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Resumo

PERON, Jorge Luiz. Estudo descritivo da angioarquitetura da bolsa jugal de
hamster sirio dourado (Mesocricetus auratus). 2015. 46f. Trabalho de Concluséo
de Curso, Graduacédo em Ciéncias Bioldgicas, Instituto de Biologia, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

As bolsas do hamster sirio dourado (mesocricetus auratus) sao utlizadas pelo
animal como meio de transporte de alimentos e ao homem como um local de
privilégio imunoldégico para uso em pesquisa. Estas bolsas sdo diverticulos ou
invaginacdes bilaterais das mucosas jugais ou das bochechas, altamente
distensiveis que se estendem, sob a pele, da extremidade posterior da cavidade
bucal até aproximadamente o nivel das escapulas do animal. O epitélio da parede
da bolsa é similar a pele humana, sendo denominado “pele sem foliculos e
glandulas”. Apresenta camadas basal, espinhosa, granular e coérnea com
gueratinécitos, similar a epiderme e epitélio da gengiva ou palato duro humano. A
angioarquitetura destas bolsas representa um excelente local para estudar o
comportamento dos vasos sanguineos frente a diversas patologias como, por
exemplo, o cancer oral. O conhecimento da angioarquitetura no seu estado
fisiolégico pode contribuir no estudo de carcinomas quimicamente induzidos nesse
local. Diante disto temos como objetivo, descrever e comparar os diferentes tipos de
redes vasculares da mucosa da bolsa jugal de hamsters (BJH), assim como, verificar
através da microscopia de luz o padrdo de organizagcdo da mucosa da BJH. A
analise descritiva das réplicas vasculares de corrosdao demonstrou que as bolsas
jugais analisadas em microscopia eletrbnica de varredura (MEV) compartilhavam
das mesmas caracteristicas em sua microangioarquitetura, associado a auséncia de
alteracdes vasculares morfologicas indicativas de proliferacdo vascular. A
caracterizacao desta angioarquitetura é de extrema importancia, pois serve de base
para estudos aprofundados de, por exemplo, carcinoma oral e queloides, que em
termos cientificos € o principal uso da bolsa jugal do hamster.

Palavras chave: hamster; bolsa jugal; angioarquitetura; microscopia eletrénica de
varredura; microscopia de luz.



Abstract

PERON, Jorge Luiz. Descriptive study of angioarchitecture the cheek pouch of
Golden Syrian hamster ( Mesocricetus auratus ). 2015. 46f. Trabalho de
Concluséo de Curso, Graduacao em Ciéncias Bioldgicas, Instituto de Biologia,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

The cheek pouches Golden Syrian hamster (mesocricetus auratus) are used by the
animal for transportation of food and man as an immune privileged site for use in
research. These cheek pouches are diverticula or bilateral invaginations of jugais
mucous or cheeks, which extend highly distensible under the skin, the rear end of the
oral cavity to approximately the level of the animal's shoulder blades. The epithelium
of the wall of the pouch is similar to human skin, being called "skin without follicles
and glands". It presents basal, spiny, granular and corneal layers of keratinocytes,
similar to the epidermis and epithelium of the human gum or hard palate. The
angioarchitecture these cheek pouches is an excellent place to study the behavior of
blood vessels against various diseases, for example, the oral cancer. Knowledge of
angioarchitecture in its physiological state can contribute to the study of chemically
induced carcinomas that location. In view of this we aim to describe and compare the
different types of vascular networks cheek pouch mucosa of hamsters (BJH), as well
as check by light microscopy the standard of organization of the mucosa of BJH. The
descriptive analysis of vascular corrosion replicas showed that cheek pouches
analyzed by SEM shared the same characteristics in their microangioarquitetura,
coupled with the absence of vascular morphological changes indicative of vascular
proliferation. The characterization of this angioarchitecture is of utmost importance as
it is the basis for in-depth studies of, for example, oral carcinoma and keloids, which
in scientific terms is the main use of the hamster cheek pouch.

Key words : hamster ; cheek pouch ; angioarchitecture ; scanning electron
microscopy ; Light microscopy.
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1 Introducéo

O Hamster Sirio Dourado (Mesocricetus auratus) € um mamifero da ordem
dos roedores, familia Cricetinae. Ele é popular tanto como animal de estimacéo
guanto de pesquisa. As bolsas servem ao hamster como meio de transporte de
alimentos e ao homem como um modelo de pesquisa.

As bolsas jugais do hamster sirio dourado (BJH) servem como um 6timo
modelo experimental, pois os mecanismos patologicos desenvolvidos nesse local
séo suficientemente similares aqueles de algumas doencas humanas, nesse caso a
doenca animal tem mecanismos que reproduzem a patologia humana (FERREIRA et
al, 2005).

Além disso elas oferecem caracteristicas unicas como por exemplo o facil
acesso, 0 que as tornam extremamente Util em estudos de fisiologia vascular,
especialmente estudos da microcirculacdo e oncologia (BILLINGHAM; FERRIGAN;
SILVERS, 1960; GHOSHAL; BAL, 1990;).

Hochman et al, (2003) concluiu que a disseccéao € facilitada pelas paredes da
bolsa serem translicidas, podendo assim, evitar lesdes de vasos e um possivel
contato antigénico por via sanguinea.

Mais de 60 artigos foram publicados nos quais o modelo da BJH foi usado
para acompanhar o desenvolvimento do cancer oral em humanos (SHKLAR,1972;
WONG; BISWAS, 1987; HUSAIN et al, 1989; CONTI, 1991; TANAKA,1995; NAGINI
et al., 2009).

