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1 REVISAO DE LITERATURA
1.1. Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) pode ser definida como a organizacdo supramolecular de
diversas proteinas estruturais e polissacarideos nos tecidos conjuntivos, que preenchem os
espacos extracelulares; correspondendo aos complexos macromoleculares relativamente estaveis
formados por moléculas complexas de diferentes naturezas que sdo produzidas, exportadas
modulando a estrutura, fisiologia e biomecénica dos tecidos. (ANJOS et al, 2000; OLIVEIRA,
LOPES 2016).

Esta matriz pode ser encontrada ao redor das células em composicdes variadas no tecido
conjuntivo, formando assim, a denominada “matriz extracelular intersticial”, para atender as
necessidades dos varios tipos celulares, e ainda h4 uma forma especializada presente entre o

tecido epitelial e o tecido conjuntivo, denominada membrana basal. (LIMA, 2016).

Devido a sua composicdo e organizacdo estrutural a MEC possui certas propriedades
biomecénicas e fisioldgicas bem definidas. A MEC dos tecidos é complexa e varia na sua
composi¢cdo conforme as células presentes no tecido conjuntivo, sendo constituida por
componentes fibrilares e ndo fibrilares. Entre seus componentes fibrilares merecem destaque as
fibras elasticas, colagenas e reticulares. Os componentes ndo fibrilares estdo representados pelos
proteoglicanos e proteinas ndo colagénicas. Todos estes componentes estdo organizados em um
complexo sistema hierarquico, e interagem entre si através de ligacOes eletrostaticas, interacdes
hidrofébicas e pontes de hidrogénio permitindo uma organizagdo estrutural e funcional da matriz,
principalmente nos tenddes, cartilagens e ligamentos (USHIKIT, 2002; OTTANI et al, 2002;
MARXEN et al, 2003; FEITOSA, et al, 2002a; 2002b; 2005 e 2006; BENJAMIN, et al, 2008;
VIDAL; MELLO,2011; ROSS, 2016; PAWLINA, 2016).

As propriedades da MEC estdo associadas a cada tipo de tecido conjuntivo e as suas
caracteristicas funcionais. Além de proporcionar suporte estrutural ao tecido, a MEC regula o
comportamento das células, influenciando sua proliferacdo, diferenciacdo, migragcdo, morfologia,
atividade funcional e sobrevivéncia, (MONTANARI, 2016).
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Apesar do cléssico papel estrutural da MEC, atualmente é bastante documentado que esta
estrutura ndo tem papel meramente de barreira fisica. O dindmico reconhecimento entre células e
a MEC, assim como, a mobilizacdo de diversos fatores de crescimento por remodelacdo da
matriz, resulta em transducgéo de sinal, regulacdo da expresséo génica e modificacdo de processos
celulares como diferenciacéo, proliferacdo, adeséo e migracdo (SECHLER; SCHWARZBAUER,
1998; STREULLI, 1999; PESHEVA; PROBSTMEIER, 2000).

Existem outras funcGes designadas a MEC como fornecimento de suporte mecanico e
estrutural, resisténcia de tracdo do tecido; atuacdo como uma barreira quimica; regulacdo das
funcdes metabdlicas das células que se encontram rodeadas pela prépria matriz. Além de possuir
a capacidade de ligar e reter fatores de crescimento, que por sua vez, modulam o crescimento
celular, (OLIVEIRA; LOPES, 2016).

A MEC também é caracterizada pela presenca das anisotropias Opticas, que sao
fendmenos de ordem espectral conhecido pelo dicroismo e birrefringéncia. O dicroismo ocorre
quando apenas um filtro polarizador € colocado no sistema. Ele é expresso pela diferenca de
absorcdo do objeto em duas dire¢bes de deslocamento do feixe de luz no préprio objeto, um
perpendicular ao outro. No entanto, quando os dois filtros, o polarizador e o analisador se cruzam
perpendicularmente e dependendo da diferenca entre os indices de refracdo do objeto, entdo se
observa a birrefringéncia. De maneira pratica e objetiva, os componentes macromoleculares
birrefringentes anisotrépicos apresentam brilho colorido ou ndo, sob o efeito do Plano de Luz
Polarizada (PPL). Isso promove um realce destes materiais em detrimento a outros néo
birrefringentes (isotropicos), que ficam indistintos em um fundo escuro. As células musculares
estriadas, espermatozoides de algumas espécies animais, paredes celulares, amido, colagenos e
moléculas de DNA e RNA sdo exemplos de materiais bioldgicos estudados através da
microscopia de polarizacdo (VILARTA,; VIDAL,1989).

O colageno é uma glicoproteina que constitui a maior classe de proteinas fibrosas
insoliveis da MEC. Suas fibras apresentam como caracteristica morfoldgica a presenca de
periodicidade axial, produzida pela superposi¢cdo de moléculas de tropocoldgeno que formam
fibrilas organizadas em feixes ou fasciculos paralelos ao eixo longitudinal do tenddo. Entre os

feixes de colageno ocorrem células do tecido conjuntivo. A maioria destas células corresponde
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aos fibroblastos cuja fungéo relaciona-se a sintese de fibras, de glicoproteinas e proteoglicanos da
matriz (MARXEN et al, 2003; GONCALVES et al, 2015).

Atualmente sdo conhecidos cerca de vinte e trés tipos de coldgenos geneticamente
distintos. Estas distin¢fes sdo devidas a composicdo e seqliéncia de aminoécidos das cadeias que
compdem a molécula do colageno, resultando em diferentes niveis de organizacao
supramolecular. As fibras coladgenas sdo alongadas, birrefringentes, ndo elasticas e néo
ramificadas, embora feixes de fibrilas colagenas possam deixar uma fibra e ligar-se a outra dando
a impressdo de haver ramificagbes, (EYRE, 1987; KWAN et al, 1991; VAN DER REST,;
GARRONE, 1991; MAYNE et al, 1993; BIRK; MAYNE, 1997; LIU et al, 1995; BENJAMIN, et
al, 2008).

