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Resumo

Objetivo: Sugerir um protocolo de estudo dos vasos linfaticos com
0 proposito de obter os dados necessarios para uma melhor compreen-
sdo da morfologia e das alteracOes parafisioldgicas e francamente pato-
I6gicas do circulo linfatico na patologia do linfedema, tanto de origem
primaria como secundaria.

Métodos: A primeira etapa do protocolo é a obtengdo do material,
que pode ser um grupo de tecido fibroadiposo, em que estéo envoltos
0s vasos linfaticos, ou um segmento isolado de coletor linfatico. Apos,
segue-se uma série de etapas: fixacdo e inclusdo do material, preparagéo
de 11 ldminas com coloragdes histoquimicas e imuno-histoquimicas e,
por ultimo, leitura das 1aminas em busca de alteracdes, desde os com-
ponentes dos vasos linfaticos até a matriz periadventicial.

Resultados: Conforme o grupo de células predominante na parede
do vaso e na matriz periadventicial, pode-se suspeitar de uma reacdo
actinica, como, por exemplo, nos casos em que ha muita fibrose e re-
gressdo das fibras contrateis ou, ainda, no caso de um linfedema créni-
o pos-cirdrgico, quando ha predominancia de um processo degenerativo
da parede linfatica.

Conclusdo: Para a realizagdo de um estudo amplo dos vasos linfati-
cos em diversos laboratérios de anatomia patoldgica, faz-se necesséaria a
criagdo de um protocolo para melhor compreensdo desta patologia tdo
complexa.
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Abstract

Objective: To suggest a study protocol for lymphatic vessels in order
to obtain the data necessary to better understand their morphology
and paraphysiological alterations, as well as any clearly pathological
manifestations of the lymphatic circle in the pathology of lymphedema,
both of primary and secondary origin.

Methods: The protocol begins with a material sample, which can
be taken from the fibrous-fatty tissue surrounding the lymphatic vessels
or from an isolated lymphatic collector. Afterwards, a series of steps are
followed, including the fixation and inclusion of the material, the
preparation of 11 slides with different histochemical and
immunohistochemical colorations, and finally, the reading of the slides
in search of alterations ranging from the lymphatic vessel components
to the periadventitial matrix.

Results: According to the prevailing cell group on the vessel walls
and the periadventitial matrix, an actinic reaction can be suspected,
such as, for example, in cases where there is excessive fibrosis and
regression of contractile fibers, or even in the case of a post-surgical
chronic lymphedema when there is evidence of a degenerative process
of the lymph walls.

Conclusion: The creation of a protocol that provides a better
understanding of such a complex pathology is necessary in order to
perform an encompassing study of the lymphatic vessels in different
pathological anatomy laboratories.
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O linfedema é uma patologia caracterizada por um
aumento de volume dos tecidos moles na regido acome-
tida, que pode evoluir para quadros de grandes deformi-
dades, como nos casos de elefantiase. Sua causa deve-se
a uma deficiéncia no transporte da linfa através dos
vasos linfaticos por etiologia primaria (congénita ou
idiopatica) ou secundaria a processos inflamatérios,
infecciosos, terapéutica com irradiagéo ou cirurgia. O
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linfedema acomete um grande numero de pacientes,
principalmente ap6s intervencdes oncoldgicas ou apos
processos inflamatdrios e/ou infecciosos.

O tratamento dessa patologia inclui métodos de
drenagem linfatica manual, pressoterapia e contensdo
elastica. Ja o tratamento cir(rgico varia desde técnicas
dermodemolitivas até um tratamento mais minucioso,
com técnicas microcirdrgicas de anastomose linfatico-
venosa entre coletores linfaticos e uma veia competente
com o auxilio do microscépio operatoriol.

Por meio da microcirurgia, realizada a nivel ingui-
nal para membros inferiores e a nivel braquial para
membros superiores, onde encontram-se coletores lin-
faticos pré e pos-linfonodais de calibres entre 0,5 a 1
mm, tornou-se possivel a realizacdo de estudos anato-
mopatologicos em tecidos perilinfaticos e linfonodais
provenientes do ato operatdrio. Normalmente, sdo
reconhecidas e descritas algumas lesdes histopatoldgi-
cas dos vasos linfaticos?, que constituem a base dos
diferentes quadros do linfedema. Tratam-se de algumas
modificac¢des involutivas e distroficas dos vasos, generi-
camente catalogadas como fibrose da parede vascular e
aumento da matriz periadventicial, interpretadas como
sinais indiretos e seqUielas da reacéo inflamatdria aguda
ou crbnica. Essas lesdes, todavia, ndo justificam a base
patoldgica dos diferentes quadros nem tampouco expli-
cam 0s quadros clinicos polimorfos ou indefinidos.

