Emprego da técnica de modelo
de corrosao vascular em pesquisa

odontoloégica

Employment of the technique of vascular corrosion model

Pz

A técnica de modelo de corrosao
vascular produz a réplica dos leitos
vasculares de tecidos normais ou
patologicos. Uma vez associada a
microscopia eletronica de varredu-
ra (MEV), essa técnica fornece de-
talhes do arranjo anatomico tridli-
mensional da vascularizagdo, tais
como o didmetro vascular, a im-
pressao das células endoteliais e
dos seus ntcleos na superficie do
modelo vascular e o trajeto das ar-
teriolas e vénulas que compoem a
estrutura avaliada. A imagem tridi-
mensional da réplica vascular pro-
porcionada pela MEV é uma das
vantagens do método. O presente
estudo teve por objetivo descrever
a técnica de modelo de corrosao
vascular, discutir suas vantagens
e desvantagens, bem como exem-
plificar o seu emprego na pesquisa
odontolégica.

Palavras-chave: angiogénese, feri-
da cirtrgica, microscopia eletroni-
ca de varredura, modelo de corro-
sdo vascular.
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in dental investigation

Introducao

A técnica de modelo de cor-
rosdo vascular associada a mi-
croscopia eletrénica de varredura
(MEV) tem sido aplicada no estu-
do do padrao vascular de 6rgéos e
tecidos normais, de processos pa-
tolégicos e de estruturas em desen-
volvimento (LAMETSCHWANDT-
NER LAMETSCHWANDTNER
e WEIGER, 1990; DeRUITER et
al., 1991). Os modelos vasculares
desses 6rgaos e tecidos séo obtidos
pelamoldagem do ldmen dos vasos
com resina de baixa viscosidade
seguida da corroséo, com solugdo
alcalina, do tecido circunjacente a
resina polimerizada (WEEKES e
SIMS, 1986; HODDE, STEEBER
e ALBRECHT, 1990; OHTA et
al., 1992; SUGIOKA e IKE, 1993;
PIETTE e LAMETSCHWANDT-
NER, 1994; SELLISETH e SEL-
VIG, 1995; KRONKA, WATANA-
BE e SILVA, 2001).
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Em pesquisas odontolégicas
com modelos animais, a técnica
foi empregada para estudar o pa-
drao vascular do ligamento pe-
riodontal de molares (WEEKES
e SIMS, 1986), da mucosa do
palato (OHTA et al., 1992; SU-
GIOKA e IKE, 1993; KRONKA,
WATANABE e SILVA, 2001), do
dorso da lingua (SELLISETH e
SELVIG, 1993), da articulacéo
temporomandibular (PIETTE e
LAMETSCHWANDTNER, 1994)
e do processo de revascularizacéo
de ferida cirurgica (SELLISETH e
SELVIG, 1995). O método fornece
a angioarquitetura da estrutu-
ra anatémica (AHARINEJAD e
BOCK, 1994), na qual o arranjo
tridimensional da vascularizacio,
o didmetro vascular, a impressao
das células endoteliais e dos seus
nucleos na superficie do modelo
vascular, bem como o trajeto das
arteriolas e vénulas que compdem
a estrutura avaliada, sdo alguns
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dos aspectos morfol6gicos observa-
dos nos modelos vasculares (HOS-
SLER e DOUGLAS, 2001).

A vascularizacdo desempenha
um importante papel em proces-
sos inflamatérios, degenerativos
e neoplasicos (LAMETSCHWAN-
DTNER, LAMETSCHWANTNER
e WEIGER, 1990; KONERDING,
1991). Assim, a importancia de se
conhecer o padrao vascular de teci-
dos, 6rgaos ou processos patolégi-
cos nao se limita a descri¢do mor-
folégica, mas estende-se ao conhe-
cimento dos eventos fisiolégicos e
patolégicos dependentes do siste-
ma vascular e da angiogénese.

O presente estudo tem por ob-
jetivo descrever a técnica de mode-
lo de corrosao vascular associada a
MEYV, discutindo suas vantagens e
desvantagens, bem como sua apli-
cacdo em pesquisa odontoldgica.

Técnica de modelo
de corrosao vascular

A execucdo da técnica de modelo
de corrosdo vascular requer o empre-
go de um modelo animal, que pode
ser cio (KOGUSHI et al., 1988),
coelho (KRONKA, WATANABE e
SILVA, 2001), hamster (HOSSLER
et al., 1991), rato Wistar (SUGIOKA
e IKE, 1993) e embrido de ave (De-
RUITER et al., 1991; CARRETERO
et al., 1993). O presente estudo des-
creve a técnica de modelo de corro-
séo vascular utilizando como mode-
lo animal o rato Wistar.