O colageno do tipo | representa 0 mais comum dos colagenos, forma fibras grosseiras e
estd presente no tecido conjuntivo propriamente dito, padrdo normal da pele, tenddo, 0sso,
dentina e cemento. Ja o tipo Il de colageno, forma fibras delgadas e estd presente quase
exclusivamente nas matrizes da cartilagem hialina e elastica. O colageno do tipo I,
freglientemente associado ao tipo I, é denominado, também, de fibra reticular mais delgada. O
colageno do tipo IV ndo constitui fibras, estando presente nas membranas basais, em que forma
uma rede de moléculas de prd-colageno mantidas unidas, e formando uma base de sustentacdo da
lamina basal. O colageno do tipo V existe em pequena quantidade e origina fibrilas muito
delgadas, sendo encontrado associado com o colageno do tipo |, presente na maioria do tecido
intersticial, assim como o colageno do tipo VI. O coladgeno do tipo VII constitui pequenos
agregados conhecidos como fibrilas de ancoragem, onde também d&o sustentacdo a lamina basal
para os feixes subjacentes de fibras colagenas do tipo | e do tipo Il. O colageno tipo XI é
encontrado nas cartilagens: hialina e elastica, participando da estrutura das fibrilas de colagenos,
juntamente com o colageno tipo Il (NIMNI; HARKNESS, 1988; BIRK, 1989; USHIKIT, 2002;
KJAER, et al, 2009; VIDAL; MELLO, 2011).

Além de promover a cicatrizacdo de fraturas e regeneracdo 0ssea, 0 colageno é também
um agente hemostatico. Da mesma forma, possui baixo indice de irritabilidade ou alergenicidade
(2%), é biodegradavel, possui habilidade empromover crescimento celular e € de facil obtengdo.O

colageno é encontrado nos tecidos conjuntivos do corpo, tais como, 0ssos, tenddes, cartilagens,
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veias, pele, dentes, bem como, nos musculos e na camada cornea dos olhos, (OGAWA et al,
2002).

1.2. Ligamento Suspensor da Glandula Tireoide

A anatomia da regiéo cervical, nomeadamente do compartimento central onde se encontra
a glandula tiredide (GT) é bastante complexa. Nessa regido, situam-se multiplas estruturas
importantes, que estabelecem entre si relacBes de dificil reconhecimento e sujeitas a muitas
variagoes (DE MELO, 2011).

A glandula se origina a partir da fusdo do primdrdio medial da tiredide (derivado a partir
da faringe primitiva) e o primérdio da tiredide lateral (derivadas a partir da crista neural). O
tubérculo de Zuckerkandl (TOZ) representa este local de fusdo, uma projecao lateral posterior da
tirdide. (HALES et al, 2017).

Essa glandula esta situada nos trigonoscarético e muscular, localizando-se na face anterior
do pescoco (VALENTE, 2013), inferior a laringe, posterior aos musculos esterno-hioideo e
esternotireoideo e anterior as cartilagens traqueais. E formada por lobos direito e esquerdo,
unidos medianamente por uma fina ponte de tecido glandular, o istmo da glandula tiredide. Pode
apresentar uma varia¢do, um pequeno lobo estreito superior, o lobo piramidal. A glandula esta
envolta por uma capsula fibrosa, que emite septos para seu interior e pela lamina pré-traqueal da
fascia cervical, que na parte posterior do 6rgdo se condensa e o fixa a laringe e traquéia. Um
espessamento dessa lamina forma o ligamento suspensor da glandula tireide. E importante
destacar que o nervo laringeo recorrente, os vasos tiredides e as glandulas paratiredides estdo
relacionados com a face posterior dos lobos direito e esquerda, além deles ela esté relacionada
também com o esdfago cervical, nervo laringeo superior e vasos maiores. (WAFAE et al, 2009;
ESTRELA etal, 2011; BOTELHO et al, 2012).

A glandula tiredide tem uma coloragéo rosa acinzentada/vermelho acastanhada, que varia
segundo o estado da circulagdo. E um 6rgdo mole, facilmente depressivel, e sua consisténcia
muda de acordo com o grau de desenvolvimento dos septos conjuntivos que separam os lobulos.
Varia ainda com a quantidade e a tensdo do contetdo liquido dos foliculos glandulares. E um dos

orgdos cujas dimensodes diferem de individuo para individuo e € mais volumoso na mulher do que



14

no homem. Seu peso é tdo variavel quanto o seu volume. Uma GT normal pesa em média 25 a 30
g no adulto e 2 a 3 g no recém-nascido (TESTUT; LATARGET, 1978).

A glandula tireoide é o maior 6rgdo humano especializado na producéo de hormadnios. E
uma glandula endocrina com abundante vascularizacdo e circulagdo linfatica, formada por
foliculos tipicos estroma rico em vasos sanguineos. O Foliculo Tireoideano (representa a unidade
anatomo-funcional da glandula): é constituido por uma camada epitelial simples (células
cubdides) que encerra uma cavidade geralmente repleta de coloide (tipo de geléia firme). A forma
das células sofre uma variagdo, isto €, sdo baixas quando a glandula tem atividade diminuida, e
alta quando a atividade se eleva. As células foliculares estdo assentadas sobre uma membrana
nasal. O citoplasma destas células é finamente granuloso cianéfilo. Os nucleos sdo vesiculares,
centrais ou deslocados para a base. O coldide representa reserva de secrecdo: rico em
nucleoproteinas e contém "Tireoglobulina" e "Enzimas". A tireoglobulina é uma glicoproteina
contendo varios &cidos animados isolados. Cora-se pelo PAS. No col6ide o iodo esta sob a forma
de triiodotironina (T3) e tetraiodotironina (T4) ligadas a uma globulina e que sdo componentes da
tireoglobulina. Os principais hormdnios produzidos por ela sao: tiroxina (T4), triidotironina (T3)
e calcitonina, os quais regulam o metabolismo do corpo. A funcdo dela é controlada pela glandula
hipofise ou pituitaria localizada no cérebro, (NASCIMENTO, 2012; VALENTE, 2013; WEBER
etal, 2017).

Esses horménios metabdlicos citados, presentes na tiredide, como triiodotironina (T3) e
tetraiodotironina (T4) sdo reconhecidamente fundamentais para o corpo. Eles sdo essenciais para
a maturacédo e funcdo do sistema nervosa central (SNC) de mamiferos e sua deficiéncia durante
um periodo critico do desenvolvimento, afeta profundamente a fungdo cognitiva,
(LUNARDELLLI, 2007).

