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RESUMO

As bolsas sao diverticulos bilaterais da mucosa da cavidade oral sob a forma de dedo. Este par
de estruturas saculares, bilaterais e distensiveis, apresenta paredes finas e vascularizadas, que
se apresentam como estruturas soltas sob o tecido cutaneo, ao longo do trecho dorsocaudal. A
bolsa do hamster adulto consiste de duas regifes distintas, uma anterior e outra posterior. A
regido posterior € usada frequentemente para estudos microcirculatérios, por ser uma estrutura
translicida e por ser possivel 0 acesso direto aos microvasos, considerando a possibilidade de
eversdo da bolsa e visualizacdo direta. O Trabalho teve como objetivo analisar e descrever a
angioarquitetura dos vasos da bolsa jugal de hamster sirio dourado. A técnica utilizada para
este estudo foi corrosdo vascular seguida de microscopia eletrdnica de varredura. A analise
descritiva das réplicas vasculares de corrosdo demonstrou que as bolsas jugais compartilhavam
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das mesmas caracteristicas em sua microangioarquitetura, com auséncia de alteracdes
vasculares morfoldgicas indicativas de proliferagdo vascular.

Palavras chave: angioarquitetura, bolsa jugal, corroséo
ABSTRACT

The pouches are bilateral diverticula of the mucosa of the oral cavity in the form of a finger.
This pair of sacral structures, bilateral and distensible, presents thin vascularized walls, which
present as loose structures under the cutaneous tissue, along the dorsocaudal stretch. The adult
hamster's pouch consists of two distinct regions, one anterior and one posterior. The posterior
region is frequently used for microcirculatory studies, because it is a translucent structure and
because direct access to the microvessels is possible, considering the possibility of eversion of
the pouch and direct visualization. The objective of this study was to analyze and describe the
angioarchitecture of the vessels of the golden syrian hamster jugal. The technique used for this
study was vascular corrosion followed by scanning electron microscopy. The descriptive
analysis of vascular replicates of corrosion showed that the jugal pockets shared the same
characteristics in their microangioarchitecture, with no vascular alterations morphological
indicative of vascular proliferation.

Keywords: angioarchitecture, jugal pouch, corrosion.

1 INTRODUCAO

Vaérios tecidos do hamster sirio dourado (Mesocricetus auratus) da familia Cricetidae séo
adequados para estudos da microcirculacdo. Em particular, a bolsa jugal, que é um fino saco
retido por um longo, delgado e continuo musculo retrator (WEST, 1958; SULLIVAN;
PITTMAN, 1982).

As bolsas séo diverticulos bilaterais da mucosa da cavidade oral sob a forma de dedo
(CHIASSON, 1954; GILLETTE, 1957). Este par de estruturas saculares bilaterais distensiveis
possui paredes finas e vascularizadas (HEAD; BILLINGHAM, 1985), que se apresentam
como estruturas soltas sob o tecido cutédneo ao longo do trecho dorsocaudal (GHOSHAL;
BAL, 1990).

Quando a bolsa esta vazia e descontraida, apresenta mucosa com pregas. Estas pregas
tendem a desaparecer quando as bolsas se expandem pelo armazenamento de alimentos ou
outros contetldos (GHOSHAL; BAL, 1990).

A bolsa do hamster adulto consiste de duas regides distintas, uma anterior e outra posterior.
(PRIDDY; BRODIE, 1948; DAVIS; FERRER; GORE, 1986). A regido posterior € usada
frequentemente para estudos microcirculatérios, por ser uma estrutura translicida e por ser
possivel 0 acesso direto aos microvasos, considerando a possibilidade de eversdo da bolsa e
visualizacdo direta (DULING, 1973; LOMBARD, 1982; SEGAL; DULING, 1986). O leito

vascular na regido posterior da bolsa tem sido considerado como vascularizagdo similar & da
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pele, enquanto o leito vascular que se relaciona com a regido anterior é considerado como
vascularizagdo para nutricdo de fibras musculares estriadas (DULING, 1973).
Os dois leitos fazem anastomose com os vasos do musculo retrator, que se insere na parede

externa da bolsa, em torno da regido média da mesma.

2 0OBJETIVOS
O presente estudo teve como objetivo analisar e descrever a angioarquitetura dos vasos da
bolsa jugal de hamster sirio dourado (Mesocricetus auratus).

3 MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram utilizados quatro hamsters sirios
dourados (Mesocricetus auratus), todos machos, com idade de cinco semanas ao inicio do
estudo. Os animais apresentavam um peso medio de 70 gramas e foram obtidos do estoque da
colénia mantida no Biotério da Universidade Federal de Pelotas.