Como as estruturas analisadas
em pesquisa odontolégica localizam-
se na regido de cabeca e pescoco, a
técnica descrita a seguir foi modifi-
cada pelo acréscimo de um ato ope-
ratério que consiste na apreensao
da artéria aorta descendente. O ob-
jetivo desse procedimento é evitar
o fluxo da resina para os membros
posteriores do animal e diminuir a
quantidade de resina requerida.

O rato Wistar adulto é aneste-
siado por via intraperitoneal com
pentobarbital sédico (Nembutal®)
na posologia de 40 mg/Kg (SUGIO-
KA e IKE, 1993; AHARINEJAD e
BOCK, 1994). A dosagem e o tipo
de anestésico dependem do peso e
da espécie do animal (KOGUSHI
et al., 1988; HODDE, STEEBER
e ALBRECHT, 1990; SUGIOKA e
IKE, 1993). Apés a anestesia, rea-

liza-se uma inciséo linear longitu-
dinal no ventre do rato, este em
decubito dorsal, para ter acesso ao
coracdo. No ventriculo esquerdo é
introduzido um cateter em dire-
cao a artéria aorta ascendente, e a
descendente é apreendida por uma
pingca hemostatica. Concomitante-
mente, injetam-se 200 UI de hepa-
rina/Kg (SUGIOKA e IKE, 1993;
AHARINEJAD e BOCK, 1994;
SELLISETH e SELLVIG, 1995) no
musculo cardiaco com o objetivo de
impedir a coagula¢do sanguinea.

O cateter é inserido e fixado
no vaso responsavel pela vascula-
rizacdo da regido a ser analisada.
Assim, a artéria cardtida (WE-
EKES e SIMS, 1986; SELLISETH
e SELVIG, 1995), a artéria aorta
descendente (AHARINEJAD e
BOCK, 1994) e as veias jugulares
(KOGUSHI et al., 1988) também
podem ser utilizadas para tal fim.

Apos a fixacéo do cateter, o atrio
direito é incisado (HODDE, STE-
EBER e ALBRECHT, 1990) para
extravasamento do sangue e das so-
lugdes de soro fisiologico (50 mL), for-
mol a 5 % (15 mL) e novamente soro
fisiolgico (50 mL), que serdo, seqiien-
cialmente, perfundidas via cateter.
Segundo Selliseth e Selvig (1995), a
finalidade da fixacédo dos vasos com
formol é aumentar a resisténcia de
suas paredes para serem moldados
com a resina Mercox® (Ladd Research
Industries, Williston, USA).

Aresina Mercox®é manipulada
com o catalisador de polimerizacio
de acordo com as recomendacoes
do fabricante, posteriormente co-
locada numa seringa de 10 mL e
infundida manualmente com pres-
séo constante via cateter. A poli-
merizagdo da resina ocorre a tem-
peratura ambiente (SUGIOKA e
IKE, 1993) ou com o animal imerso
em agua a temperatura constante
de 60 °C por 24 horas.

No processo de corrosdo do es-
pécime, a solugdo empregada pode
ser NaOH a 20% (HOSSLER e
DOUGLAS, 2001), que deve ser
trocada a cada 24 horas, durante o
tempo necessario para que ocorra
a corrosio do espécime em estudo.
Concluida a corrosio, os modelos
sao, entdo, lavados em agua, desi-
dratados em concentracoes cres-
centes de alcool e secados no apa-
relho de ponto critico (SANGIORGI

et al., 2004). Por fim, os modelos
sdo montados sobre os stubs e me-
talizados com carbono e ouro para
andlise em MEV (HOSSLER e
DOUGLAS, 2001; SANGIORGI et
al., 2004).

Vantagens e desvantagens
da técnica

O emprego da técnica de mode-
lo de corrosdo vascular em pesqui-
sas, isoladamente (KONERDING,
1991) ou em associa¢do com outras
técnicas histolégicas (DeRUITER
et al., 1991; YU et al., 1992; SU-
GIOKA e IKE, 1993), apresenta
vantagens e desvantagens.