Ademais a BJH tem servido como experimento para novas abordagens como
tratamentos preventivos e imunossupressores de tumores, Casto et al, (2013)
utilizou BJH afim de testar a quimioprevencdo do céancer bucal, através da
alimentacdo por morangos liofilizados. Outros trabalhos evidenciaram diferentes
utilizagdes para a BJH, como avaliar alguns medicamentos no pré-condicionamento

isquémico, protegendo os tecidos de lesdo, preservando a microcirculacdo e assim


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mamífero
http://pt.wikipedia.org/wiki/Roedores
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cricetinae

10

evitando doencas cardiovasculares (CONCEICAO et al,2012), tratamento da
mucosite que reduz a qualidade de vida, causada por quimioterapias na mucosa
oral (YOSHINO et al, 2013) e até uso de Adenovirus Humano HAdV5
apoptogénicas para tratamento de canceres orais e do pescoc¢o (VIJAYALINGAM et
al, 2014).

O epitélio da parede da bolsa é similar a pele humana, sendo denominado
“‘pele sem foliculos e glandulas” (DULING, 1973). O epitélio da bolsa apoia-se num
subepitélio constituido por tecido conjuntivo areolar frouxo com auséncia de vasos
linfaticos, exceto na regido proximal, onde se inserem as fibras do musculo retrator
da bolsa (GOLDENBERG; STEINBORN, 1970). Muito tem sido demonstrado que o
tecido epitelial da bolsa do hamster apresenta camadas basal, espinhosa, granular e
cérnea com queratinocitos, similar a epiderme e epitélio da gengiva ou palato duro
humano (WHITE; GOHARI, 1982).

A técnica de modelo de corrosdo vascular associada a Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV) tem sido aplicada no estudo do padrdo vascular de 6rgéos e
tecidos normais, de processos patolégicos e de estruturas em desenvolvimento
(LAMETSCHWANDTNER; LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990; DERUITER et
al, 1991). Os modelos vasculares desses 0Orgdos e tecidos sdo obtidos pela
modelagem do lumen dos vasos com resina de baixa viscosidade, seguida pela
corrosdao 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, 1995; KRONKA; WATANABE; SILVA, 2001; VERLI et al, 2007).

O modelo de corrosdao vascular fornece a angioarquitetura da estrutura
anatébmica (AHARINEJAD; BOCK, 1994), sendo alguns dos aspectos morfoldgicos
observados: o arranjo tridimensional da vascularizacdo, o diametro vascular, a
impressdo dos nucleos das células endoteliais na superficie do modelo vascular,
bem como, o trajeto das arteriolas e vénulas que compdem a estrutura avaliada
(HOSSLER; DOUGLAS, 2001). Sendo as analises desses modelos principalmente
descritivas (KONERDING, 1991).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Verli%20FD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Analisar e descrever a histologia e a angioarquitetura da bolsa jugal de

hamster sirio dourado (Mesocricetus auratus).

1.1.2 Objetivos especificos

Determinar se a disseccéo de réplicas vasculares pode ser realizada antes ou
apos a corrosao.

Andlise dos espécimes em Lupa Esteroscopica.

Avaliar através da MEV de modelos de corrosdo vascular, a

angioarquitetura da bolsa jugal.

Verificar através da microscopia de luz o padrédo de organizacdo da

mucosa da BJH.



2 Revisdo de Literatura

A bolsa do hamster adulto consiste de duas regifes distintas, uma anterior e
outra posterior. A porcdo anterior, também é chamada de proximal e inclui a abertura
da bolsa que se relaciona na sua face externa com extensées do musculo bucinador
(PRIDDY; BRODIE, 1948; DAVIS; FERRER; GORE, 1986). A porcédo posterior,
também chamada de distal, é a parte mais delgada da bolsa (DULING, 1973).

A regido posterior é usada frequentemente para estudos microcirculatorios,

por ser uma estrutura translicida e por ser possivel o acesso direto aos microvasos
considerando a possibilidade de eversdo da bolsa e visualizagdo direta (DULING,
1973; LOMBARD et al., 1982; SEGAL; DULING, 1986). O leito vascular na regiao
posterior da bolsa tem sido considerado como vascularizacdo similar a da pele
enquanto o leito vascular que se relaciona com a regidao anterior € considerado como
vascularizacao 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. Com relacéo ao
musculo retrator, conforme estudo de Grasby, Morris e Segal, (1999) a regido
anterior do musculo se estende ao longo da porcéo posterior da bolsa enquanto a
regido caudal deste musculo que se origina a partir da vértebra toracica € referida
como regido posterior do musculo.

Posteriormente With et al, (2009) determinou como funcdo do muculo retrator,
servir como um antagonista para a musculatura da parede longitudinal da bolsa da
bochecha e manter a bolsa da bochecha acima da escépula quando ela esta cheia
de material. Além disso impede a eversdo da bolsa quando seus conteddos séo
ejectados. Quanto a sua localizacdo e anatomia pode-se dizer que apresenta um
formato de alca longa e fina, fugindo da fascia dorsolombar e das trés Ultimas
vértebras toracicas em direcéo a bochecha.

O fluxo de sangue para a porcéo anterior da bolsa é fornecido principalmente
a partir da artéria carétida externa através das artérias saculares superior, média e

inferior. Uma quarta fonte de suprimento vascular é a artéria sacular posterior, ramo
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da artéria temporal superficial, que penetra na bolsa na altura da insercdo do
musculo retrator (PRIDDY; BRODIE, 1948; DAVIS; FERRER; GORE, 1986).

A artéria sacular posterior ramifica-se para se anastomosar com arteriolas
tanto da regido anterior como posterior da bolsa e com arteriolas que nutrem a
porcdo anterior do muasculo retrator. A porcdo posterior da bolsa é suprida
adicionalmente pela ramificacdo distal das artérias saculares inferior e superior que
formam uma arcada que se ramifica na microvascularizagdo terminal da bolsa
(DAVIS; FERRER; GORE, 1986).

O suprimento vascular para o musculo retrator se origina da artéria retratora
anterior, ramo da artéria auricular posterior, e de uma a trés artérias retratoras
posteriores, ramos da artéria toracodorsal (PRIDDY; BRODIE, 1948). No seu curso
pelo musculo, arteriolas provenientes das respectivas artérias fonte ramificam-se e
dao ramos ao longo do eixo longitudinal muscular e se anastomosam entre si.

