalmente, enquanto o seu alinhamento no
tecido normal é horizontal em relacdo a superficie do tecido epitelial, o que também
foi evidenciado por Costa et al. (1999) em cortes histolégicos de cicatrizacdo
cutdnea ndo submetida a pressao. Assim, sugere-se que estes capilares centrais do
presente estudo pudessem estar seguindo o mesmo direcionamento das fibras

coldgenas que os circundavam antes da realizagdo da corrosao.

No presente estudo, no 14° dia pds-operatério, a trama vascular
superficial neoformada recobriu quase toda a ferida e se entremeou aos capilares
centrais que se encontravam inclinados e mais curtos em relacdo ao sétimo dia,
devido ao processo de remodelagdo vascular. Para Pettet et al. (1996), este
encurtamento € caracteristico de maturacao vascular, e a remodelacéo vascular de
acordo com Patan et al. (2001), pode ser devida a obliteragcdo do lamen vascular
pela invasdo de macrofagos e fibroblastos. Pela técnica de modelo de corroséo
vascular ndo foi possivel confirmar este fato, pois os vasos obliterados ndo séo
moldados. Patan et al. (2001) verificaram em cortes seriados associados a
microscopia de luz a ocorréncia de obliteragcdo vascular e de angiogénese por
intussuscepc¢do durante a remodelacdo dos capilares do pediculo ovariano apos

ovariectomia.

No 21° dia pds-operatério desta pesquisa, os capilares centrais,
juntamente com a trama vascular superficial neoformada apresentaram um padrao
radial constituido por feixes capilares da trama que se encontravam préximos entre
Si, e por espacos avasculares. Acredita-se que estes espacos, antes de se realizar a
corrosdo dos tecidos circunjacentes ao modelo vascular, estejam preenchidos por
tecido cicatricial composto por fibroblastos e que o padréo radial tenha sido formado
pela migracdo e alongamento destas células na matriz cicatricial. Arnold e West
(1991) verificaram que alguns capilares neoformados se transformavam em vénulas

e arteriolas pela adicdo de células musculares lisas e de matriz extracelular. Os
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autores afirmaram ainda que a maioria dos capilares neoformados eventualmente
regride, uma vez que o tecido cicatricial maduro é relativamente avascular.

Entretanto, no presente estudo, observou-se que havia vascularizagao do tecido.

Porém, o padréo vascular da superficie ventral da lingua, 21 dias apos
o procedimento cirdrgico, ainda ndo se apresenta semelhante ao padrao vascular da
lingua ndo submetida ao procedimento cirdrgico. Talvez, investigacbes sobre o
processo de cicatrizacdo em tempos poés-operatdérios maiores devessem ser
realizadas com o objetivo de verificar qual o tempo necesséario para que ocorra 0
total restabelecimento da trama vascular superficial e como € o processo de

remodelacdo da mesma.

Até entdo, a presente pesquisa € Unica a investigar a ocorréncia da
angiogénese por intussuscepcao pela técnica de modelo de corrosdo vascular
associada a MEV, durante o processo de cicatrizacdo de ferida localizada na
cavidade oral de ratos Wistar. Uma vez que a técnica empregada nesta pesquisa
corroeu todo o tecido circunjacente a moldagem vascular, este mesmo modelo
experimental de cicatrizacdo, quando associado a outros métodos, tais como cortes
histoldgicos ultrafinos analisados em MET e imunoistoquimica, podera descrever as
caracteristicas histologicas e moleculares deste tipo de angiogénese. Além disto,
este modelo experimental podera ser util para verificar a influéncia da aplicacao
topica de diferentes mediadores angiogénicos durante o processo de cicatrizacao.
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7 CONCLUSOES