A imagem tridimensional da
distribuicdo vascular de érgdos e
tecidos fornecida pela MEV é uma
vantagem especifica da técnica de
modelo de corrosdo vascular (KO-
NERDING, 1991; HOSSLER e
DOUGLAS, 2001), sendo as tramas
vasculares obtidas verdadeiras ré-
plicas da angioarquitetura do 6rgao
ou da regido anatomica em estudo.
Segundo Konerding (1991), é a pro-
fundidade de foco da MEV que pro-
porciona a obtencio da imagem tri-
dimensional durante a analise dos
modelos vasculares.

Os espécimes obtidos séo for-
mados por uma trama de modelos
vasculares sem o tecido de susten-
tacdo, o que constitui uma desvan-
tagem da técnica. No entanto, essa
desvantagem pode ser compensada
com o0 emprego de cortes histologi-
cos analisados em microscopia de
luz (DeRUITER et al., 1991; SU-
GIOKA e IKE, 1993) ou em micros-
copia eletronica de transmisséao. As-
sim, as demais técnicas histolégicas
disponiveis podem complementar a
analise das estruturas circunjacen-
tes que foram corroidas.

A associacdo de um ou outro
método a técnica de modelo de cor-
roséo vascular depende do objetivo
da pesquisa. Os autores Sugioka e
Tke (1993) estudaram a arquitetura
microvascular da mucosa do palato
de ratos Wistar por meio da técnica
de modelo de corroséo vascular e de
cortes histoldogicos corados por hema-
toxilina e eosina. Ja Yu et al. (1992)
associaram a técnica de modelo de
corrosdo vascular com a técnica de
injecdo da solucdo de India ink no
sistema vascular para o estudo da
microvascularizacdo da mucosa do

Revista da Faculdade de Odontologia



dorso da lingua. Os cortes histolégicos obtidos apds a in-
jecdo da solucdo de India ink, que cora o limen vascular
de preto, proporcionam uma anélise bidimensional do
sistema vascular. Essa analise foi complementada com
imagens tridimensionais dos modelos vasculares forne-
cidas pela aplicacdo da técnica de corrosido vascular.

DeRuiter et al. (1991) empregaram a combinacio
das técnicas de modelo de corrosio vascular e marca-
¢do imunoistoquimica com um anticorpo monoclonal
especifico para células endoteliais (MB1) no estudo do
desenvolvimento do sistema vascular de embrides de
aves. A combinacgdo das duas técnicas proporciona o
conhecimento da morfologia dos vasos neoformados e
da estrutura molecular das células endoteliais, res-
ponsaveis pela neoformacao vascular.

O espécime corroido é constituido por modelos
vasculares friaveis, fato que requer atencao e cuidado
especial durante a manipulacgéo e o transporte. Carre-
tero et al. (1993) recomendam a inclusdo dos modelos
vasculares em gelatina com a finalidade de diminuir
os danos provocados pelo atrito do espécime corroido
com as paredes do recipiente durante o transporte.

Os espécimes grandes podem ser acondicionados
na cAmara do microscopio eletronico de varredura
(KONERDING, 1991), o que possibilita a analise da
arquitetura vascular de todo o 6rgdo (SUGIOKA e
IKE, 1993; HOSSLER e DOUGLAS, 2001). Alguns
dispositivos da cAmara permitem a manipulacdo da
posicao do espécime em diferentes angulac¢ées duran-
te a andlise (KONERDING, 1991). Essa vantagem
da técnica foi confirmada no estudo da arquitetura
vascular de um espécime grande, o palato de um rato
Wistar, realizado por Sugioka e Tke (1993).

As eletromicrografias de varredura de arterio-
las, vénulas, artérias, veias e alcas capilares obtidas
pela técnica de modelo de corrosdo vascular fornecem
imagens tridimensionais individualizadas dessas es-
truturas. As imagens tridimensionais proporcionam
informactes especificas dos modelos vasculares, como
o didmetro vascular e a impressio das células endo-
teliais na superficie dos modelos. Segundo Konerding
(1991), os modelos vasculares de artérias e veias po-
dem ser caracterizados pelas impressoes de suas cé-
lulas endoteliais, cujos nicleos se mostram ovéides e
orientados ao longo do vaso nas artérias, ao passo que
nas veias podem estar ausentes (Fig. 1 e 2).
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Figura 1 - Eletromicrografia de varredura dos modelos vasculares
das arteriolas, em cuja superficie se observam as im-
pressoes das células endoteliais - aumento de 1082X
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Figura 2 - Eletromicrografia de varredura de modelos das vénulas, em
que se observa lisura da superficie - aumento de 1097X

Aplicacao da técnica de
modelo de corrosio vascular

na pesquisa odontolégica

A técnica de modelo de corroséo vascular tem sido
empregada no estudo da angioarquitetura de varias
estruturas da cavidade oral (WEEKES e SIMS, 1986;
OHTA et al., 1992; SELLISETH e SELVIG, 1993; SU-
GIOKA e IKE, 1993; PIETTE e LAMETSCHWANDT-
NER, 1994; KRONKA, WATANABE e SILVA, 2001).
Exemplifica-se a seguir a aplicacdo da técnica na des-
cricdo da angioarquitetura do plexo mandibular, da
papila circunvalada e da borda de uma ferida cirdrgica
no ventre da lingua.