O ligamento da glandula tireoide (ligamento de Berry) (figura 1) é um ligamento
suspensor que passa da bainha da tireGide para a propria tireoide, e para as cartilagens cricoide
que circundam a traquéia. Do lado posterior, a glandula é fixa ao cricéide e cartilagem traqueal e
cricopharyngeus muscular por um espessamento da fascia para formar o ligamento suspensor
posterior de Berry. Este ligamento esta localizado em ambos os lados da traquéia e se estende da

cartilagem cricoidea aos primeiros anéis traqueais para a regido posteromedial de cada lobo da
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glandula tiredide. A relacdo do ligamento com as estruturas anatdmicas ao redor é importante
para a cirurgia. (WAFAE et al, 2009; BOTELHO et al, 2012).

Recurrent Laryngeal
Nerve

Berry's Ligament

Figura 1 Localizagdo anatdmica do Ligamento de
Berry. Fonte: Henry e colaboradores. (2017).

O ligamento suspensor passa da bainha da tireoide para a prépria tireoide, e para a
cartilagem cricéide que circunda a traqueia. Esta localizado em ambos os lados da traqueia e se
estende da cartilagem cricoidea aos primeiros anéis traqueais para a regido posteromedial de cada
lobo da GT (WAFAE et al, 2009; BOTELHO et al, 2012).

A relacdo do ligamento com as estruturas anatdbmicas ao redor € importante,
principalmente no campo cirtrgico. O nervo laringeo recorrente (NRL), por exemplo, que é o
principal nervo motor da maioria dos masculos intrinsecos da laringe, essencial para a fonagéo, e
ainda responsavel pela inervacdo sensitiva da regido subglética e parte proximal da traqueia
(SABISTON, 2015; CERNEA et al, 2010), esta intimamente relacionado com o Ligamento de
Berry (figuras 2, 3 e 4), sendo este seu ponto mais vulneravel (FERNANDO, 2001; BAILLEUX,
2006; CERNEA et al, 2010), e pode ser facilmente lesado durante cirurgia da tireoide, causando

paralisia das pregas vocais.
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Estudos realizados a partir de autdpsias demonstram que o NLR estd usualmente
localizado dorsolateralmente ao ligamento de Berry, a uma distancia média de 3 mm. Existem
relatos, no entanto, onde o nervo passa pdstero-medialmente ou através do ligamento. Portanto,
durante operacfes da glandula tiredide, faz-se necesséria a dissecacao latero-medial do ligamento
de Berry apo6s a identificacdo do nervo laringeo inferior, ja que o segmento cranial do nervo pode
estar medial ao ligamento. A lesdo do NLR constitui, juntamente com o hipoparatireoidismo, a
principal causa de morbidade no pds-operatorio de operacfes da tireoide. Essa lesdo apresenta
diferentes indices de incidéncia de acordo com a literatura (variando de 0,33% a 5%) (DA
SILVA, et al, 2013).

Figura 2 — NLR e ligamento de Berry tipo | —
intraligamentar.  Glandula tireoide (estrela);
ligamento de Berry (seta preta); nervo laringeo
recorrente (seta branca). Fonte: Rev. Col. Bras.
Cir. 2012; 39(5): 364-367.



Figura 3 — NLR e ligamento de Berry tipo Il A —
Lateral. Glandula tireoide (estrela); ligamento de
Berry (seta preta); nervo laringeo recorrente (seta
branca). Fonte: Rev. Col. Bras. Cir. 2012; 39(5):
364-367.

Figura 4 — NLR e ligamento de Berry tipo Ill.
Glandula tireoide (estrela), - ligamento de Berry (seta
preta), nervo laringeo recorrente (seta branca). Fonte:
Rev. Col. Bras. Cir. 2012; 39(5): 364-367.

17
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Rajabian e colaboradores (2017) investigaram a artéria tireoideana inferior (ATI) e o
ligamento de Berry como pontos de referéncia para identificacdo do NLR na cirurgia da coluna
cervical anterior, através da dissecacdo de oito cadaveres frescos na qual fizeram de camada a
camada desde a C2 até T2-T3, na busca de mostrar a anatomia cirurgica do NLR pertinente a
coluna vertebral. Eles descobriram que o ponto de referéncia anatdmica mais confiavel para NLR
bilateralmente foi o ligamento da ATI e da Berry, juntos foram encontrados como estruturas
prontamente identificaveis na exposicdo da coluna cervical anterior antes do proprio nervo. O
objetivo foi ajudar os cirurgides a identificar na coluna vertebral o NLR para prevenir a leséo

latrogénica.

Bosco e colaboradores (2012) dissecaram a regido cervical de 22 cadaveres frescos de
individuos de ambos os sexos e diferentes idades, com a finalidade de analisar anatomicamente,
topograficamente e descritivamente a relacdo entre o nervo laringeo recorrente e o ligamento de
Berry. Eles perceberam através da disseccdo que as relages entre 0 NLR o ligamento foram
divididas em quatro grupos: tipo | ou intraligamentar: nervo e/ou seus ramos eram visualizados
na substancia conjuntiva do ligamento; tipo IlA ou lateral: nervo e/ou seus ramos apresentavam-
se em topografia lateral ao ligamento; tipo 11B ou lateral justaligamentar: nervo e/ou seu ramos
eram visualizados laterais e em contato com o ligamento, sem penetra-los; tipo Il ou medial:
nervo e/ou ramos eram visualizados apds a disseccdo completa do ligamento em direcéo latero-
medial. Os autores destacaram a importancia do trabalho, fortalecendo a necessidade de que a
disseccéo latero-medial do ligamento de Berry deve ocorrer devida sua maior frequéncia e o
segmento cranial no NLE pode ser medial ao ligamento. Diante dessa analise, pode auxiliar aos
cirurgides na compreensdo das relacdes anatdbmicas entre o ligamento de Berry e 0s nervos

laringeos.
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2 OBJETIVOS

3.1 Geral:
» Caracterizar histoldgica e histoquimicamente a natureza dos componentes fibrosos da

matriz extracelular do ligamento suspensor da glandula tiredide.
3.2 Especificos:
» Caracterizar histoquimicamente as fibras reticulares da matriz extracelular do ligamento

suspensor da glandula tiredide;