Por sua vez, esta distribuicdo de artérias fornece ramos perpendiculares ao
longo da bolsa para abastecer suas redes terminais de arteriolas e capilares
(EMERSON; SEGAL, 1997).

Essas artérias distribuidoras também fornecem ramos perpendiculares para
suprir arteriolas e rede capilar das regides terminais do musculo retrator.

Tanto na bolsa, quanto no musculo retrator vénulas de mesma ordem de
ramificacdo e organizacdo usualmente acompanham arteriolas. Essas veias
convergem para veias coletoras que se encontram em paralelo com as respectivas
artérias nutridoras (NAKAO; SEGAL, 1995).

Ao se verificar os vasos de maior calibre, que ocorrem de forma paralela ao
longo do maior eixo da parede da bolsa, evidencia-se que estes eram principalmente
artérias, que se dispunham em retas, onde repetidamente ocorriam veias ao lado
das mesmas. Estes vasos mantém um diametro constante em relacéo a todo o seu

curso até produzirem ramos ou anastomose (DE OLIVEIRA et al, 2009).

Tem sido demonstrado que o tecido conjuntivo subepitelial da bolsa do
hamster € um “Local de Privilégio Imunolégico” natural (COHEN, 1961; KAPLAN;
STREILEIN, 1974). Conceitualmente, um local imunologicamente privilegiado € o
resultado da auséncia ou deficiéncia de uma via anatébmica aferente adequada para

drenar o material antigénico para uma estagao regional linfatica, que reconhecera a
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presenca de antigenos, comecando assim uma resposta imune (BILLINGHAM;
FERRIGAN; SILVERS, 1960).

Cohen (1961), estudando na bolsa do hamster o processo de integracédo de
enxerto de pele de coelhos concluiu que os subepitélios das bolsas sédo, do ponto de
vista imunologico, independentes entre si. Os eventos locais que ocorrem em uma
bolsa, ndo tiveram repercussao na bolsa contralateral.

Na literatura também sao citados trabalhos onde foi utilizada a bolsa jugal
para enxertar tecidos de patologias benignas e neoplasias malignas cutaneas, a fim
de estudar a fisiopatologia e tratamento dessas doencas (WOLF; HUBLER, 1975;
DUFOUR et al, 1980).

O estudo realizado por Giunta, Schwartz e Antoniadisl, (1985) indica existir
uma drenagem linfatica retardada das bolsas das bochechas para os ganglios
submandibulares mediada por macréfagos. Porém Handler e Shepro (1968) e
Barker e Billingham (1977) relataram a n&o-existéncia de drenagem linfatica no
interior a bolsa jugal.

As bolsas apresentam inervacdo sensorial e autbnoma para 0S vasos e
também para o musculo retrator. Presumivelmente estas fibras nervosas simpaticas
estdo associadas as artérias e arteriolas nutridoras que regulam o fluxo de sangue
para as fibras do musculo estriado (musculo retrator) ou dispostas na porcao anterior
da bolsa relacionadas com as artérias saculares superior, média e inferior. Contudo
estes nervos estdo ausentes na regido posterior da bolsa que € desprovida de
musculo. Fibras nervosas autondmicas vasodilatadoras foram associadas com
artérias saculares e arteriolas proximais que alimentam a bolsa, mas ndo como
aquelas artérias do muasculo retrator ou regido posterior da bolsa (GRASBY;
MORRIS; SEGAL, 1999).



3 Materiais e Métodos

3.1 Delineamento da pesquisa

A pesquisa foi realizada sob o paradigma qualitativo, em uma abordagem

descritiva relacional.

3.2 Amostragem

Foram utilizadas doze bolsas jugais de seis hamsters, provenientes dos
projetos: 1) Avaliacdo qualitativa pelos métodos de microscopia de luz e microscopia
eletrbnica da angioarquitetura da bolsa jugal de hamster sirio dourado (Mesocricetus
auratus) jovens e com tumor experimentalmente induzido e 2) Analise morfométrica
do efeito do bevacizumab na angioarquitetura de células escamosas quimicamente
induzido em bolsa jugal de Hamster Sirio.

Considerando as condutas éticas vigentes, 0s seguintes protocolos de
pesquisa foram submetidos a apreciacao e aprovacao pela Comisséo Cientifica e de
Etica da Faculdade de Biociéncias e de Medicina da Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande do Sul (PUCRS).

1) Avaliacdo qualitativa pelos métodos de microscopia de luz e
microscopia eletrbnica da angioarquitetura da bolsa jugal de hamster sirio dourado
(Mesocricetus auratus) jovens e com tumor experimentalmente induzido. Aprovado
em 05/08/08 pelo CEUA PUCRS, registro 08/00022. - Anexo A.

2) Andlise morfométrica do efeito do bevacizumab na angioarquitetura de
células escamosas quimicamente induzido em bolsa jugal de Hamster Sirio.
Aprovado em 10/03/2011 pelo CEUA PUCRS, registro 10/00215 — Anexo B.
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3.3 Analise descritiva dos espécimes

A analise descritiva das micrografias eletrdnicas das bolsas jugais foi
realizada segundo (KONERDING, 1991).

Aspectos que foram analisados: padrdo de organizacdo da trama,
identificacdo do tipo de vaso sanguineo (capilar, artéria, veia), estruturas individuais

como esfincteres, bifurcacdes e anastomoses.

3.3.1 Anédlise das bolsa jugais em Lupa Esteroscopica

Foram destinadas quatro amostras ao estudo em lupa esteroscopica Zeisss.
As imagens analisadas foram obtidas utilizando um sistema de captura Color CCD
CAMERA TMC- 7DSP, PULNiX America, Inc. Sunnyvale, CA, USA.