Na face interna do ramo da mandibula ha um fo-
rame por onde passa o plexo alveolar inferior, consti-
tuido por artérias, veias, arteriolas, vénulas e nervo
(TAYLOR e WEBER, 1951). Portanto, a morfologia das
estruturas do plexo, exceto do nervo alveolar inferior,
pode ser analisada em MEV quando se emprega a téc-
nica de corroséo vascular. Nas figuras 3 e 4 observam-
se os modelos das artérias, veias, vénulas e arteriolas
do plexo mandibular, que exibem sinuosidades e dife-
rentes didmetros e trajetos.
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Figura 3 - Eletromicrografia de varredura do modelo vascular do plexo
alveolar inferior - aumento de 200X
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Figura 4 - Eletromicrografia de varredura do modelo vascular do plexo
alveolar inferior, em que se observam a impressao das célu-
las endoteliais nas superficies das artérias de maior calibre
(seta A) e a presenca de arteriolas e vénulas com sinuosida-
des (seta B) - aumento de 800X

A superficie dorsal da lingua é revestida por uma
mucosa especializada que forma as papilas filiformes,
fungiformes, foliadas e circunvaladas. As papilas cir-
cunvaladas apresentam caracteristicas morfolégicas
peculiares em relacdo as demais papilas linguais. O
fato de terem tamanho maior do que o das outras
papilas e de serem limitadas por um sulco circular,
ou sallum, sdo exemplos disso (TEN-CATE, 1989).
Na Figura 5 observa-se a angioarquitetura da papila
circunvalada de rato Wistar, caracterizada por alcas
capilares finas e pelo sulco que a circunda.
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Figura 5 - Eletromicrografi4a de varredura do modelo vascular de papila
circunvalada de rato Wistar

A técnica de modelo de corrosao vascular foi empre-
gada no estudo da vascularizacdo das papilas linguais
de varias espécies de mamiferos, tais como ratos Wistar
jovens (MAKIYAMA et al., 1998; SELLISETH e SEL-
VIG, 1993), ratos com deficiéncia de zinco (OJIMA et
al., 1999), coelhos jovens e idosos (LOPES et al., 2002),
gambas (MARTINEZ et al., 1998), ciaes (OJIMA, 2001),
gatos (OJIMA et al., 1997), macacos (MATSUKAWA e
OKADA, 1994) e humanos (YU et al., 1992).

Selliseth e Selvig (1993) avaliaram a vasculariza-
cdo das papilas da lingua de ratos Wistar por meio
da técnica de modelo de corrosdo vascular associada

10

a MEV. Os autores observaram que a vascularizacdo
da lamina prépria das papilas linguais apresenta-se
dividida em quatro camadas com caracteristicas mor-
folégicas distintas. As alcas capilares irregulares e fi-
nas estdo presentes na primeira camada; na segunda
observam-se capilares ascendentes e descendentes.
Os plexos venosos dessas duas camadas drenam na
terceira camada subjacente, e a quarta camada da la-
mina propria da papila lingual, a mais profunda de
todas, é constituida pelas arteriolas ascendentes da
camada muscular da lingua.

A angiogénese é um mecanismo de multiplas
etapas, controladas por fatores ativadores e inibido-
res, que se desenvolve quando algum estimulo induz
a passagem das células endoteliais de um estado de
quiescéncia para um fenétipo de replicacdo (GONZA-
LEZ et al., 2000). O procedimento cirurgico estimula
a angiogénese por alterar o equilibrio dos fatores de
crescimento pré-angiogénicos e antiangiogénicos no lo-
cal da ferida cirdrgica (BROWN et al., 2002; van der
BILT e BOREL RINKES, 2004), e a cicatrizacdo des-
ta depende da angiogénese (ARNOLD e WEST, 1991).
Assim, o crescimento de vasos sanguineos a partir de
vasos preexistentes constitui etapa essencial na cica-
trizacdo e envolve a resposta quimiotatica das células
endoteliais aos fatores angiogénicos que séo derivados
e liberados pelos macréfagos no local da ferida (PET-
TET et al., 1996).