» ldentificar histoquimicamente as fibras elasticas na matriz extracelular do referido

ligamento;

» Estudar a relacdo espacial dos componentes fibrosos da matriz extracelular do tecido em

estudo;

» Analisar as anisotropias Opticas através da birrefringéncia, dicroismo linear e do “crimp”

das fibras colagenas da matriz extracelular do tenddo em estudo;

» [Fazer a morfometria das fibras colagenas.
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NORMAS PARA A PUBLICACAO
JOURNAL OF ANATOMY

Instrucdo para Autores

1. Principios Gerais

O texto dos artigos que relatam pesquisa original é geralmente dividido em secBes
Introducdo, Métodos, Resultados e Discussdo. Essa assim chamada estrutura “IMRAD” ndo é um
formato de publicacdo arbitrario, mas um reflexo do processo de descoberta cientifica. Os artigos
frequentemente precisam de subtitulos dentro dessas sec¢des para organizar ainda mais seu
contetido. Outros tipos de artigos, como metanalises, podem exigir formatos diferentes, enquanto
relatos de casos, revisdes narrativas e editoriais podem ter formatos menos estruturados ou nao

estruturados.

Os formatos eletrénicos criaram oportunidades para adicionar detalhes ou secdes,
informacBes em camadas, interligacdo ou extracdo de partes de artigos em versdes eletrénicas. O
material somente eletrénico suplementar deve ser submetido e enviado para revisdo por pares

simultaneamente com o manuscrito primario.

2. Diretrizes para relatorios

As diretrizes de relatérios foram desenvolvidas para diferentes desenhos de
estudo; exemplos incluem CONSORT para estudos randomizados, STROBE para estudos
observacionais, PRISMA para revisdes sistematicas e meta-analises e STARD para estudos de
acuracia diagnostica. Os periddicos sdo encorajados a pedir aos autores que sigam estas diretrizes
porque eles ajudam os autores a descrever o estudo com detalhes suficientes para que sejam
avaliados por editores, revisores, leitores e outros pesquisadores que avaliam a literatura
médica. Os autores de manuscritos de revisdo sdo encorajados a descrever 0os metodos usados
para localizar, selecionar, extrair e sintetizar dados;isso € obrigatério para revisoes
sistematicas. Boas fontes de diretrizes para relatérios sdo a Rede EQUATOR e as Diretrizes e
Iniciativas de Relatorios de Pesquisa do NLM .


http://www.consort-statement.org/
http://strobe-statement.org/
http://prisma-statement.org/
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/stard/
http://www.equator-network.org/home/
http://www.nlm.nih.gov/services/research_report_guide.html
http://www.nlm.nih.gov/services/research_report_guide.html
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3. Se¢des do Manuscrito

A seguir estdo os requisitos gerais para relatar dentro de secdes de todos os desenhos de

estudo e formatos de manuscrito.
a. Folha de rosto

Informacdes gerais sobre um artigo e seus autores sdo apresentadas em uma pagina de
titulo do manuscrito e geralmente incluem o titulo do artigo, informag6es do autor, quaisquer

renuncias, fontes de suporte, contagem de palavras e, as vezes, 0 numero de tabelas e figuras.

Titulo do artigo. O titulo fornece uma descricdo destilada do artigo completo e deve incluir
informac@es que, juntamente com o resumo, tornem a recuperacao eletrénica do artigo sensivel e
especifica. Recomendacbes de relatdérios recomendam e algumas revistas exigem que as
informacdes sobre o desenho do estudo sejam uma parte do titulo (particularmente importante
para estudos randomizados e revisdes sistematicas e metanalises). Alguns periddicos exigem um
titulo curto, geralmente com no maximo 40 caracteres (incluindo letras e espacos) na pagina de
titulo ou como uma entrada separada em um sistema de submissdo eletronica. Os sistemas de

envio eletrbnico podem restringir o nimero de caracteres no titulo.

Informages do autor. Os mais altos graus académicos de cada autor devem ser listados, embora
alguns periddicos ndo os publiquem. O nome do (s) departamento (s) e instituicdo (6es) ou
organizag6es onde o trabalho deve ser atribuido deve ser especificado. A maioria dos sistemas de
submisséo eletronica exige que os autores fornecam informac6es completas de contato, incluindo
correio terrestre e enderecos de e-mail, mas a pagina de titulo deve listar os nimeros de telefone e
fax e o endereco de e-mail dos autores correspondentes. O ICMJE incentiva a listagem de

Pesquisador Aberto e Identificagdo de Contribuinte (ORCID) dos autores.

Renuncias. Um exemplo de uma declaracdo ¢ uma afirmacdo do autor de que as opinides
expressas no artigo submetido sdo dele e ndo uma posicdo oficial da instituicdo ou do

financiador.

Fonte(s) de apoio. Estes incluem subsidios, equipamentos, medicamentos e / ou outro suporte

que facilitou a conducéo do trabalho descrito no artigo ou a redacdo do artigo em si.
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A contagem da palavra. Uma contagem de palavras para o texto do artigo, excluindo seu resumo,
agradecimentos, tabelas, legendas de figuras e referéncias, permite que editores e revisores
avaliem se as informacGes contidas no documento garantem a extensdao do artigo e se o
manuscrito apresentado se encaixa nos formatos da revista e limites de palavras. Uma contagem

de palavras separada para o resumo € Gtil pelo mesmo motivo.

Namero de figuras e tabelas. Alguns sistemas de envio exigem a especificacdo do nimero de
figuras e tabelas antes de fazer o upload dos arquivos relevantes. Esses nimeros permitem que a
equipe editorial e revisores confirmem que todas as figuras e tabelas foram realmente incluidas
no manuscrito e, porque as Tabelas e Figuras ocupam espaco, para avaliar se as informagdes
fornecidas pelas figuras e tabelas justificam a duracdo do trabalho e se 0 manuscrito se encaixa

limites de espaco da revista.