3.3.2 Andlise da angioarquitetura das bolsas jugais em MEV

O estudo da angioarquitetura da bolsa jugal foi a partir da andlise das
micrografias de quatro bolsas. Os espécimes foram analisados no Centro de
Microscopia e Microanalise (CEMM) da PUCRS em microscépio eletrénico de
varredura Philips XL 30 (Eindhoven, Holanda) com poder de resolucédo de 3,5nm e
aumentos padronizados que fornecam uma ideia geral do padrdo vascular e
aumentos maiores sucessivos. Grandes aumentos foram utilizados para
detalhamento de estruturas morfologicas. A tensdo de aceleracdo de elétrons sera
estabelecida a fim de proporcionar as melhores imagens.

A documentacdo das imagens dos modelos vasculares das espécimes foi

registrada em arquivos TIFF (Tagged Image File Format).
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3.3.3 Anadlise histolégica das bolsas jugais em microscopia de luz

Das quatro amostras destinadas ao estudo em microscopio de luz foram
obtidas imagens utilizando uma lente objectiva de 100X, da qual resultardo imagens
de cada bolsa usando o microscopio de luz Eclipse E200 (Nikon, Tokyo, Japéo)
ligado & camara digital Moticam 5 (Motic Inc., China).



4 Resultados

4.1 Microscopia de Luz (ML)

Todos os espécimes tiveram uma aparéncia similar quando se tratando da
histologia da BJH. A parede da bolsa ndo apresenta glandulas e se mostrou
composta por trés tunicas ou camadas distintas (figura 1):

- Tunica Mucosa — epitélio de revestimento e lamina propria
- Tunica Muscular — muasculo estriado

- Tunica Adventicia - tecido conjuntivo frouxo.
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Figura 1 — Corte tranversal da BJH. Microscopia de luz da BJH, destacando o epitélio pavimentoso

ortoqueratinisado (A), o tecido conjuntivo denso (B) e as trés tlnicas que formam a parede da bolsa
(ML - 100x).
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4.1.1 Tdnica Mucosa

O revestimento epitelial é do tipo estratificado pavimentoso ortoqueratinizado
e é continuo com o epitélio do vestibulo bucal. O epitélio apresenta as camadas:
basal, espinhosa, granular e cornea. O nimero de camadas de células do epitélio
pode variar, porém em geral o epitélio € delgado e a forma de distribuicdo das
células é caracteristica de um epitélio protetor. O perfil das células varia desde a
base até a superficie livre. A camada mais préxima da membrana basal esta
composta por células cilindricas ou cubdides, basofilas ordenadas em uma fileira
definida formando a camada basal. Esta camada €& também chamada de
germinativa, apresentando intensa atividade mitética. Logo seguem duas ou trés
camadas de células poliédricas irregulares com nucleo central e geralmente séo
maiores que as células da camada basal constituindo a camada espinhosa. Nessa
camada as mitoses sdo menos frequentes. As duas camadas basal e espinhosa sao
responsaveis pela renovacao do epitélio, a medida que as células se aproximam da
superficie livre tornam-se mais planas com o longo eixo paralelo a superficie do
epitélio adquirindo a caracteristica de células pavimentosas. Entre estas as mais
superficiais apresentam granulos constituindo a camada granulosa caracteristica de
epitélios ortoqueratinizados. Na superficie externa as células mais préximas a luz do
orgao perdem seus nucleos. O seu citoplasma fica preenchido por queratina, as
células ficam menores, sugerindo ter havido perda de agua. Estas células
desprovidas de nucleo na superficie do epitélio apresentam-se como verdadeiras
placas corneas compondo a camada cérnea do epitélio.

A lamina prépria é constituida basicamente por tecido conjuntivo denso
(subepitélio) e ndo forma papilas. Apresenta alta concentracdo de fibras colagenas
e as células frequentemente observadas sdo os fibroblastos e fibrécitos. Foram
observados feixes de fibras colagenas que se entrelacam com alguns fibrécitos,
porém outras células, como por exemplo, as de origem linfocitica ndo foram
encontradas entre os feixes de colageno. Foram observados poucos capilares

sangiineos e auséncia de vasos linfaticos.
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Além da auséncia de anexos (glandulas, foliculos pilosos), a mucosa da bolsa

jugal do hamster é também desprovida de pigmentacao.

4.1.2 Tdnica muscular

A tunica muscular tem espessura variada e é formada por tecido muscular
estriado com orientagdo preferencialmente paralela ao longo eixo da bolsa jugal.
Algumas fibras foram encontradas com insercéo perpendicular a mucosa da bolsa,
terminando no tecido conjuntivo denso sub-epitelial, na regido onde se insere o
musculo retrator. Os seus feixes sao permeados por tecido conjuntivo frouxo onde
se encontram capilares sanguineos e linfaticos. Um stratum vascularis esta
localizado entre a tanica muscular e a tanica adventicia (figura 2).

Figura 2 — Corte transversal da BJH. Presenca do stratum vascularis entre a tanica muscular e a
tunica adventicia. Artéria (A) e veia (V). (M.L. - 100X).
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4.1.3 Tunica adventicia

Esta tunica apresenta-se constituida por tecido conjuntivo frouxo que cobre a
tunica muscular. Nesta tunica foram observados vasos sanguineos como arteriolas,

vénulas e capilares. Nao foi visivel na BJH tecido linfatico difuso ou nodular.

4.1.4 Tecido conjuntivo / vasos sangulineos

Com base na observacdo microscopica foi possivel perceber que o estroma
de tecido conjuntivo pode ser dividido em duas regifes distintas: o tecido conjuntivo
gue se localiza junto a parede de vasos sanguineos e o conjuntivo distante da
parede destes vasos.