A importancia da angiogénese ndo se resume ao
processo de cicatrizagdo (NOVAES et al., 1969; NOBU-
TO et al., 1987; SELLISETH e SELVIG, 1995), mas en-
volve outros processos fisioldgicos e patolégicos, como
embriogénese (DeRUITER et al., 1991, PEREZ-APA-
RICIO et al., 1996) e crescimento tumoral (KONER-
DING, MIODONSKI e LAMETSCHWANDTNER,
1995; van der BILT e BOREL RINKES, 2004).

Degradacdo da membrana basal do vaso sangui-
neo, projecdo, migracdo e proliferacdo das células
endoteliais para formar brotos capilares e formacéao
de limen sdo eventos observados na angiogénese por
brotamento (FOLKMAN e KLAGSBRUN, 1987). Isso
porque as células endoteliais que formam o reves-
timento dos vasos sanguineos tém a habilidade e a
funcdo de formar tubos capilares durante a angiogé-
nese (ALBERTS et al., 1997), gracas a sua interacéo
molecular com os componentes da matriz extracelu-
lar (ILAN, MAHOOTI e MADRI, 1998). A formacao
de brotos vasculares na margem da ferida cirurgica
é induzida pelos elevados niveis de fatores angiogé-
nicos (PETTET et al., 1996). Varios métodos tém sido
desenvolvidos para investigar os eventos moleculares
e morfolégicos da angiogénese (GONZALEZ et al.,
2000). Os fatores angiogénicos responsaveis pela in-
ducio e inibicdo moleculares durante a angiogénese
sao estudados gracas a purificacéo e uso dessas subs-
tancias em cultura de células (PETTET et al., 1996).
A marcacdo imunoistoquimica dos fatores angiogé-
nicos para as células endoteliais e dos componentes
da matriz extracelular em cortes histol6gicos permite
estudar os eventos moleculares que ocorrem duran-
te a angiogénese. As técnicas histolégicas, na analise
dos eventos morfolégicos da angiogénese, apresentam
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como principal limitag¢do o aspecto bidimensional dos
cortes histolégicos. No entanto, com a aplicacdo da
técnica de corrosio vascular pode-se estudar, por meio
de imagens tridimensionais, a morfologia dos brotos
e dos vasos existentes na borda da ferida cirdrgica
(Fig.6e 7).
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Figura 6 - Eletromicrografia de varredura dos modelos dos brotos ca-
pilares observados na borda de ferida cirdrgica em ventre
de lingua de rato Wistar, quatro dias apds o procedimento
cirdrgico
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Figura 7 - Eletromicrografia de varredura do modelo de uma alga ca-
pilar observada na borda de uma ferida cirdrgica em ventre
da lingua de rato Wistar, quatro dias apds o procedimento
cirdrgico

Consideracoes finais

A aplicacédo da técnica de modelo de corroséo vas-
cular permite a reproducéo tridimensional da vascula-
rizagdo de estruturas anatdomicas, normais ou patologi-
cas da cavidade bucal. Uma vez que a técnica consiste
na substituicdo do sangue circulante por resina de bai-
xa viscosidade e corrosdo dos tecidos circunjacentes, a
fragilidade dos modelos corroidos é uma de suas prin-
cipais limitag¢des, que pode ser superada pela cuida-
dosa manipulagio dos espécimes. Para a obtencéo de
modelos de qualidade é necessario realizar de forma
criteriosa as etapas da técnica. Modelos com adequada
corrosédo e auséncia de microfraturas fornecem exce-
lentes eletromicrografias, que viabilizam as andlises
qualitativa e quantitativa da estrutura vascular.
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Abstract

The technique of the vascular corrosion model
enables us to obtain reliable replicas of the normal or
pathological tissue vasculature. In combination with
scanning electron microscopy (SEM), this method
provides details of vascular 3-dimensional anatomi-
cal arrangement, the vascular diameter, cell endothe-
lial and nucleus imprints as well as the model surface
and distribution of blood vessels. Replica 3-dimensio-
nal image provided by SEM is one of the advantages
of this method. This study aims to describe the tech-
nique of the vascular corrosion model, discussing its
advantages and limitations as well as exemplifying
its use in dental investigation.

Key words: angiogenesis, wound healing, scanning
electron microscopy, vascular corrosion model.
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