Réplicas vasculares da lingua de
ratos Wistar com resina Mercox® -
implicacoes da corrosao

Vascular corrosion casts with Mercox® resin of the rats Wistar tongues —
implications of the corrosion

Resumo

O método de corrosdao vascular
com resina Mercox-Cl-2B® para
visualizagcdo sob microscopia ele-
troénica de varredura (MEV) permi-
te que se realize uma analise da
angioarquitetura. Para tanto, ha
necessidade de maceragdo parcial
ou total do tecido organico que se
encontra ao redor do molde. Com
relacao a corrosdo, cada é6rgao a
ser analisado apresenta especifi-
cidades técnicas, vinculadas ao
tamanho e ao tipo de tecido que
forma o espécime. Ha necessida-
de de se eliminarem duas camadas
na superficie dorsal da lingua de
ratos antes de expor o molde com
resina. Existem poucos protocolos
padronizados com relagao a ma-
ceragao de linguas. Dessa forma,
neste trabalho foram utilizados
nove ratos machos Wistar adultos,
com dois meses de idade e aproxi-
madamente 200g de peso, mani-
pulados sob anestesia intraperito-
neal para realizagcao da técnica de
réplica vascular com resina acrili-
ca. A partir dai, trés linguas foram
maceradas com concentragcoes de
hidroxido de sédio (NaOH)a 1, 10
e 20%, com temperatura padroni-
zada em 45 °C, por 10, 24 e 36h,
respectivamente. Todos os moldes
obtidos foram submetidos a seca-
gem pelo ponto-critico e coloca-
dos em suportes metalicos para
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metalizacdo com duas camadas
de carbono, seguidas por uma ca-
mada de ouro. Quando utilizadas
solugées a 10 e 20% para macera-
cao, foi possivel notar a formagdo
de estruturas que dificultam esse
processo, assim como depositos
sobre as amostras, tornando-as
extremamente sujas. Um periodo
de 24 e 36 horas é necessario para
remogao da ceratina da superficie
dorsal da lingua de ratos com so-
lucdo de NaOH a 1% nas condi-
coes deste estudo.

Palavras-chave: moldes de corro-
sdo, resina Mercox®, lingua, vas-
cularizacao.
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Introducao

Avascularizagio contribui tanto
para o desenvolvimento como para a
manutencdo dos diferentes érgéos e
tecidos, sendo inumeras as metodo-
logias empregadas para a avaliagéo
e descricdo da vasculatura. Uma
dessas metodologias de andlise da
arquitetura vascular é a infuséo de
resinas de baixa viscosidade, como
a Mercox-CI-2B® (LADD, Research
Industries, Vermount, USA), dentro
do sistema vascular para posterior
visualizag¢do sob microscopia eletro-
nica de varredura (MEV). Para tan-
to, ha necessidade de se promover
a maceracdo do tecido orgénico, ou
seja, corroer total ou parcialmente
o tecido mole e/ou duro ao redor do
molde. Obtém-se desse modo uma
réplica da forma e da densidade
vascular.

Aharinejad e Lametschwand-
tner! (1992) reportam historica-
mente o método de perfusdo e
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corrosiio numa era “pré-corrosio”
(1521-1668), quando eram utiliza-
dos materiais néo sélidos (infuséo
de ar, de fluidos nio coloridos: a
agua, ou fluidos coloridos: o leite,
tintas, cerveja e vinho) e também
materiais sélidos (cera sélida, re-
sina natural, gesso ou gelatina). A
partir do ano de 1725, considera-se
iniciada a “era de corros&o” pois,
em razdo da fragilidade dos mate-
riais para modelagem e do efeito
das substéncias corrosivas, busca-
ram-se materiais alternativos mais
resistentes.

No século XX, principalmente
nas décadas de 1970 e 1980, fo-
ram introduzidas com sucesso as
resinas polimerizaveis a base de
acrilato!. Em 1971, Murakami foi
o primeiro a realizar estudos mor-
folégicos descritivos bem-sucedidos
em vasos sangiiineos arteriais e ve-
nosos, e Kobayashi no sistema lin-
fatico'. Hossler e Douglas? (2001) e
Konerding?® (1991) enfatizam que
as réplicas vasculares tém sido
utilizadas nos ultimos quarenta
anos com grande aplicacdo pratica
no que se refere a medicina, pois
possibilitam a descricdo da angio-
arquitetura tecidual.