A vascularizagdo da superficie ventral da lingua de ratos Wistar
apresenta um plexo vascular composto pelas veias raninas, e pela trama vascular
superficial que apresenta um padrdo semelhante a uma rede frouxa com presenca
de alcas capilares simples entre os capilares que compdem a rede. O padrdo
vascular da superficie ventral da lingua, 21 dias ap0s a realiza¢édo de ferida cirdrgica
com 3mm de diametro localizada no ventre da lingua, ainda ndo € semelhante ao
padrdo vascular das linguas de animais ndo submetidos a ferida cirdrgica. Durante o
processo de cicatrizagdo, h& ocorréncia de angiogénese por intussuscepcéo e por
brotamento principalmente nas alcas capilares do limite posterior da ferida cirdrgica
localizada no ventre da lingua, sendo as mesmas mais frequentes no segundo e

terceiro dia apods a realizacao da ferida.
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APENDICE A

Distribuicdo dos espécimes analisados e 0s seus respectivos codigos:

Tempos pos-operatorios

Cddigos estabelecidos para os espécimes

1dia

2 dias
3 dias
7 dias
14 dias
21 dias

controle

1L1D
1L2D
1L3D
1L7D
1L14D
1L21D
1L

2L1D 3L1D 411D X
2L.2D 3L2D 41.2D 5L2D
2L3D 3L3D 413D 5L3D
2L7D 3L7D 417D 5L7D
2L.14D 3L14D 41.14D 5L14D
2L.21D 3L21D 41.21D 5L21D
2L 3L 4L 5L

141

O primeiro nimero do codigo se refere ao numero do espécime; a letra L

significa lingua e os outros niameros associados a letra D denominou os tempos poés-

operatorios.
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ANEXO A

fﬂ' Comissdo Cientifica e de Etica
\c" Faculdade da Odontologia da PUCRS

Porto Alegre 14 de outubro de 2004.

O Projeto de: Tese

Protocolado sob n°: 0073/04

Intitulado: Analise em microscopia eletrénica de varredura da
angiogénese na ferida cirtrgica - técnica de modelo de
corroso vascular

do(a) aluno(a): Flaviana Domela Verli
Programa de: Odontologia

do curso de: Estomatologia

Nivel: Doutorado

Orientado pelofa):  Profa. Dra. Mana Antonieta Lopes de Souza

Foi aprovado pela Comissao Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia
da PUCRS em 14 de outubro de 2004.

.‘ / P = . g
‘_’/{GC/W‘ /f (AR ;’-&/ﬁg
Profa,Dra. El_,a‘/ e Bauer Veeck

Presidente da Comissao Cientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia da PUCRS
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ANEXO B

¥l PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL .

Centro de Microscopia e Microanalises

Atest. 51/03
Porto Alegre, 17 de julho de 2003,

Ref. Atestado

Prezado(a) Senhor(a):

Atesto para os devidos fins, que Flaviana Dornela Verli, orientada pela
professora Dra Maria Antonieta Lopes de Souza, freglientou o curso de 6 horas
realizado em 16/07/2003, necessdrio para o credenciamento ao Centro de Microscopia e
Microandlises (CEMM), podendo vir a utilizar o Microscépio Eletrénico de Varredura
(MEV) e os equipamentos de pré-microscopia. Tendo direito a 4 horas semanais,
perfazendo um total de 16 horas mensais. Todas estas atividades sem nenhum custo,
desde que a referida usudria pertenca a esta universidade como aluna, funciondria ou
professora, ou entdo possua algum vinculo de projeto com professores da Pontificia

Universidade Catélica - PUCRS.

Sem mais para o momento, subscrevo-me.

Ceniro de Microscopia e Microandlises

PUCRS
CEMM - Centro de Microscopla e Microanélises
Fone: (51)320-3500 r. 4490 Fax: 320-3591
Av. Ipiranga, 6681 Prédio 30 Bloco 3 Sala 34
90619-900 - PORTO ALEGRE - RS - BRASIL
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AN

... 0S vigjantes, estando perdidos numa floresta, ndo devem vagar
voltando-se ora para um lado, ora para outro, € muito menos
deter-se num lugar, mas andar sempre o mais reto que puderem
numa mesma direcdo, sem altera-la por pequenas razdes, mesmo
gue no comeco tenha sido talvez s6 o0 acaso que os levou a
escolhé-la: pois, dessa maneira, se ndo chegam justamente onde
desejam, pelo menos acabardo chegando a alguma parte, onde

provavelmente estardao melhor do que no meio da floresta...

