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RESUMO

No Departamento de Anatomia da Faculdade de Ciéncias Meédicas da Universidade Nova de Lisboa,
sdo utilizadas varias técnicas morfologicas para estudos microvasculares entre os quais se citam: a técnica
histolégica, a técnica de cortes histologicos seriados simples ou com injec¢do vascular, a técnica reconstru-
tiva de Born, a técnica microangiogréfica, a técnica de microangiofluorescéncia, a técnica microangiofluo-
rescentografica, a técnica de diafanizagdio para cortes e, ultimamente, a técnica de injecgdo-corrosdo para
microscopia electronica de varredura. O autor mostra alguns resultados obtidos com estas técnicas em 6r-
gios humanos e de animais de experimentaggo.

SUMMARY

General and actual morphological aspects of microvascularization

In the Department of Anatomy of the Faculty of Medical Sciences of the New University of Lisbon
several morphological techniques for microvascular studies are used, such as: the histological technique, the
histological incisions simple or with vascular injection technique, the Born reconstructive technique, the
microangiographic technique, the microangiofluorescence technique, the microangiofluorescentographic
technique, the diaphanization for incisions technique and lately, the injection-corrosion technique for the
Scanning Electron Microscopy. The author shows some results obtained with these techniques in the hu-

man organs and in the experience animal.

INTRODUCAO

Ensinar e investigar sdo classicamente as duas funcGes
atribuidas a Universidade. Pretendemos, contudo, ir mais
além. Fornecer ao clinico bases morfoldgicas de apoio, € ta-
refa fundamental no presente e no futuro.

Para realizar este objectivo, pensamos que grande parte
da investigacdo devera ser dirigida para problemas concre-
tos de interesse imediato, resultando de tal propdsito que o
ensino se deva apoiar consideravelmente na investiga¢do.

Os cursos de graduagdo devem ser permanentemente re-
modelados, os cursos de pos-graduagdo com a colaboragdo
das ciéncias morfologicas, deverdo tornar-se obrigatorios e
os cursos de actualizacdo, fundamentais, em quantidade e
qualidade, deverfio obrigar a morfologia a mutagdes conti-
nuas, a resolver davidas existentes e a alcangar novas inter-
rogacdes.

Mostra-se, assim, a necessidade de um dinamismo per-
manente em ciéncias morfologicas, assente em unidades de-
partamentais estaveis onde tudo se processa.

Assim, um Departamento de ‘Anatomia deve estar estru-
turado de molde a responder com eficacia as solicitacdes
tecnologicas do ensino e investigacdo da sua area de conhe-
cimento.

Um Departamento de Anatomia ndo pode ser uma insti-
tuido estanque, capaz de responder apenas a toda e qual-
quer solicitagdo dos seus membros. Tem de ser obrigatoria-
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mente uma pega de um conjunto mais vasto que € a Institui-
¢do Universitaria, devendo articular-se com outras areas
funcionais desta, de molde que, no conjunto se obtenha
uma estrutura homogénea ¢ eficaz.

Consideramos como essencial, ultrapassar, ndo as for-
mas como se revela, mas as proprias estruturas mentais de
compartimentagdo excessivamente profissionalista, que tém
enfermado grande parte das institui¢cbes culturais a nivel
nacional.

Tem sido nosso objectivo, dentro da linha de conduta
que sempre nos orientou, reproduzir nos nossos trabalhos
as experiéncias de autores que nos precederam. Procuré-
mos, na posse do conhecimento pessoal das limitagdes de
determinada técnica, tentar melhora-la, adapta-la e dela
partir, para a idealizagdo de outras, que melhor possibilitas-
sem obter, nos nossos estudos, o real aspecto das estruturas
e dai seguramente, tirar as ilagdes que nos permitissem con-
cluir o seu verdadeiro significado in vivo.

Dentro desta linha de pensamento, se insere o nosso in-
tuito de aplicar ao estudo da vascularizagdo dos orgdos, si-
multaneamente, diversas técnicas que, completando-se, per-
mitem, através da comparagio e jungio de aspectos parcela-
res, reconstituir a imagem da sua verdadeira morfologia.

Mas as limitagdes impostas pela utilizagdo de orgdos, ne-
cessariamente alterados pelo rigor mortis, ndo nos permitem
ter uma resposta satisfatoria as numerosas interrogagdes,
particularmente s suscitadas pela clinica.
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Figura I: Técnica microangiografica utilizada no coragio humano.