As bolsas jugais utilizadas no presente estudo foram aquelas ditas controle em outros
estudos realizados em nossos laboratorios, estando os animais com 90 dias de idade, portanto
todos adultos jovens.

Todos os procedimentos experimentais realizados com os animais no presente estudo foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS).

A técnica de perfusdo dos vasos sanguineos com resina, seguida de corros@o dos tecidos
moles circundantes, foi escolhida para evidenciar o arranjo dos vasos sanguineos da bolsa

jugal de hamsters.

3.1 PERFUSAO COM RESINA ACRILICA

Para a aplicacdo da técnica, quatro animais, ap0s 90 dias do inicio do experimento, foram
submetidos a anestesia, através de injecdo intraperitoneal de cloridrato de quetamina (0,1mg/g
) (Dopamin®, Laboratorio Agribrands, S&o Paulo, Brasil) e de xilazina (0,01mg/g) (Anasedan®
injetavel, Laboratorio Agribrands, Sdo Paulo, Brasil).

Uma vez anestesiados, foi realizada incisdo para expor a cavidade toracica, com a imediata
aplicacdo de heparina na cavidade ventricular esquerda (5000 Ul na concentracdo de

0,001ml/g de peso do animal). Posteriormente, a partir do atrio esquerdo, foi introduzida uma
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sonda pediatrica nimero seis (Ibragamma-CBO Industrias cirurgicas e dpticas SA Campinas
- Séo Paulo), que foi fixada por fio de sutura na origem da aorta ascendente.

Assim preparado, o sistema vascular foi perfundido com 50 mL de solucdo salina, seguida
de 20 mL de paraformaldeido a 2% e novamente mais 20 mL de solugdo salina. O
extravasamento das solucbes perfundidas no atrio direito previamente incisado, assegurou o
completo preenchimento dos vasos.

Posteriormente, foram injetados 10 mL da resina acrilica metilmetacrilato (Mercox® CL —
2RB, Ladd Research Industries, Burlington, VT), até que fosse observada o seu

extravasamento.

3.2 CORROSAO VASCULAR

ApoOs o preenchimento vascular com resina, 0s animais foram mantidos imoveis em
temperatura ambiente por duas horas, para a pre-polimerizacdo da resina. Em seguida, a
cabeca dos animais foi separada e submersa em agua corrente a 40°C por uma hora, para dar
continuidade ao processo de polimerizagédo da resina.

Apos este periodo, as bolsas jugais foram isoladas com os tecidos circunjacentes e
armazenadas por 18 horas em um frasco com agua destilada, para assegurar a polimerizacéo
final da resina. A agua destilada do frasco de armazenamento das bolsas foi substituida por
uma solucdo de NaOH a 4% (substancia de corrosao dos tecidos moles) mantida a 45°C. A
solucdo de NaOH foi trocada diariamente até que os moldes vasculares fossem totalmente
visiveis e ndo apresentassem mais tecidos circunjacentes. O processo de corrosdo das bolsas
foi periodicamente avaliado atraves da visualizacdo das pecas em lupa estereoscopica, com 0
objetivo de estabelecer o ponto final do processo.

Este método foi uma adaptacdo do método descrito previamente por Lametschwandtner et
al. (1984).

As pecas completamente corroidas foram acondicionadas em uma estufa a 37°C,
permanecendo nessa até o momento que fossem preparadas para analise em microscopia

eletronica de varredura.

3.3 ANALISE DAS REPLICAS VASCULARES POR MEV
Os moldes vasculares em resina foram fixados em bases de aluminio e levados ao aparelho
metalizador (BAL-TEC modelo SCD 005), sendo cobertos inicialmente por duas camadas de

carbono. Em seguida, os espécimes foram levados novamente a outro aparelho metalizador
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(BAL-TEC CEA 035) por um periodo de 100 a 120 segundos, para receberem uma camada
de aproximadamente de 30 nm de ouro puro.

Os espécimes foram entdo analisados no microscépio eletronico de varredura Philips XL30
(Eindhoven, Holanda), com poder de resolugéo de 3,5nm, com uma tenséo de aceleracdo dos
elétrons (Acc.V) de 20kV, magnificacdes (Mag) de 20 a 8000 aumentos, uma distancia de
trabalho (WD) de pelo menos 9,8mm. O didmetro do feixe de elétrons (spot) variou de 3 a 5,
dependendo da magnitude usada para observar a imagem.