O conjuntivo junto a parede do vaso se apresenta de forma mais densa do
gue o conjuntivo mais distante. Ambos contém fibras orientadas circular e
longitudinalmente. As fibras circulares parecem ser em maior numero, delimitando a
parede do vaso. Alguns feixes de fibras coldgenas seguem as arteriolas, vénulas
através do estroma.

A BJH pbéde ser dividida em duas porcdes de acordo com as tunicas que
formaram a sua parede. A porcdo que compreendeu 0s dois tercos mais proximais
desse 6rgdo, denominada anterior, foi composta por trés tdnicas distintas: mucosa,

muscular e adventicia (Figura 3). A tunica mucosa foi constituida por um epitélio
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estratificado pavimentos ortoqueratinizado, seguido de uma delgada lamina propria
de tecido conjuntivo denso, sem papilas. Esse tecido conjuntivo apresentou alta
concentracdo de fibras coldgenas, sendo os fibroblastos e os fibrocitos as células
mais frequentemente identificadas. A irrigacdo foi feita através de uma rede de
delicados capilares, os quais eram restritos ao tecido conjuntivo denso. N&o foram
identificados vasos linfaticos, anexos (glandulas, foliculos pilosos) e pigmentacéao.

A porcdo mais distal, a qual compreendeu o terco final do 6rgao, teve suas
paredes formadas apenas por duas tlnicas: mucosa e adventicia (Figura 4). A tdnica
muscular era composta por tecido muscular estriado esquelético, apresentando
fibras orientadas longitudinalmente ao maior eixo da bolsa, ou seja, em direcao
cranio-caudal. Essa camada apresentava uma pequena espessura, correspondendo
ao tamanho de trés a cinco células musculares empilhadas.

As fibras musculares eram permeadas por um tecido conjuntivo frouxo
delgado, onde se encontravam o0s capilares responsaveis pela irrigacdo dessas
células. Esses capilares foram oriundos de arteriolas e de vénulas presentes nos
septos de tecido conjuntivo que separavam os feixes de fibras musculares. Na
porcdo média da bolsa, foi encontrada a insercdo de um grande feixe de fibras
musculares perpendicular a mucosa da bolsa, correspondendo a zona de insercao
do musculo retrator.

A tanica adventicia era formada por tecido conjuntiva frouxo justa posto a
tunica muscular. Nessa tunica puderam ser visualizadas artérias e veias de médio e
pequeno calibre, bem como arteriolas. Os vasos correlatos foram vistos
paralelamente, sendo de facil identificacdo e comparacdo. As artérias de meédio
calibre ramificaram-se e originaram as artérias de pequeno calibre, as quais
penetraram na tanica muscular, dando origem aos vasos da tunica muscular. Foi
possivel identificar valvulas venosas em veias de pequeno e de médio calibre. Os
capilares eram escassos e dificeis de serem visualizados. Nao foram identificados

vasos linfaticos nessa tlnica.



23

Figura 3. Secao histolégica da porgéo anterior de uma BJH. Observe que a parede dessa porcéo é
composta pela tinica mucosa (Muc), muscular (Musc) e adventicia (Adv). (M.L. - 100X); Barra de
escala — 200pm.
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Figura 4. Secéo histolégica da porcao posterior de uma BJH. Observe que a parede dessa porcao €
composta pela tiinica mucosa (Muc) e pela tdnica adventicia (Adv). (M.L. - 100X); Barra de escala —
200pm.

4.2 Analise dos espécimes em Lupa Estereoscoépica

A observacéao inicial em estereomicroscopia da face lateral das cabecas dos
espécimes permitiu identificar a localizacdo anatémica das bolsas que se estendem,
sob a pele, da extremidade posterior da comissura labial até aproximadamente ao
nivel da escapula (figura 5 e 6). A remo¢cao de uma trama delgada de vasos que
recobria as bolsas jugais ndo causou nenhum dano a esses orgaos. Na face lateral

esquerda dos animais, essa rede de vasos apresentou-se escassa, ou inexistente.

Na maior parte das amostras, essa rede foi apenas parcialmente identificada (Figura
7).

Figura 5. Representagdo adaptada de Grasby, Morris e Segal (1999), na qual estdo representadas as
partes da BJH. Onde (A) representa a comissura labial do animal, (B) a regido anterior da BJH, (C) a
regido posterior da BJH onde se insere (D) que € o musculo retrator.
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Figura 6. Molde do créanio do hamster apds a corrosdo. Encontra-se delimitada a area da bolsa jugal,
gue corresponde, desde a comissura labial até 4 altura da escapula do animal na parte dorsal.

Figura 7. Rede de vasos localizados sobre as bolsas jugais em réplicas vascular. Observe, em A, as
delimitagbes da BJH (linha tracejada). Em B, o sombreado sugere a localizagcado da BJH. Li: lingua.
Barra de escala: 2mm

Os moldes vasculares das BJH apresentaram uma superficie plana e uma
forma alongada, ligeiramente triangular. A analise da face externa dessas bolsas
permitiu a identificacdo de duas regides de padrbes vasculares distintos: uma
anterior e outra posterior (Figura 8 A). As analises em lupa estereoscoOpica

evidenciaram que a regidao anterior se iniciava na comissura labial do animal e
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estendia-se distalmente, compreendendo dois tercos do 6rgdo. A analise
dessa primeira regido revelou uma trama vascular composta, predominantemente,
de vasos alongados e paralelos ao maior eixo da bolsa. Porém, no terco mais distal
da bolsa, foi observada uma trama vascular sem orientacéo definida (Figura 8 B —C).

Figura 8. Zona anterior e posterior das BJH. Em (A), observe a face lateral de um molde de corroséo
de BJH. A porgdo anterior estd demarcada pela linha tracejada vermelha e a porcéo posterior pela
linha tracejada amarela. Em (B), maior magnificacdo da regido anterior, evidenciando vasos paralelos
ao maior eixo da bolsa. Em (C), maior magnificagcdo da regido posterior, mostrando uma trama
vascular sem orientacdo. Barra de escala: 2mm.