Os vasos linfaticos sdo essencialmente compostos
por um endotélio com seu aparato valvular, por uma
parede geralmente sutil e pela adventicia. A parede do
vaso é formada por uma camada profunda da intima e
uma camada média, que compreendem uma parte
celular (fibroblastos e células musculares lisas) e uma
parte ndo-celular (fibras elasticas, colageno e proteogli-
canas). Na camada adventicia, encontram-se as vasa-
vasorum. Todos os componentes dos vasos linfaticos
estdo envoltos por uma matriz perivasal e s80 responsa-
veis basicamente pela conducéo da linfa.

O estudo anatomopatol6gico dos vasos linfaticos
nao é facil de ser realizado visto que essas estruturas tém
pequeno calibre. Com as coloragdes histologicas co-
muns, como a hematoxilina-eosina, pode-se somente
observar as alteragGes fibroesclerdticas das paredes dos
vasos, quantificar o componente da matriz periadven-
ticial e pesquisar os elementos da reagéo inflamatoria.
Sob esse ponto de vista, 0 estudo é puramente morfol6-
gico. Além disso, é necessario o uso de corantes especi-
ficos para conseguir identifica-los e diferencia-los dos
vasos sangiineos. O endotélio dos vasos linfaticos néo
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produz uma quantidade suficiente do fator VIII da
coagulacdo para ser avaliado em uma se¢do histoldgica
com os métodos imuno-histoquimicos3. Somente apds
uma adequada lise com enzimas proteoliticas (colage-
nase ou tripsina) é possivel desmascarar os sitios antigé-
nicos e evidenciar o fator V111 também no endotélio dos
vasos linfaticos.

O objetivo deste estudo é sugerir um protocolo para
0 estudo dos vasos linfaticos a fim de que se possa obter
0s dados necessarios para uma maior compreensao da
morfologia e das alteracdes parafisioldgicas (compensa-
doras) ou francamente patoldgicas (alteracOes degene-
rativas) do circulo linfatico na patologia do linfedema,
tanto de origem primaria como secundaria.

Para a compreensdo da patologia do sistema vascu-
lar linfatico, é, portanto, importante poder passar de
um estudo morfolégico a uma analise morfofuncional,
que seja capaz de colocar em evidéncia as caracteristicas
funcionais da parede dos vasos em termos de capacidade
contratil residual ou de reagdo hipertréfica e hiperplas-
tica dos componentes dos musculos lisos.

Método
Obtencéo do material

O material obtido da intervencdo cirdrgica pode ser
de dois tipos: um segmento isolado de coletor linfatico
ou um grupo de tecido fibroadiposo onde estdo inclusos
os vasos linfaticos. O material deve chegar fresco, no
menor tempo possivel, ao laboratério de anatomia
patoldgica e, se possivel, marcado com um fio cirdrgico
em uma de suas extremidades para orientacdo no seu
estudo. O patologista deve manté-lo em formalina
neutra tamponada? e evitar a coaptaco e a distor¢io
dos vasos linfaticos.

Fixacdo
A fixagéo deve ser breve, ndo superior a 12 horas,
para evitar que haja lesdo dos sitios antigénicos.

Inclusdo

Quando se trata de uma peca com tecido fibroadi-
poso e vasos linfaticos, a incluséo deve ser realizada em
parafina, ap6s o material ser preparado com cortes em
sessdes macroscopicas.

Quando se trata de um segmento de coletor linfa-
tico, deve-se manté-lo reto e preparé-lo em &gar® duran-
te a passagem para sua inclusdo em parafina.
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Preparagdo das laminas

Rotineiramente, sdo preparadas 11 laminas, cora-
das da seguinte forma:

— Primeira lamina: coloragdo com hematoxilina-eo-
sina;
— Segunda lamina: coloragdo tricrdbmica de Masson;

— Terceira ldmina: impregnagdo com argento para as
fibras reticulares;

— Quarta lamina: coloragdo Weigert elastica;

— Quinta lamina: coloracdo de Van Gieson;

— Sexta lamina: coloracdo imuno-histoquimica com
anticorpo primario antiactina musculo liso;

— Sétimalamina: coloracdo imuno-histoquimicacom
anticorpo primario antivimentina;

— Oitavalamina: coloracdo imuno-histoquimicacom
anticorpo primario antidesmina;

— Nona lamina: coloragdo com CD 31;

— Décima lamina: coloracdo com CD 34;

— Décimaprimeiralamina: coloragdo com hematoxi-
lina-eosina.

Leitura das laminas

A leitura das laminas tem como finalidade uma
avaliacdo quantitativa e distributiva das células dos
vasos linfaticos e do tecido perilinfatico. As primeiras
coloragBes estudadas sdo a CD 31 e a CD 34 para
identificar o vaso linfatico.