Declaracéo de Conflito de Interesse. Conflito de informacdes de interesse para cada autor precisa
fazer parte do manuscrito. Cada revista deve desenvolver padrdes com relacdo a forma que a
informacdo deve tomar e onde ela serd postada. O ICMJE desenvolveu um formulério de
divulgacdo uniforme de conflito de interesse para ser usado pelos periddicos membros do ICMJE
e o ICMJE incentiva outros periddicos a adota-lo. Apesar da disponibilidade do formuléario, os
editores podem exigir declaracdes de conflito de interesses na pagina de titulo do manuscrito para
salvar o trabalho de coletar formularios de cada autor antes de tomar uma deciséo editorial ou

para salvar revisores e leitores o trabalho de ler o formulario de cada autor.

b. Abstrato

Pesquisas originais, revisdes sistematicas e metanalises exigem resumos estruturados. O
resumo deve fornecer o contexto ou antecedentes para o estudo e deve indicar a finalidade do
estudo, procedimentos basicos (selecdo dos participantes do estudo, configuragdes, medidas,
métodos analiticos), principais resultados (dando tamanhos de efeito especificos e sua
significancia estatistica e clinica, se possivel) e principais conclusfes. Deve enfatizar aspectos
novos e importantes do estudo ou das observagdes, observar limitagdes importantes e ndo
interpretar de maneira excessiva 0s resultados. Os resumos dos ensaios clinicos devem incluir
itens que o grupo CONSORT tenha identificado como essenciais. As fontes de financiamento
devem ser listadas separadamente ap0s 0 Resumo para facilitar a exibicao e indexacao adequadas

para recuperacédo de pesquisa pelo MEDLINE.


http://www.icmje.org/recommendations/browse/manuscript-preparation/coi_disclosure.pdf
http://www.icmje.org/recommendations/browse/manuscript-preparation/coi_disclosure.pdf
http://www.icmje.org/recommendations/browse/manuscript-preparation/coi_disclosure.pdf
http://www.consort-statement.org/resources/downloads/extensions/consort-extension-for-abstracts-2008pdf
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Como 0s resumos sao a Unica parte substantiva do artigo indexado em muitos bancos de
dados eletrénicos e a Unica parte que muitos leitores léem, os autores precisam garantir que
reflitam com precisdo o conteido do artigo. Infelizmente, as informacdes em resumos geralmente
diferem daquelas no texto. Autores e editores devem trabalhar no processo de revisdo e revisao
para garantir que as informagOes sejam consistentes nos dois locais. O formato exigido para
resumos estruturados difere de periddico para periddico, e alguns peridédicos usam mais de um
formato; os autores precisam preparar seus resumos no formato especificado pelo periodico que

escolheram.

O ICMJE recomenda que os periddicos publiquem o nimero de registro do estudo clinico
no final do resumo. O ICMJE também recomenda que, quando um namero de registro estiver
disponivel, os autores listem esse nUmero na primeira vez em que usarem um acrénimo de teste
para se referir ao ensaio que estéo relatando ou a outros ensaios mencionados no manuscrito. Se
os dados foram depositados em um repositorio publico e / ou estdo sendo usados em uma analise
secundaria, os autores devem declarar no final do resumo o identificador Unico e persistente do

conjunto de dados, 0 nome e 0 nimero do repositdrio.
c. Introducéo

Forneca um contexto ou antecedentes para o estudo (isto é, a natureza do problema e sua
importancia). Declare o objetivo especifico ou objetivo de pesquisa, ou hipétese testada pelo
estudo ou observacdo. Cite apenas referéncias diretamente pertinentes e ndo inclua dados ou

conclusdes do trabalho que estéa sendo relatado.
d. Métodos

O principio orientador da secdo de Metodos deve ser claro sobre como e por que um
estudo foi feito de uma maneira particular. A secdo de métodos deve ser suficientemente
detalhada para que outros com acesso aos dados possam reproduzir os resultados. Em geral, a
secdo deve incluir apenas as informacdes que estavam disponiveis no momento em que o plano
ou protocolo para o estudo estava sendo escrito; todas as informacGes obtidas durante o estudo
pertencem a secdo Resultados. Se uma organizacao foi paga ou contratada para ajudar a conduzir
a pesquisa (exemplos incluem coleta e gerenciamento de dados), isso deve ser detalhado nos
meétodos.
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A secdo de Métodos deve incluir uma declaracéo indicando que a pesquisa foi aprovada
por um orgdo de revisdo local, regional ou nacional independente (por exemplo, comité de ética,
conselho de revisdo institucional). Se houver ddvida se a pesquisa foi conduzida de acordo com a
Declaragédo de Helsinque, os autores devem explicar a justificativa para sua abordagem e
demonstrar que o 6rgédo de revisdo local, regional ou nacional aprovou explicitamente os aspectos

duvidosos do estudo. (Ver se¢éo 11.D).
I. Selecé@o e Descricdo dos Participantes

Descreva claramente a selecdo de participantes observacionais ou experimentais
(individuos ou pacientes saudaveis, incluindo controles), incluindo critérios de elegibilidade e
exclusdo e uma descri¢do da populagdo-fonte. Como a relevancia de variaveis como idade, sexo
ou etnia nem sempre é conhecida no momento do desenho do estudo, os pesquisadores devem
buscar a inclusdo de populacdes representativas em todos os tipos de estudos e fornecer dados
descritivos para essas e outras variaveis demograficas relevantes. Garantir o uso correto dos
termos sexo (ao relatar fatores bioldgicos) e género (identidade, fatores psicossociais ou
culturais) e, a menos que inapropriado, relatar o sexo e / ou género dos participantes do estudo, o

sexo de animais ou células e descrever os métodos usados para determinar sexo e género.
ii. Informacdo técnica

Especifique os objetivos principais e secundarios do estudo - normalmente identificados
como resultados primarios e secundarios. Identifique métodos, equipamentos (forneca 0 nome e o
endereco do fabricante entre parénteses) e procedimentos com detalhes suficientes para permitir
que outros reproduzam os resultados. Dar referéncias a métodos estabelecidos, incluindo métodos
estatisticos (veja abaixo); fornecer referéncias e descricGes breves para métodos que foram
publicados, mas ndo sdo bem conhecidos; descreva métodos novos ou substancialmente
modificados, dé as raz0es para usa-los e avalie suas limitacGes. Identifique precisamente todos 0s
medicamentos e produtos quimicos usados, incluindo nome (s) genérico (s), dose (s) e via (s) de

administracdo. Identifique nomes cientificos apropriados e nomes de genes.
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iii. Estatisticas