A analise por lupa também permitiu avaliar o diametro dos vasos da bolsa
através da comparacao entre os diferentes componentes da trama vascular e da
coloracdo apresentada pela resina empregada na técnica. As BJH de todos os
grupos foram compostas por alguns vasos de grande calibre, de coloracdo mais
intensa, os quais percorriam longitudinalmente o maior eixo da bolsa. Ja os vasos de
menor calibre apresentaram tonalidades muito claras, frequentemente néao
possuindo nenhuma pigmentacdo, ou seja, brancos. Esses vasos fracamente
pigmentados foram responsaveis pela formacdo da maior parte da malha vascular
do 6rgéo (Figura 8 A). Em contrapartida, os vasos do muasculo retrator das bolsas

eram pouco evidentes, mas puderam ser evidenciados e esquematizados (figura 9).
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A. Retratora anterior

J A. Retratora Posterior

A. Sacular Posterior

A. Sacular Superior

A. Sacular Média

A. Sacular Inferior

Figura 9. Representacdo adaptada de Grasby, Morris e Segal (1999), na qual especifica a
vascularizagdo na BJH e no seu musculo retrator, delimitando a extensao e localizagéo do vaso.

4.3 MEV

Os vasos arteriais puderam ser diferenciados dos vasos venosos de acordo
com as caracteristicas dos modelos das marcas nucleares e também pela aparéncia
geral que estes dois tipos de vasos revelaram (VERLI, et al, 2007). Capilares
também puderam ser identificados pelo seu diametro (LAMETSCHWANDTNER;
LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990). Além da distin¢cdo basica entre os dois
tipos de vasos uma série de estruturas individuais presentes nos vasos também

puderam ser replicadas e identificadas como: esfincteres, bifurcacdes, anastomoses.

4.3.1 Vasos arteriais

Nos moldes dos vasos arteriais foi possivel reconhecer impressdes dos
nacleos das células endoteliais com aspecto fusiforme (LAMETSCHWANDTNER;
LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990), tendo o0 seu o seu maior eixo orientado
paralelamente ao longo eixo do vaso (figura 10). As bifurcacdes presentes
apresentaram distribuicdo em forma de “Y” e caracteristica distribuicdo em dois

vasos chamados artérias filhas, sendo uma delas mais calibrosa.
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4.3.2 Vasos venosos

Nos moldes das veias as impressfes dos nucleos das células endoteliais tem
formato arredondado ou ovalado (LAMETSCHWANDTNER;
LAMETSCHWANDTNER; WEIGER, 1990) e nao apresentaram orientacao

especifica no que diz respeito ao eixo longitudinal do vaso (figura 10).

AccV Spot Magn Det WD
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Figura 10 - MEV de um molde vascular da BJH revelando a presenca de um vaso arterial a esquerda
com impressdes fusiformes dos nicleos endoteliais e um vaso venoso a direita com impressoes
ovaladas dos nucleos endoteliais (400x).

4.3.3 Analise da angioarquitetura em MEV



29

A andlise descritiva das réplicas vasculares de corrosdo demonstrou que as
BJH compartilhavam das mesmas caracteristicas em sua microangioarquitetura,
associado a auséncia de alteracbes vasculares morfoldgicas indicativas de
proliferacdo vascular. Devido a esses achados, os resultados obtidos por MEV
dessas réplicas foram agrupados neste subitem Unico.

Inicialmente, os vasos apresentaram diametros regulares ao longo de seu
curso, assim como paredes lisas. As suas superficies estavam livres de dilatacbes
saculares e de constricbes. Outros sinais de proliferagéo vascular, como sproutings

ou pilares intussusceptivos, nao foram encontrados nessas amostras.

As imagens de coxins intra-arteriais e valvulas venosas bicuspides foram,
frequentemente, detectadas em vasos de grande e médio calibre. Os coxins
posicionavam-se nos pontos de bifurcacdo das artérias; jA as valvulas se
localizavam na regido de fusdo dos vasos venosos (Figura 11).

Figura 11. Coxim intra-arterial (cabeca das seta vermelha em A) e vélvula venosas bicuspide
(cabecas das setas amarelas em B) em moldes de corrosdo de uma BJH. MEV; Barra de escala
100pm.

As artérias, veias e os capilares foram facilmente diferenciados entre si devido
a suas caracteristicas morfolégicas tipicas, transcritas nos moldes de corroséo
vascular, tais como forma e orientacdo das impressdes nucleares das células
endoteliais, impressao de células musculares lisas da parede dos vasos e padréao de
ramificacao.

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

denominada de luminal.
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Os vasos da camada adluminal apresentaram dois tipos de estrutura
tridimensional: (1) uma rede vascular homogénea em seus dois tergos anteriores,
caracteristica da irrigacdo de musculo estriado esquelético; (2) uma malha vascular
enovelada em seu tergo mais posterior (Figura 12).

Figura 12. Face lateral de uma réplica vascular de uma BJH. Observe a forma conica do 6rgdo e note
as diferencas na angioarquitetura entre regido anterior e posterior da camada adluminal da bolsa. A
linha tracejada amarela demarca o limite entre essas duas regibes, a linha tracejada vermelha
identifica a comissura labial e os asteriscos sinalizam as pontes condutivas. MEV, Barra de escala:
2mm.

O padrao de angioarquitetura identificado na porcdo anterior desses moldes
apresentava vasos arteriais e venosos homdlogos de grande calibre, dispostos em
paralelo, com um curso predominantemente retilineo. Os vasos arteriais
ramificavam-se de acordo com a hierarquia vascular, os quais se dividiam pelo

menos sete vezes antes de originar capilares (Figura 13).
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Figura 13. Regido anterior da camada adluminal de uma BJH. Observe que os vasos arteriais (setas
vermelhas) e venosos (setas amarelas) homoélogos possuem um curso retilineo. A caixa em maior
aumento demonstra os capilares, os quais apresentam um trajeto ondulado e posicionam-se
paralelamente entre si. Observe também a fusédo dos capilares para a formacéo de vénulas (cabecas
das setas). MEV; Barra de escala: 200pum.