Pensamos que também o estudo da anatomia compara-
da, como temos vindo a fazer, nos permitira, em bases cien-
tificas seguras, desenvolver e padronizar aspectos experi-
mentais, de modo que deles se possa partir para o estabele-
cimento de correspondéncia com a vasculariza¢gdo humana.

Além de uma procura de melhores técnicas de estudo, te-
mos utilizado, com grande realce, a anatomia experimental.

Segundo alguns autores, o conhecimento da vasculariza-
¢d0 nos animais de experiéncia, é desprovido de interesse
quando se pretendem tirar ila¢des para a Anatomia Huma-
na Normal. Ndo concordamos totalmente com esta afirma-
¢do, pelo contrario, achamos ser necessario um estudo tédo
minucioso e completo quanto possivel da anatomia dos ani-
mais usados nas experiéncias, para que, na posse do conhe-
cimento global e particular da arquitectonica vascular des-
tes, se possa, dentro de uma base cientifica, estabelecer cor-
respondéncias com a vascularizagdo humana.

Nisto reside, estamos certos, o interesse crescente pela
anatomia comparada e o niimero cada vez maior de investi-
gadores que se dedicam a estudos experimentais.

Por outro lado, a reprodugdo em animais de quadros cli-
nicos sobreponiveis aos humanos e o estudo das alteracdes
da vascularizagdo dos territorios patoldgicos, conduzem a
criagdo de uma subespecializagdo, que por nés foi deno-
minada de Anatomia Patologica Comparada, permitindo
assim o estabelecimento de bases seguras de interpretacdo.

Tém figurado, como principal objectivo do Departamen-
to de Anatomia, os problemas cardio-vasculares, tentando
sempre relaciona-los, dentro duma perspectiva funcional e
consequentemente dindmica, pelo que urge cada vez mais e
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Figura 2: Técnica microangiografica utilizada no rim humano (observagio de
Miguel Correia).
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Figura 3: Técnica microangiofluorescentografica utilizada no cora¢do huma-
no, observando-se uma artéria e veia na fase de microangiografia.

de maneira mais permanente, a necessidade de apoio nos
Departamentos Clinicos.

Dentro de uma perspectiva morfologica, o problema das
técnicas de injecg¢do vascular devem ser adequadas ao tipo
de vasos que se pretendem estudar e ao tipo circulatéorio do
orgdo a injectar.

O calibre vascular condiciona o tipo de injec¢do, quer no
que respeita ao produto, quer no que respeita a técnica de
injecgdo.

Tem sido dada a nossa maior atengdo a injecgdo vascu-
lar, que devera sempre apoiar-se no principio que a determi-
na, fdo fisiolégica quanto possivel, isto no que respeita a
natureza do liquido a perfundir, seja as pressoes, seja a na-
tureza pulsatil ou continua do fluxo de perfusdo.

Ultimamente, a utilizagdo de novos produtos da familia
dos metacrilatos, permitiu o preenchimento das redes capi-
lares e seu sistema venoso de drenagem, ndo dando origem
a roturas vasculares.

A utilizagdo desta técnica para aplicagdo em microscopia
electronica de varredura, vai certamente modificar os actuais
conceitos de angioarquitectura, ao nivel dos vasos com cali-
bre inferior a 200 p.

A secgdo de investigacdo do Departamento de Anatomia
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de
Lisboa, tem como fungdes a execugdo de todas as técnicas
em utilizagdo, a adaptagdo de novos produtos de injecgdo e
métodos de estudo, necessarios a resolugdo de novos proble-
mas que se deparam, bem como a montagem de novas téc-
nicas de estudo.

Figura 4: Técnica mcroangiofluorescentografica utilizada no coragdo humano,
observando-se a artéria e a veia da Fig. 3, na fase de microangiofluorescéncia.
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Figura 5: Técnica de diafaniza¢do para cortes utilizada no rim humano (ob-
servacdo de Miguel Correia).

TECNICAS UTILIZADAS

As técnicas utilizadas no Departamento de Anatomia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de
Lisboa, aplicam-se ao estudo morfolégico dos vasos a nivel
macroscopico € microscopico, e em estudos experimentais.

Para os estudos microscopicos sdo utilizadas a técnica de
cortes histologicos seriados simples, ou com injecgao vascu-
lar, e a técnica reconstrutiva de Born, as técnicas microvas-
culares especiais (a técnica microangiografica, a técnica de
microangiofluorescéncia e a técnica microangiofluorescen-
tografica), a técnica de diafanizagio para cortes e a técnica
de injec¢do-corrosdo para microscopia electrénica de varre-
dura.