Qualquer 6rgéo pode ser estu-
dado por meio dessa metodologia,
sempre respeitando requisitos téc-
nicos individuais. A lingua, por ser
um musculo que requer uma vas-
cularizacdo peculiar em relacdo
aos demais pois atua tanto na mas-
tigacdo como na degluticdo, tém
sido alvo de andlise em MEV*!, em
pesquisas que simularam réplicas
em situacéo fisioldgica.

Para que se obtenham boas
réplicas com essa metodologia, ha
necessidade de domina-la, pois nas
diversas fases da técnica existe pos-
sibilidade de falhas. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho é contribuir
com o método de réplicas vascula-
res utilizando a resina Mercox® na
lingua de ratos Wistar.

Materiais e método

Os animais utilizados neste
estudo fazem parte do projeto pi-
loto de uma tese de doutorado do
Programa de Pés-Graduacdo em
Estomatologia Clinica da PUCRS.
O projeto foi analisado pela Comis-

sdo Cientifica e Etica do curso de
Odontologia da instituicéo e obteve
parecer favoravel. Foram utilizados
nove ratos machos Wistar adultos,
com dois meses de idade e aproxi-
madamente 200g de massa corpo-
ral, provenientes da Fundacéo Es-
tadual de Producéo e Pesquisa em
Saude. Os animais foram manipu-
lados sob anestesia intraperitoneal
com quetamina e xilasina, dessa
forma respeitando-se os preceitos
éticos da pesquisa com animais
(manipulacdo de forma indolor).
Uma vez anestesiados, os roe-
dores foram fixados numa mesa
operatéria em decubito dorsal,
para promover-se a incisdo linear
no seu ventre. Dissecou-se a mus-
culatura da parede abdominal
para vislumbrar o mdsculo dia-
fragma, que separa a cavidade ab-
dominal da toracica; com tesoura
romba, rompeu-se este mdusculo
possibilitando acesso ao espaco
cardiaco e aos vasos da base. Nes-
se momento injetou-se heparina no
ventriculo esquerdo, na proporcdo
de 20 UI para cada 100g do ani-
mal. Retirou-se o timo, localizado
sobre os vasos da base do coracéo,
e individualizaram-se os seguintes
vasos: artérias subclavias direita
e esquerda e aorta ascendente. A
artéria aorta ascendente foi indivi-
dualizada por intermédio de repa-
ro com fio de seda 3-0, e as artérias
subclavias foram ligadas por meio
de clipes neurocirurgicos. O ventri-
culo esquerdo foi incisado, permi-
tindo que um catéter de oxigénio
n® 6 fosse introduzido e orientado
até chegar a artéria aorta ascen-
dente. Pela mudanca de coloracéo,
verificou-se a passagem desse tubo
pela artéria, e o fio de seda, previa-
mente utilizado para individuali-
zar a artéria, recebeu um né para
fixar o catéter intravascularmente.
Simultaneamente, a artéria aorta
descendente foi pincada com cryle,
para interromper o fluxo sangiii-
neo para a regido inferior do corpo
do animal, e o atrio direito foi in-
cisado, para que todas as solucoes,
tanto de lavagem como de prefi-
xacdo e a resina, pudessem extra-
vasar por essa abertura. Sessenta
mL de solucdo tampédo fosfato a
0,2 M e pH 7,4, a temperatura de
37 °C sob pressdo manual, foram

infundidos pelo catéter até que os
olhos do animal apresentassem
palidez, indicando esvaziamento
completo de sangue no segmento
cervicocefalico. Pelo menos 50 mL
de paraformolaldeido a 4% foram
injetados logo apds, para facilitar
a fixacdo dos vasos, e nova lava-
gem com 60 mL de tampéao fosfato
foi realizada. Assim, a arquitetura
vascular foi considerada adequada
para receber a resina.

Como material para modela-
gem utilizou-se resina acrilica li-
quida, cujo nome comercial é Mer-
cox-Cl-2B®. Cinco mL da referida
resina foram manipulados confor-
me especificacoes do fabricante
e aplicados sob pressdo manual
em seringa descartavel de 10 mL,
através do catéter previamente
instalado para as lavagens, até sa-
ida parcial pelo atrio direito.