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 formacédo de vénulas, as quais, por sua vez,
se fundiram perpendicularmente a vasos venosos de maior calibre, dando origem as
veias.

O terco distal da camada superficial desses réplicas de corrosao foi formado
por arteriolas, vénulas e capilares enovelados, os quais circundavam a terminacao
em fundo cego do 6rgdo. Esses vasos ndo apresentavam orientacao definida,
entretanto a hierarquia vascular mantinha-se preservada (Figura 14).

WA SO LA ;S 7]

Figura 14. Regido anterior (A) e posterior (B) da camada vascular adluminal de uma BJH. Observe
gue a porcdo anterior (A) apresenta um arranjo vascular bem determinado, quando comparado os
vasos da porc¢éo posterior (B). MEV; Barras de escala: 200pum

A camada luminal das BJH foi formada por um plexo capilar frouxo e
homogéneo. Esses capilares formavam uma malha que recobria a superficie interna
do 6rgao, sendo conectados entre si por diversos pontos de anastomose. Os vasos
dessa camada foram originados daqueles localizados na camada adluminal, os
guais puderam ser observados posteriormente a essa rede capilar nas imagens das

criosecdes das bolsas (Figura 15).
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Figura 15. Camada vascular adluminal (Ad) e luminal (Lum) de uma BJH. Observe a presenca de
vasos de grande calibre na camada adluminal, contrapondo-se ao plexo capilar delgado na camada
luminal. O quadro mostra, em maior aumento, a trama da camada luminal, onde os circulos
vermelhos indicam pontos de anastomose entre os capilares. O molde dessa imagem foi seccionado
longitudinalmente e a camada adluminal parcialmente removida (linha pontilhada), a fim de expor a
luz do 6rgdo. MEV; Barra de escala: 1mm.



5 Discussao

Segundo Lametschwandtner, Lametschwandtner e Weiger (1990) a dissecc¢ao
de réplicas vasculares pode ser realizada antes, durante ou apés a corrosdo. Em um
estudo prévio, De Oliveira et al, (2009) realizaram a disseccao das bolsas
anteriormente ao processo de corrosdo, obtendo informagdes restritas a vasculatura
das bolsas. Nesse estudo, foi possivel observar que a dissecacdo das amostras,
ap0s 0 processo de corrosdo, possibilitou uma compreensdo mais ampla da
vascularizagdo das bolsas através da identificacdo de conexdes vasculares e das
relacbes anatdbmicas entre a bolsa jugal e os tecidos adjacentes.

Durante a observacdo das réplicas vasculares, foi constatado que a face
lateral das amostras estava recoberta por uma camada de vasos que néo
apresentava conexdes com as bolsas, podendo ser removida sem causar danos aos
moldes desse oOrgao. Os estudos sobre a vascularizacdo macroscopica da bolsa,
realizados por Priddy e Brodie (1948), revelaram que as principais conexdes
vasculares desse orgao se localizam na comissura labial, na face medial e no seu
musculo retrator. Dessa forma, pode-se sugerir que essa camada de vasos

encontrados sobre as bolsas pertencia a rede vascular da pele da face do animal.

Além disso, a malha vascular que recobria as réplicas das bolsas era
irregular, apresentando diversas falhas no preenchimento dos vasos. Aharinejad e
Lametschwandtner (1992) relatam que a injecdo de resina através dos grandes
vasos do coracdo, assim como o realizado no presente estudo, torna quase
improvavel a possibilidade da moldagem completa de todos os tecidos em um
animal. Os autores referem que o sistema circulatério dos vertebrados apresenta
zonas com diferentes pressfes intravasculares e fluxo sanguineo, causando um
desvio de resina para as zonas de menor resisténcia e para as mais proximas ao
local de fixacdo da canula. Assim, a injecdo através da aorta ascendente poderia ter

sido uma das causas da falha na moldagem da rede vascular da pele do animal.
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A angioarquitetura das bolsas estudadas foram caracterizadas por sua
homogeneidade e regularidade, sendo compativeis com 0Orgdos em estado
fisiologico.

Buckley, Schneider e Cundall (2007) consideram a bolsa jugal do hamster
como um 6rgao relacionado essencialmente ao armazenamento de alimentos, ndo
apresentando atividade metabdlica, tais como digestdo, absor¢do ou outros
processos enzimaticos. A auséncia de tais processos esta relacionada com a
caréncia de capilares fenestrados e com a funcéo desse 6rgéo.

A BJH é um 6rgédo peculiar e Unico por sua localizacdo quase extra corporea
com facil acesso e possibilidade de eversdo, além de ser uma estrutura dupla,
bilateral o que proporciona um controle contra lateral em diferentes tipos de
experimento.

O aspecto translicido da parede da bolsa facilita o exame a olho nu e
também permite distinguir o leito vascular mais calibroso ou lesbes estruturais
causadas por alimentos ou outros elementos que o animal introduza na bolsa.

No presente estudo a analise histolégica da bolsa possibilitou confirmar que a
bolsa jugal é revestida por um epitélio estratificado pavimento ortoqueratinizado com
uma lamina proépria de tecido conjuntivo denso onde ndo ocorre a formacao de
papilas (FULTON; JACKSON; LUTZ, 1947; PRIDDY; BRODIE, 1948).