O endotélio dos vasos hematicos é corado seletiva-
mente pela coloragdo imuno-histoquimica com o anti-
corpo anti-CD 34, enquanto o endotélio dos vasos
linfaticos é constantemente negativo para essa colora-
¢do. O endotélio dos vasos linfaticos e hematicos é, no
entanto, corado pela coloracdo imuno-histoquimica
com anticorpo anti-CD 3135,

Depois, com a coloragéo hematoxilina-eosina, ava-
lia-se como é aestrutura morfoldgica do vaso: diametro,
espessura da parede, valvulas e matriz periadventicial
(Figura 1). Quanto ao lumen do vaso, este pode estar
com calibre reduzido, normal ou aumentado. A parede
pode ser sutil, normal, espessada ou fibrética. O aparato
valvular pode estar ausente, ser normal ou proeminente
e enfraquecido. E a matriz periadventicial pode estar
esbocada, média ou bem evidente (Figura 2). Este
algoritmo deve guiar preliminarmente a observagéo
microscopica da se¢do seriada, permitindo examinar os
parametros morfoldgicos de base. Assim sendo, a iden-
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tificacdo dos sinais de flogose, quando presentes nos
vasos linfaticos, sugere um linfedema inflamatorio?”’.

Corte transversal de um vaso linfatico. Apds
identificacdo do vaso linfatico, avalia-se o dia-
metro (a), aespessura da parede (b) e a presenga
da estrutura valvular (c), conforme setas.

Figura2 - Corte transversal de um vaso linfatico mostran-
do seu limen com as células endoteliais (a),
parede com fibras musculares (b) e matriz peri-
adventicial (c), conforme setas.

Por meio da tricromia de Manson, Weigert e Van
Gieson, pode-se obter uma avaliacdo estrutural mais
fina dos vasos, com observacdo dos componentes da
matriz intercelular como o colageno, as fibras elasticas
ou as fibras reticulares?. Pelas técnicas imuno-histoqui-
micas, como o método de Avidina Biotina Peroxidase
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Complexa (ABC), pode-se, ainda, estudar a parte celu-
lar da parede linfatica®3:6. Com o anticorpo primario
antivimentina, é possivel evidenciar os fibroblastos,
fibrécitos e também as células dos musculos lisos. Ja
com a desmina, coram-se somente os miofibroblastos,
e, com a actina musculo liso, coram-se os miofibroblas-
tos e também as células dos musculos lisos da intima e
datanica média. As células dos musculos lisos presentes
na parede dos vasos linfaticos sdo particularmente ob-
servadas na sua quantidade, se média, escassa ou au-
mentada; na sua distribuicdo em feixes sutis, se grandes
ou fragmentados; e na sua tipologia, se ténue, hipertro-
fica ou displasica. Assim sendo, conforme o grupo de
células predominantes na parede do vaso e na matriz
periadventicial, pode-se suspeitar de uma regresséo das
fibras contrateis, como, por exemplo, nos casos em que
ha muita fibrose ou, ainda, de um linfedema crénico
pos-cirargico, em caso de predominancia de um pro-
cesso degenerativo da parede linfatica?.

Discussdo

Na literatura médica, existem poucos trabalhos
publicados referentes ao estudo dos vasos linfaticos
no linfedema periférico?:7-12, visto que ndo existem
grandes centros de tratamento cirtrgico dessa pato-
logia onde haja um grupo interligado de cirurgides e
laborat6rios de anatomia patoldgica. Junto ao Cen-
tro de Linfologia e Microcirurgia da Universidade de
Génova, com a ampla casuistica adquirida no trata-
mento microcirargico do linfedema de extremidades
por meio das anastomoses linfatico-venosas, tornou-
se possivel o desenvolvimento de grandes estudos do
ponto de vista anatomofuncional dos vasos linfati-
cos, provenientes de bidpsias realizadas durante as
intervencdes cirdrgicas, conforme véarios trabalhos
publicados por Campisi et al.13-18,

Atualmente, ha, inclusive, uma classificagdo pro-
posta pelos patologistas do grupo de pesquisa genovés
quanto as alteracOes linfaticas e linfonodais encontra-
das nos pacientes com linfedema secundario, que foram
submetidos ao tratamento microcirargico de anasto-
mose linfatico-venosa?. Essa classificacdo foi proposta
gragas a uma técnica correta, através da qual foi possivel
expor o diagnostico baseado tanto na morfologia sim-
ples (didmetro dos vasos linfaticos, presenca de fibrose
ou sinais inflamat6rios) como na morfologia funcional
(avaliagdo da contractilidade e da atividade da parede)
dos vasos linfaticos.
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Em um futuro préximo, existe a possibilidade da
ampliacdo das pesquisas com um nudmero maior de
pacientes clinicos e com amostras retiradas em outros
segmentos do membro acometido para que se possa
proceder ao estudo minucioso de distintos quadros
dessa mesma enfermidade.

Acreditamos que, para a realizacdo de um estudo
amplo dos vasos linfaticos em diversos laboratdrios de
anatomia patoldgica, faz-se necessaria a criagdo de um
protocolo para melhor compreensdo dessa patologia
tdo complexa.
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