A seqiiéncia de preparacio dos
espécimes deu-se pela separacio
da cabeca do rato do restante do
corpo, com descarte desta porcgéo,
conforme rotina do laboratério de
neuroanatomia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Trés
linguas foram maceradas com con-
centracoes NaOH a 1, 10 e 20% a
45 °C por 10, 24 e 36h, respectiva-
mente, com troca da solucio a cada
8h. Todos os moldes obtidos entdo
foram desidratados com banhos de
concentracéo progressiva de etanol,
submetidos a secagem pelo ponto-
critico (CPD) e colocados em supor-
tes metdlicos com a parte ventral
voltada para baixo e fixa por fita
dupla face (Fig. 1).

Figura 1 - Molde vascular fixo sobre suporte de
aluminio com fita dupla face antes
da metalizacdo

A metalizacéo foi realizafa por
meio da aplicacdo de duas cama-
das de carbono, seguidas por uma
camada de ouro. A analise em MEV
foi realizada no Centro de Micros-
copia e Microanalise da PUCRS.
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Resultados e discussao

A obtencdo de moldes vasculares em resiba pela
técnica de corrosdo com posterior analise em MEV é
bastante trabalhosa e peculiar, pois apresenta diver-
sas fases de execucéo, as quais possuem implicac¢do
direta no resultado final. Com relac¢éo a corrosio, cada
6rgao a ser analisado apresenta especificidades técni-
cas, vinculadas ao tamanho e ao tipo de tecido que o
forma. Na lingua de ratos Wistar, a fase de corroséo é
critica, pois hd necessidade de serem eliminadas duas
camadas na superficie dorsal antes de expor o molde
com resina (Fig. 2). A camada mais externa demons-
tra a grande ceratinizacdo do epitélio, uma vez que,
evolutivamente, a lingua dos roedores correlaciona
esta caracteristica com o tipo de alimentacéo desses
animais!?
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Figura 2 - Eletrofotomicrografia do dorso da lingua de ratos Wistar com
10h de corrosao com NaOH 1%

Existem poucos protocolos padronizados com rela-
cdo & maceracdo dos espécimes®®. Dificilmente é pos-
sivel reproduzir os estudos publicados na literatura
com base na descri¢do da sua metodologia, pois faltam
dados importantes. Ndo ha uma regra para procedi-
mentos de corrosdo e a literatura néo é consistente
nesse aspecto. Genericamente, é descrita uma pro-
posta para corroséo, que pode ser feita com NaOH (10
a 30%) ou KOH (10 a 40%); o tempo de acdo dessas
substincias varia de 2h a trés semanas, dependendo
do tamanho da amostra. Ohshima et al.* (1990), tra-
balhando com linguas, utilizaram como substéncia
para maceracdo a solucdo de KOH a 20%, a 60 °C, por
24-48h e Selliseth e Selvig® (1993) utilizaram KOH a
15%, a 50 °C, por 15-20h. Makiyama et al.® (1998) cor-
roeram os tecidos moles da lingua com NaOH a 20%
por quatro dias em temperatura ambiente, sendo a
mistura renovada duas vezes ao dia. Motoyama e Wa-
tanabe!? (2001) utilizaram NaOH na concentragao de
10%, por cinco dias, & temperatura ambiente. Diante
disso, fica evidente que ndo ha padronizacéo nas in-
formacoes a respeito das seguintes varidveis envolvi-
das na maceracgdo: substancia corrosiva, temperatura
e tempo.

Neste estudo outro problema diretamente relacio-
nado & maceracédo dos tecidos moles foi a formacéo de
estruturas resistentes a corroséo com aparéncia de te-
cido mole (massa gelatinosa translicida que mostra-
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va brilho superficial quando analisada a lupa estere-
oscopica), quando utilizados NaOH a 10 ou 20% (Fig.
3). Sims e Albrecht®® (1993), os tunicos a descrever a
saponificacdo da gordura e a agregacdo de estrutu-
ras micelares como responsaveis pela formacgdo des-
sas massas resistentes a corrosio, explicaram que os
hidréxidos com concentragées acima de 2% tém forca
ibnica elevada, o que facilita a agregacdo de micelas.