Descreva 0s métodos estatisticos com detalhes suficientes para permitir que um leitor
experiente tenha acesso aos dados originais para julgar sua adequacao ao estudo e para verificar
os resultados relatados. Quando possivel, quantifique os achados e apresente-os com indicadores
apropriados de erro de mensuracdo ou incerteza (como intervalos de confianga). Evite confiar
apenas no teste de hipoteses estatisticas, como valores de P, que ndo transmitem informacdes
importantes sobre o tamanho do efeito e a preciséo das estimativas. As referéncias para o desenho
do estudo e os métodos estatisticos devem ser para trabalhos padrdo quando possivel (com as
paginas indicadas). Definir  termos  estatisticos, abreviaturas e a maioria dos
simbolos. Especifique o (s) pacote (s) de software estatistico e versdes utilizados. Distinguir pré-

especificado de analises exploratorias, incluindo anélises de subgrupos.

e. Resultados

Apresente seus resultados em sequiéncia légica no texto, tabelas e figuras, dando as
descobertas principais ou mais importantes primeiro. Nao repita todos os dados nas tabelas ou
figuras no texto; enfatize ou resuma apenas as observacfes mais importantes. Forneca dados
sobre todos os desfechos priméarios e secundarios identificados na Secdo de Métodos. Materiais
extras ou complementares e detalhes técnicos podem ser colocados em um apéndice, onde estardo
acessiveis, mas ndo interromperdo o fluxo do texto, ou poderéo ser publicados somente na versado

eletronica da revista.

Forneca resultados numéricos nao apenas como derivados (por exemplo, porcentagens),
mas também como os nimeros absolutos a partir dos quais os derivativos foram calculados, e
especifique a significancia estatistica a eles associada, se houver. Restringir tabelas e figuras
aquelas necessarias para explicar o argumento do artigo e para avaliar os dados de apoio. Use
graficos como uma alternativa aos tamanhos com muitas entradas; ndo duplique dados em
gréficos e tabelas. Evite o uso nao técnico de termos técnicos nas estatisticas, como “aleatorio” (0

b1

que implica um dispositivo aleatdrio), “normal”, “significativo”, “correlagdes” e “amostra”.

O relato separado de dados por varidveis demograficas, como idade e sexo, facilita o
agrupamento de dados para subgrupos entre os estudos e deve ser rotineiro, a menos que haja

razdes convincentes para ndo estratificar a notificacdo, o que deve ser explicado.
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f. Discussao

E atil comecar a discussdo resumindo brevemente os principais resultados e explorar
possiveis mecanismos ou explicacbes para esses achados. Enfatize os aspectos novos e
importantes do seu estudo e coloque suas estimativas no contexto da totalidade das evidéncias
relevantes. Indique as limitacdes do seu estudo e explore as implicaces de suas descobertas para
pesquisas futuras e para a pratica clinica ou politica. Discuta a influéncia ou associacdo de
variaveis, como sexo e / ou género, sobre suas descobertas, quando apropriado, e as limitacGes
dos dados. N&o repita dados detalhados ou outras informacGes fornecidas em outras partes do

manuscrito, como na se¢do Introducdo ou Resultados.

Relacione as conclusfes com os objetivos do estudo, mas evite declaragdes e conclusdes
ndo qualificadas ndo adequadamente apoiadas pelos dados. Em particular, faga uma distin¢do
entre significancia clinica e estatistica e evite fazer declaracdes sobre beneficios e custos
econdmicos, a menos que o manuscrito inclua os dados e analises econdmicos apropriados. Evite
reivindicar prioridade ou aludir ao trabalho que ndo foi concluido. Indique novas hip6teses

quando for wared, mas rotule-as claramente.
g. Referéncias
i. Consideracdes gerais relacionadas a referéncias

Os autores devem fornecer referéncias diretas a fontes de pesquisa originais sempre que
possivel. As referéncias ndo devem ser usadas por autores, editores ou revisores para promover
interesses proprios. Embora as referéncias a artigos de revisao possam ser uma maneira eficiente
de orientar os leitores para um corpo de literatura, os artigos de revisdo nem sempre refletem o
trabalho original com precisdo. Por outro lado, listas extensas de referéncias ao trabalho original
em um topico podem usar espaco excessivo. Poucas referéncias a artigos originais importantes
muitas vezes servem como listas mais exaustivas, particularmente porque as referéncias podem
agora ser adicionadas a versdo eletrdnica de artigos publicados, e uma vez que a pesquisa de

literatura eletrdnica permite que os leitores recuperem a literatura publicada com eficiéncia.

N&o use resumos de conferéncias como referéncias: eles podem ser citados no texto, entre

parénteses, mas ndo como notas de rodapé da pagina. Referéncias a artigos aceitos, mas ainda
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ndo publicados, devem ser designados como ‘“no prelo” ou “proximo”. Informagdes de
manuscritos submetidos, mas ndo aceitos devem ser citadas no texto como “observac¢des nao

publicadas” com permissao por escrito da fonte.

Os artigos publicados devem referenciar os identificadores Gnicos e persistentes dos

conjuntos de dados utilizados.

Evite citar uma “comunicagdo pessoal”, a menos que ela fornega informag0es essenciais
ndo disponiveis em uma fonte publica; nesse caso, 0 home da pessoa e a data da comunicacao
devem ser citadas entre parénteses no texto. Para artigos cientificos, obtenha permissdo por

escrito e confirmagao de preciséo da fonte de uma comunicacgao pessoal.

Alguns, mas nem todos os periddicos, verificam a exatiddo de todas as citagbes de
referéncia; Assim, por vezes, 0s erros de citacdo aparecem na versdo publicada dos artigos. Para
minimizar esses erros, as referéncias devem ser verificadas usando uma fonte bibliogréafica
eletrdnica, como o PubMed, ou copias impressas de fontes originais. Os autores sao responsaveis
por verificar que nenhuma das referéncias cita artigos retratados, exceto no contexto de se referir
a retratacdo. Para artigos publicados em periddicos indexados na MEDLINE, o ICMJE considera
0 PubMed a fonte autorizada de informacdes sobre retratagcdes. Autores podem identificar artigos
retratados no MEDLINE pesquisando PubMed por "Publicacgéo retratada [pt]"”, onde o termo "pt"
entre colchetes significa tipo de publicacdo, ou indo diretamente para o PubMed's.lista de

publicac@es recolhidas.