A técnica histoldgica é utilizada como sendo a base de
todas as restantes, visto que s6 com o conjunto detalhado
da histologia normal se podem interpretar com seguranga os
padrées vasculares.

A técnica de cortes histolégicos seriados, simples ou com
injeccdo vascular e a técnica reconstrutiva de Born, tém por
finalidade comparar conjuntos de laminas histologicas seria-
das, sendo os cortes feitos apOs injecgdo vascular, com
substancias corantes ou fluorescentes de grande penetrabili-
dade, sendo fundamental a reconstituigdo tridimensional
ampliada de uma zona de determinado 6rgdo, utilizando
para o efeito os conjuntos de cortes histologicos seriados.
Esta série de laminas é colocada num microprojector, o
qual projecta a imagem sobre uma mesa de trabalho espe-
cial, onde sdo desenhadas.

Figura 6: Técnica de diafaniza¢do para cortes utilizada na retina de cio.
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Figura 7: Técnica de injecgdo-corrosdo para microscopia electronica de varre-
dura, utilizada no coragdo de cdo em que sdo observados linfaticos cardiacos
com nodulos linfaticos.

Depois de elaborados os desenhos, estes sdo fixados em
placas de cera, com espessuras proporcionais 4 dos cortes
histolégicos, sendo depois recortadas, montadas e pintadas.
Terminadas estas operagdes, obtém-se um modelo tridimen-
sional, correspondente & zona que se pretende estudar.

As técnicas microvasculares especiais podem ser divi-
didas em trés tipos: técnica microangiografica, técnica de
microangiofluorescéncia e técnica microangiofluorescento-
grafica.

A técnica microangiogrdfica consiste na microradiografia
da rede vascular de um corte realizado num o6rgdo previa-
mente injectado com substincias radiopacas. Depois de fi-
xado o oOrgdo, procede-se a cortes no microtomo de conge-
lagdo, podendo ainda obter-se cortes especiais no cridstato
de Bright, realizando-se em seguida a microradiografia num
aparelho de microangiografia. As microangiografias sdo
em seguida reveladas, num sistema de revelagio a tempera-
tura constante (Figs. 1 e 2).

A técnica de microangiofluorescéncia consiste na perfu-
sdo de substincias fluorescentes na rede vascular do 6rgdo a
estudar. Este é em seguida fixado. Procede-se entdo a cortes
de congelagdo ou cortes seriados desse Orgdo, cortes esses
que sdo imediatamente montados em laminas histologicas e
observados num microscopio binocular para fluorescéncia.

A técnica microangiofluorescentogrdfica consiste na per-
fusdo de misturas de produtos radiopacos e fluorescentes.
Esta técnica permite executar primeiramente as microangio-
grafias e seguidamente observar os mesmos cortes no mi-
croscopio de fluorescéncia, onde sdo microfotografados na
mesma zona, da qual se obteve a microangiografia (Figs. 3 ¢ 4).

Figura 8: Técnica de injecgdo-corrosdo para microscopia electronica de varre-
dura, utilizada na placenta humana (observacdo de Esperan¢a Pina e Goyri
O’ Neill).
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A técnica de diafanizacdo para cortes é utilizada no tra-
tamento de cortes espessos, por intermédio de uma maquina
de cortes anatdmicos. Os cortes s3o depois tornados trans-
parentes e observados em lupa esteroscopica. (Figs. 5 e 6).

A técnica de injeccdo-corrosd@o para microscopia electro-
nica de varredura consiste na perfusio do 6rgdo a estu-
dar com fixadores especiais, que estabilizam melhor as pro-
teinas produzindo pontes transversais entre elas e destruin-
do a actividade enzimatica. Segue-se depois a introdugéo de
produtos acrilicos, que alcangam as redes capilares, sem
produzirem roturas, conseguindo assim preencher-se todos
os vasos com calibre inferior a 200 x. Apos a injecgdo e de-
pois de se ter obtido a solidificagdo do produto, faz-se a
corros3o, para depois de obtidos os moldes vasculares, estes
sofreram uma metalizagdio com ouro, em aparelhagem es-
pecial,

Finalmente, pequenas zonas dos moldes s3o retiradas
para serem observadas no microscopio electronico de varre-
dura. (Figs. 7 e 8).
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