-~ y ™ et *

! R ’ i3 ; J .
Figura 3 - Eletrofotomicrografia da vascularizacao das papilas filiformes
conicas simples do dorso da lingua de ratos Wistar com de-
posicao de estruturas micelares apés maceragdo com NaOH
20% durante 36h

Assim, o uso da solucdo de NaOH a 1% em agua
deionizada, conforme proposto na metodologia deste
estudo, foi a melhor op¢éo, resultando numa macera-
cdo sem depésito (Fig. 4).
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Figura 4 - Eletrofotomicrografia da vascularizagdo das papilas filiformes
conicas simples do dorso da lingua de ratos Wistar apos ma-
ceragcdo com NaOH 1% durante 36h

Como forma de padronizacdo entre as diversas
concentracdes das substancias corrosivas utilizadas
neste estudo, foram realizadas trocas da solucdo a
cada 8h'%. Diante disso, é possivel afirmar que néo se
obtém uma corroséo dos tecidos de forma mais rapi-
da com concentracdes maiores de hidréxidos. Hodde
et al.’* (1990) citam que o NaOH a 40% promoveu
uma minima corrosio dos tecidos, talvez em virtude
da saponificacéo, e que as concentracdes de 5 a 10%
tiveram praticamente a mesma eficacia que as con-
centracoes mais elevadas. A elevacédo da temperatura
das solucgoes de corroséo foi mais positiva do que pro-
priamente a utilizacdo de concentragdes maiores afim
de se obter maceragdo completa dos tecidos orgénicos
da lingua.



Conclusoes

Em associagdo a MEV, a apli-
cacdo primdaria do método de corro-
sdo vascular é utilizada para des-
cricdo morfolégica e anatémica da
distribuicdo da vascularizacdo no
interior dos tecidos. Diferentes te-
cidos, dependendo de sua composi-
cdo, necessitam de processamentos
individualizados, especialmente se
apresentarem excesso de gordura,
pois durante a corrosdo podem ser
depositadas nas amostras estrutu-
ras que dificultam o processamento
para visualizagdo em MEV, como
foi 0 caso da linguas dos ratos Wis-
tar. Assim, a dificuldade em serem
obtidos bons moldes com a técnica
de corrosdo esta diretamente re-
lacionada ao processamento teci-
dual. A remocédo da camada de ce-
ratina que esta sobre a superficie
dorsal da lingua de ratos Wistar
ocorre entre 24 e 36h apéds inicia-
da a maceracdo, independente da
concentracdo de NaOH utilizada.
E importante que se certifique que
toda essa camada saia durante as
lavagens intermedidrias, caso con-
trario, o periodo de corrosdo pode
aumentar muito, ndo permitindo
avaliacdo da vascularizacdo em
MEV. O uso de NaOH a 1% néo
promove a deposicdo de micelas so-
bre as réplicas, permitindo a toma-
da de boas imagens.
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Abstract

The vascular corrosion cast
with resin Mercox™-CL-2B for vi-
sualization under scanning elec-
tron microscopy (SEM) it allows
the analysis of the angioarchitec-
ture. For in such a way it has ne-
cessity of partial or total macera-
tion of the organic tissue around of
the mold. With relation to the cor-
rosion, each organ to be analyzed
presents individual techniques,
entailed to the size and the type of
the tissue that the specimen forms.
In the rats tongues it has necessi-
ty to eliminate two layers in the
dorsal surface, before displaying
the vascular cast with resin. Few
standardized protocols with rela-
tion to the maceration of tongues
exist. Of this form, 9 male rats
Wistar had been used, adults, with
2 months of age and approximate-
ly 200g of weight, manipulated un-
der intraperitonealy anesthesia for
accomplishment of the technique
of vascular corrosion cast. From
there, 3 tongues had been macera-
ted with concentrations of NaOH
the 1, 10 and 20%, respectively,
with standardized temperature
in 45 °C, for 10, 24 and 36 hours.
All the gotten molds from now on,
had been submitted to the drying
for the point-critical and placed in
metallic stubs, for sputtering with
two carbon layers, followed for a
gold layer. When used solutions of
10 and 20% for maceration, it was
possible to surprise the formation
of structures that make it difficult
this process, as well as deposits on
the specimens, of form that these
are extremely dirty. The period
between 24 and 36 hours is neces-
sary for removal of the keratin of
the dorsal surface of the langua-
ge of rats with solution of sodium
hydroxide 1% in the conditions of
this study.

Key words: vascular corrosion cast,
Mercox™ resin, tongues, vascular-
ization.
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