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente na ordem em que s&o
mencionadas pela primeira vez no texto. Identifique referéncias em texto, tabelas e legendas por

algarismos arabicos entre parénteses.

As referéncias citadas apenas em tabelas ou legendas de figuras devem ser numeradas de
acordo com a sequéncia estabelecida pela primeira identificagdo no texto da tabela ou figura
especifica. Os titulos dos periddicos devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no
MEDLINE (www.ncbi.nlm.nih.gov/nImcatalog/journals). Os periodicos variam se pedem aos
autores que citem referéncias eletrénicas entre parénteses no texto ou em referéncias numeradas

seguindo o texto. Os autores devem consultar a revista para a qual planejam enviar seu trabalho.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=retracted+publication+%5bpt%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=retracted+publication+%5bpt%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals

36

ii. Estilo de referéncia e formato

As referéncias devem seguir os padrdes resumidos nas RecomendacGes do Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas do NLM (ICMJE) para a pagina de Conduta,
Notificacdo, Edicdo e Publicacdo de Trabalho Académico em Revistas Médicas: Referéncias de
Amostrae detalhadas em Citing Medicine, 2a edicdo . Esses recursos sao atualizados
regularmente a medida que novos meios de comunicacdo se desenvolvem e, atualmente, incluem
orientacdo para documentos impressos; material ndo publicado; midia audiovisual; material em
CD-ROM, DVD ou disco; e material na Internet.

h. Tabelas

As tabelas capturam informacBes de forma concisa e exibem-nas com eficiéncia; eles
também fornecem informacdes em qualquer nivel desejado de detalhes e precisdo. Incluir dados

em tabelas, em vez de texto, frequentemente permite reduzir o tamanho do texto.

Preparar tabelas de acordo com os requisitos da revista especifica; Para evitar erros, é
melhor que as tabelas possam ser importadas diretamente para o software de publicacdo da
revista. Numere as tabelas consecutivamente na ordem de sua primeira citacdo no texto e forneca
um titulo para cada uma delas. Os titulos nas tabelas devem ser curtos, mas autoexplicativos,
contendo informacgdes que permitam aos leitores entender o conteido da tabela sem precisar

voltar ao texto. Certifique-se de que cada tabela seja citada no texto.

Dé a cada coluna um cabecalho curto ou abreviado. Os autores devem colocar questfes
explicativas em notas de rodapé, ndo no cabecalho. Explique todas as abreviaturas ndo padrdo em
notas de rodapé e use simbolos para explicar as informagdes, se necessario. Os simbolos podem
variar de periddico para periodico (letra do alfabeto ou simbolos como *, T, i, §), portanto,
verifique as instrucdes de cada periddico para autores sobre a pratica exigida. Identifique medidas

estatisticas de variagdes, como desvio padrdo e erro padrdo da média.

Se vocé usar dados de outra fonte publicada ou ndo publicada, obtenha permissao e

reconheca essa fonte completamente.


https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/
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Tabelas adicionais contendo dados de backup muito extensos para publicar na impressao
podem ser apropriadas para publicacdo na versdo eletrénica da revista, depositadas em um
servico de arquivamento ou disponibilizadas diretamente aos leitores pelos autores. Uma
declaracdo apropriada deve ser adicionada ao texto para informar os leitores que essas
informagdes adicionais estdo disponiveis e onde estdo localizadas. Envie essas tabelas para

consideracdo com o artigo, de modo que elas estejam disponiveis para 0s revisores.
I. Hustragdes (figuras)

Imagens digitais de ilustracdes de manuscritos devem ser submetidas em um formato
adequado para publicacdo impressa. A maioria dos sistemas de submissdo possui instrugdes
detalhadas sobre a qualidade das imagens e as verifica ap6s o upload do manuscrito. Para envios
de impressdo, os numeros devem ser profissionalmente desenhados e fotografados, ou enviados

como impressdes digitais de qualidade fotografica.

Para imagens radioldgicas e outras imagens clinicas e diagndsticas, bem como fotos de
espécimes de patologia ou fotomicrografias, envie arquivos de imagem fotografica de alta
resolucdo. Antes e depois, as imagens devem ser tiradas com a mesma intensidade, dire¢do e cor
da luz. Como os borrdes sdo usados como evidéncia primaria em muitos artigos cientificos, 0s

editores podem exigir a deposicao das fotografias originais dos borrdes no site da revista.

Embora algumas revistas redesquem figuras, muitas ndo. Letras, nimeros e simbolos nas
figuras devem, portanto, ser claros e consistentes, e grandes o suficiente para permanecerem
legiveis quando a figura for reduzida para publicacdo. As figuras devem ser tdo auto-explicativas
quanto possivel, uma vez que muitas serdo usadas diretamente em apresentacdes de

slides. Titulos e explicagdes detalhadas pertencem as lendas - ndo as proprias ilustragdes.

As fotomicrografias devem ter marcadores de escala internos. Simbolos, setas ou letras
usadas em fotomicrografias devem contrastar com o fundo. Expliqgue a escala interna e

identifiqgue o método de coloracdo em fotomicrografias.

As figuras devem ser numeradas consecutivamente de acordo com a ordem em que foram

citadas no texto. Se uma figura tiver sido publicada anteriormente, confirme a fonte original e
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envie permissdo por escrito do detentor dos direitos autorais para reproduzi-la. A permissdo é

exigida independentemente de autoria ou editor, exceto para documentos de dominio puablico.

No manuscrito, as legendas para ilustracbes devem estar em pagina separada, com
algarismos arabicos correspondentes as ilustragdes. Quando simbolos, setas, nimeros ou letras
sdo usados para identificar partes das ilustracdes, identifique e explique cada uma claramente na

legenda.

j. Unidades de medida

As medicOes de comprimento, altura, peso e volume devem ser relatadas em unidades

métricas (metro, quilograma ou litro) ou seus multiplos decimais.