Os espécimes foram analisados seguindo um protocolo que previa a obtencdo de uma
imagem geral em 20 aumentos, que abrangia toda a réplica vascular. Essa foi segmentada com
duas linhas imaginarias transversais ao longo eixo do espécime, dividindo-o0 em trés campos.
O campo mais proximo a comissura labial do animal foi denominado de rostral, o campo
médio foi denominado de central e 0 campo mais posterior denominado de caudal (fundo da
bolsa). Cada um dos campos foi entdo analisado e foram obtidas imagens com aumentos

progressivos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise descritiva das réplicas vasculares de corrosdo demonstrou que as bolsas
jugais compartilnavam das mesmas caracteristicas em sua microangioarquitetura, associadas
a auséncia de alteracdes vasculares morfoldgicas indicativas de proliferacdo vascular.

Inicialmente, os vasos apresentaram diametros regulares ao longo de seu curso, assim como
paredes lisas. As suas superficies estavam livres de dilatacGes saculares e de constricoes.
Outros sinais de proliferacdo vascular, como sproutings ou pilares intussceptivos, ndo foram
encontrados nessas amostras. As artérias, veias e os capilares foram facilmente diferenciados
entre si devido a suas caracteristicas morfologicas tipicas, transcritas nos moldes de corrosao
vascular, tais como a forma e a orientacdo das impressdes nucleares das células endoteliais, a
impressdo de células musculares lisas da parede dos vasos e o padrdo de ramificacéo.

O estudo das réplicas das bolsas jugais inteiras e de suas respectivas crioseccoes
demonstrou a existéncia de duas camadas vasculares bem definidas: uma externa, denominada
de adluminal; outra em contato com a luz do 6rgdo, denominada de luminal.

Os vasos da camada adluminal apresentaram dois tipos de estrutura tridimensional: (1) uma
rede vascular homogénea em seus dois tercos anteriores, caracteristica da irrigacdo de musculo
estriado esquelético e (2) uma malha vascular enovelada em seu terco mais posterior (Figura
1).
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AccV SpotMagn Det WD —— 2mm
20.0 kV 4.0 20x SE 303

Figura 1. Face lateral de uma réplica vascular de uma bolsa jugal esquerda. Observar a forma conica do
orgdo e as diferencas na angioarquitetura entre regido anterior e posterior da camada adluminal da bolsa.

MEV, Barra de escala: 2mm.

O padréo de angioarquitetura identificado na porcao anterior desses moldes apresentava
vasos homologos arteriais e venosos de grande calibre, dispostos em paralelo, com um curso
predominantemente retilineo (Figura 2).

lAce.V  Spot Magn Det WD F————— 50 um
0.0 kV 5.0 1094x SE 17.7

Figura 2. Vasos arteriais e vensos homologos de grande calibre, dispostos em paralelo. Artéria em vermelho

e veia em azul. MEV, Barra de escala: 50pm

Os capilares apresentavam um curso ligeiramente sinuoso, posicionando-se paralelamente
entre si e percorrendo um trajeto longitudinal ao longo do maior eixo da bolsa. Esses vasos
uniram-se para a formacao de vénulas, as quais, por sua vez, se fundiram perpendicularmente

a vasos venosos de maior calibre, dando origem as veias (Figura 3).
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AceV  Spot Magrn" Det WD —
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Figura 3. Capilares seguem um curso ligeiramente sinuoso, posicionando-se paralelamente entre si

e percorrendo um trajeto longitudinal ao longo do maior eixo da bolsa. MEV, Barra de escala: 100 pum.

O terco distal da camada superficial dessas réplicas de corrosdo foi formado por
arteriolas, vénulas e capilares enovelados, os quais circundavam a terminacao em fundo cego
do 6rgdo. Esses vasos ndo apresentavam orientacdo definida, entretanto a hierarquia vascular

mantinha-se preservada (Figura 4).

fiAcc.V SpotMagn Det WD 1 2mm
200 kV 5.0 25x SE 293

Figura 4. Regido posterior da camada vascular adluminal de uma bolsa jugal esquerda. Observar que a
porcdo posterior apresenta um arranjo vascular sem orientacdo definida porem apresentam hierarquia

vascular. MEV; Barras de escala: 200pum

A camada luminal das bolsas esquerdas foi formada por um plexo capilar frouxo e

homogéneo. Esses capilares formavam uma malha que recobria a superficie interna do érgéo,
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sendo conectados entre si por diversos pontos de anastomose. Os vasos dessa camada foram
originados daqueles localizados na camada adluminal, os quais puderam ser observados

posteriormente a essa rede capilar nas imagens das criosec6es das bolsas.

5 CONCLUSAO

As bolsas jugais apresentam uma hierarquia vascular normal, ou seja, uma rede arterial
composta por vasos que se tornam menores a medida que se ramificam; os capilares
sanguineos apresentam-se delgados, constituindo uma rede complexa de tabulos finos que se
anastomosam. As veias resultam da convergéncia dos vasos capilares em um sistema de canais
que se tornam cada vez mais amplos. Seus vasos mantém um didmetro coerente com a

fisiologia da bolsa.
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