René Descartes (1636)
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	 RESUMO 
	 
	  A técnica de moldagem vascular seguida de corrosão, associada à microscopia eletrônica de varredura (MEV), é um método adequado para descrever a angioarquitetura de diferentes órgãos e para verificar a ocorrência de angiogênese por intussuscepção e por brotamento. O lúmen dos vasos é moldado com resina e a corrosão do tecido circunjacente à resina com solução alcalina. O objetivo do presente estudo foi descrever o padrão vascular do ventre da língua de ratos Wistar submetidos ou não a uma ferida na região, verificar a ocorrência de angiogênese por brotamento e por intussuscepção durante a cicatrização em diferentes tempos pós-operatórios. No ventre da língua dos animais não submetidos ao procedimento cirúrgico, foi observada a presença de trama vascular superficial em forma de rede frouxa, e de variações anatômicas dos vasos confluentes das veias raninas. Nos ratos submetidos ao procedimento cirúrgico, no primeiro dia pós-operatório, as extremidades dos capilares venosos seccionados apresentaram forma cônica, e dos capilares arteriais, forma arredondada. No segundo dia pós-operatório, iniciou-se o processo de angiogênese por intussuscepção e por brotamento. No terceiro dia pós-operatório, observou-se também a ocorrência destas angiogênese nos capilares do tecido de granulação. No sétimo dia pós-operatório, todo o leito cirúrgico encontrava-se revascularizado com capilares centrais paralelos entre si e perpendiculares à trama vascular superficial circunjacente. No 14o dia pós-operatório, os capilares centrais apresentaram inclinação gradual que, no 21o dia, juntamente com a trama vascular superficial, formaram o padrão radial a partir do centro da ferida. O padrão vascular da superfície ventral da língua, 21 dias após o procedimento cirúrgico, ainda não se encontra na mesma organização e disposição do padrão vascular das línguas não submetidas ao procedimento cirúrgico. A ocorrência de angiogênese por intussuscepção e por brotamento é mais freqüente no limite posterior da ferida cirúrgica e no segundo e no terceiro dia pós-operatório. 
	ABSTRACT 
	 
	  The vascular corrosion cast technique associated with SEM (Scanning Electron Microscopy) is a suitable method to define the angioarchitecture of different organs and to verify the development of intussusceptive angiogenesis. The capillary lumen is casted with resin and the surrounding tissues are corroded with alkaline solution. The aim of this study was to describe the vascular pattern of the tongue ventral surface from Wistar rats submitted or not to a surgery in the region and to verify the development of sprouting and intussusceptive angiogenesis during wound healing in different postsurgical periods. Tongue’s ventral surface from control rats showed a loose net with small mesh as a superficial capillary plexus and anatomical variations of the confluent vessels of the ranina veins. Rats subjected to surgery showed, on the first postsurgical day, sectioned capillary vein and artery extremities to be conically and round respectively. A process of intussusceptive and sprouting angiogenesis involving the blood vessels of the wound healing was observed on the second day following surgery. On the third postsurgical day the same process of the angiogenesis was observed in the granulation tissue. On the seventh postsurgical day, a complete vascularization of the wound capillary bed was achieved, showing parallel running blood vessels perpendicular to the superficial capillary plexus. On the fourteenth postsurgical day, the central blood capillary vessels presented a radial arrangement from the center of the wound. On day twenty-one after surgery the pattern of the superficial vasculature has not achieved previous pre surgical pattern of blood vessels. Intussusceptive and sprouting angiogenesis occurs more frequently on the root end of surgical wound in the tongue and mainly in the second and third postsurgical days. 
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