O fato de a lamina propria ser constituida por tecido conjuntivo denso é um
achado diferente do convencional, uma vez que, em geral, tecidos conjuntivos
adjacentes a epitélios tem por finalidade nutrir estes epitélios. Para realizar esta
funcdo a lamina propria costuma ser constituida por tecido conjuntivo frouxo, onde
h&a melhor possibilidade de transito. Se for levado em conta que o epitélio que
reveste a bolsa jugal é estratificado, este fato é ainda mais incomum. A explicacéo
para a presenca de uma densa lamina propria composta por muitas fibras colagenas
reside no fato que esta estrutura poderia constituir uma barreira anatémica,
dificultando o reconhecimento de antigenos e a mobilizacdo de resposta, 0 que
justificaria sua capacidade de manter enxertos de tecidos normais e malignos por
longos periodos (ao redor de 85 dias) sem evidencia de rejeicdo (REED; MANNING;
RUDBACH, 1973). Esta “barreira fisica” seria mais um fator além dos ja citados na
literatura a corroborar com os achados de Billingham, Ferrigan e Silvers, (1960) e de
Billingham e Silvers (1964) que alegaram serem as bolsas jugais de hamster locais

imunologicamente privilegiados e adicionalmente Handler e Shepro (1968) e Barker
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e Billingham (1977) relataram n&o terem encontrado drenagem linfatica no interior da
bolsa jugal.

Além do anteriormente mencionado, ndo foi observado tecido linfatico na
parede da bolsa jugal, de acordo com as conclusées de Giunta, Schwartz e
Antoniadisl, (1985). Esses autores relataram a presenca dos macrofagos no tecido
conjuntivo entre os septos de musculo da tanica muscular. No presente estudo
estes macréfagos também foram encontrados. Segundo aqueles autores eles
poderiam estar mediando a drenagem de particulas em suspenséo para os ganglios
linfaticos mandibulares. Considerando sua localizacdo, a funcao dos macrofagos
seria remover quaisquer particulas estranhas, mas os autores presumem que eles
nao seriam capazes de migrar através da compacta lamina propria para realizar esta
fungédo. Com isto os autores mencionados concluem que a alta densidade do tecido
conjuntivo sub-epitelial — lamina propria torna praticamente impossivel a drenagem
linfatica.

Os resultados do presente estudo confirmam o relatado por Giunta, Schwartz
e Antoniadisl, (1985) considerando que devido a densidade da lamina propria, ocorra
uma dificuldade de mobilidade das células do sistema linfatico (leucocitos) e também
das células tumorais. Esta caracteristica morfolégica poderia interferir no
acolhimento da resposta imune a quaisquer antigenos ou corpos estranhos que
entrarem em contacto com a bolsa.

Por sua semelhanca em varios aspectos, com a mucosa bucal humana
afigura-se que a bolsa jugal do hamster pode ser extremamente utii em uma
variedade de experimentos envolvendo inducdo quimica de tumores. Segundo
Duling (1973) a ultra-estrutura do epitélio que reveste a bolsa é semelhante a da
epiderme humana porém sem a presenca de foliculos pilosos ou glandulas.
Segundo White e Gohari (1982) e Whittle et al, (1997) a mucosa jugal € semelhante
ao epitélio da gengiva ou palato duro de humanos. As consideracdes dos autores
em pauta sdo verdadeiras quanto ao tipo de epitélio, porém a espessura do epitélio
da mucosa jugal sempre mostrou-se bem menor que qualquer das zonas de
revestimento da mucosa bucal humana.

Apesar das semelhancas com a mucosa bucal humana a BJH apresenta uma
peculiaridade em relagdo ao tecido conjuntivo que compdem a lamina prépria e o
conjuntivo que esté localizado junto a parede externa dos vasos sangiineos. Ambos

séo do tipo denso, formados por alta concentracao de fibras coldgenas. Este tipo de
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conjuntivo € caracterizado pelo aumento de fibras colagenas em sua composicao e
uma menor concentracdo de substancia fundamental amorfa (SFA) e células. A
diminuicdo da SFA, que é um composto hidratado e viscoso, sugere uma maior
dificuldade no transito de moléculas e células no tecido, dificultando o
reconhecimento de substancias e células estranhas. Isso ndo acontece na mucosa
bucal humana, ndo existindo uma barreira de conjuntivo que dificulte a mobilidade
de moléculas e células e conseqiientemente retarde a resposta imunoldégica.

Em MEV a andlise dos modelos vasculares produzidos pode evidenciar que
0s vasos de maior calibre, possivelmente as artérias saculares, seguem um curso
retilineo acompanhando a forma alongada da bolsa jugal. Estes vasos apresentam-
se isodiamétricos, considerando todo o trajeto ao longo da bolsa. Também foi
revelado pela técnica de corrosdo que artérias e veias apresentaram paralelismo
entre si, 0 que se mantém durante o longo percurso destes vasos.

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 sangiiineos apresentam-se delgados constituindo uma rede
complexa de tubulos finos que se anastomosam. As réplicas destes vasos de
pequeno calibre em determinadas regides mostram certo paralelismo com
distanciamento coerente com o diametro das células musculares estriadas sugerindo
gue facam parte do endomisio. Estas estruturas foram mais visiveis na por¢cdo media
da bolsa, onde o musculo retrator se insere. Isso confirma que o plexo vascular mais
significativo estaria associado a dinamica deste masculo. Além disso nessa mesma
regido ha a chegada da artéria sacular posterior oriunda da artéria temporal
superficial. As veias resultam da convergéncia dos vasos capilares em um sistema
de canais que se tornam cada vez mais amplos. Seus vasos mantém um diametro
coerente com a fisiologia da bolsa.

O entendimento da morfologia da microcirculacdo da BJH tem um papel
importante na compreensdo dos fendmenos fisioldgicos e patolégicos, uma vez que
este orgdo é utilizado em estudos de carcinomas, enxertos, vascularizacdo e

também de imunologia.



6 Concluséo

O presente estudo evidenciou que a avaliacdo de réplicas vasculares € uma
ferramenta (til para o estudo da rede vascular das bolsas jugais de hamsters e que
seus resultados que podem contribuir em outras pesquisas. Nesse estudo também

concluimos que a dissecc¢dao de réplicas vasculares pode ser realizada antes do
processo de corrosao.
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