As temperaturas devem estar em graus Celsius. As pressdes sanglineas devem estar em
milimetros de mercdrio, a menos que outras unidades sejam especificamente solicitadas pelo

periddico.

Os periddicos variam nas unidades que eles usam para relatar hematologia, quimica
clinica e outras medicdes. Os autores devem consultar as Informacgdes para os Autores do
periddico em particular e devem reportar informagdes laboratoriais no Sistema de Unidades (SI)

local e internacional.

Os editores podem solicitar que os autores adicionem unidades alternativas ou nao-Sl,
uma vez que as unidades do Sl ndo séo usadas universalmente. As concentra¢Ges da droga podem
ser relatadas em Sl ou unidades de massa, mas a alternativa deve ser fornecida entre parénteses,

quando apropriado.
k. Abreviaturas e Simbolos

Use apenas abreviaturas padréo; O uso de abreviaturas ndo padronizadas pode ser confuso
para os leitores. Evite abreviagdes no titulo do manuscrito. A abreviagdo soletrada seguida da
abreviacdo entre parénteses deve ser usada na primeira mengao, a menos que a abreviacdo seja

uma unidade padréo de medida.
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Resumo

Este trabalho teve por objetivo fazer a analise histoldgica e histoquimica dos componentes
fibrosos e néo fibrosos da matriz extracelular do ligamento suspensor da tireoide. Foram
utilizados 10 fetos humanos que tiveram os ligamentos de Berry dissecados, fixados, preparados
histologicamente e corados pelas técnicas do tricromo de Masson, picrosirius-hematoxilina,
reticulina e Verhoeff. Os espécimes de glandula tiredide analisados estavam na 10? semana de
desenvolvimento embrionario, em seu parénquima havia a coexisténcia tanto da fase cordonal
quanto da follicular. Os foliculos visualizados eram rudimentares e ndo continham col6ide. Na
analise microscopica, o nivel de colageinizacdo variou entre a camada superficial e profunda do
ligamento de Berry, sendo esta Ultima a mais fibrosa, fato que vem a justificar a sua funcéo de
ancoragem. Cortes longitudinais do ligamento de Berry, corados com picrosirius-hematoxilina,
apresentaram feixes de colagenos bem organizados, birrefringentes e dispostos em paralelo. Foi
verificado que as fibras de colageno estavam ordenadas em paralelo e com distribui¢do uniforme
ao longo do ligamento, enquanto as fibras elasticas foram encontradas em maior concentracao na

regido profunda do ligamento de Berry.

Palavras-chave: Ligamento de Berry; Matriz extracelular; Tiredide.
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Abstract

This work aimed to make the histological and histochemical analysis of the fibrous and non-
fibrous components of the extracellular matrix of the suspensory ligament of the thyroid. Ten
human fetuses were use for dissection of the Berry ligament and the specimens were fixed,
histologically prepared and stained by Masson's trichrome, picrosyrius-hematoxylin, reticulin and
Verhoeff methods. The specimens of the thyroid gland analyzed were in the 10th week of
embryonic development, in their parenchyma there was coexistence of both the cordonal and
follicular phases. The follicles visualized were rudimentary and did not contain colloid. In the
microscopic analysis, the level of collagenization varied between the superficial and deep layer of
the Berry’s ligament, the latter being more fibrous, and a fact that justifies its anchorage function.
Longitudinal sections of the Berry’s ligament, stained with picrosirius-hematoxylin, showed well
organize, birefringent bundles of collagens arranged in parallel. It was verified that the collagen
fibers were arranged in parallel and with uniform distribution along the ligament, whereas the

elastic fibers were found in greater concentration in the deep region of the Berry’s ligament.

Keywords: Berry ligament; Extracellular matrix; Thyroid.
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Introducéo

A tiredide é uma glandula lobulada situada nas proximidades da cartilagem tiredidea, em
uma posicao anterior e lateral a juncéo da laringe e traqueia. Os dois lobos laterais sdo unidos na
linha média por um istmo, que esta situado em uma posicao anterior ou logo abaixo da cartilagem
cricoide (SABISTON, 2015). A glandula esta envolta por uma capsula fibrosa, que emite septos
para seu interior e pela lamina pré-traqueal da fascia cervical, que na parte posterior do 6rgédo se
condensa e a fixa a laringe e a traqueia. Um espessamento dessa lamina forma o ligamento
suspensor da glandula tiredide, também conhecido como ligamento de Berry (WAFAE et al,
2009; BOTELHO et al, 2012).

O ligamento da glandula tiredide (ligamento de Berry) é um ligamento suspensor que
passa da bainha da tiredide para a propria tiredide, e para as cartilagens cricdide que circundam a
traquéia. Do lado posterior, a glandula é fixa ao cricéide e cartilagem traqueal e cricopharyngeus
muscular por um espessamento da fascia para formar o ligamento suspensor posterior de Berry.
Este ligamento esta localizado em ambos os lados da traquéia e se estende da cartilagem
cricoidea aos primeiros anéis tragueais para a regido posteromedial de cada lobo da glandula
tiredide. A relacdo do ligamento com as estruturas anatbmicas ao redor é importante para a
cirurgia. (WAFAE et al, 2009; BOTELHO et al, 2012)

A relacdo do ligamento com as estruturas anatbmicas ao redor é importante,
principalmente no campo cirdrgico. O nervo laringeo recorrente (NRL), por exemplo, que é o
principal nervo motor da maioria dos musculos intrinsecos da laringe, essencial para a fonacdo, e
ainda responsavel pela inervacdo sensitiva da regido subglotica e parte proximal da traqueia
(SABISTON, 2015; CERNEA et al, 2010), esta intimamente relacionado com o Ligamento de
Berry, sendo este seu ponto mais vulneravel (FERNANDO, 2001; BAILLEUX, 2006; CERNEA
et al, 2010), e pode ser facilmente lesado durante cirurgia da tireoide, causando paralisia das

pregas vocais.

A matriz extracelular dos tecidos € complexa e varia na sua composicdo conforme as
células presentes no tecido conjuntivo, sendo constituida por componentes fibrilares e nédo
fibrilares. Entre seus componentes fibrilares merecem destaque as fibras elasticas, colagenas e
reticulares. Os componentes ndo fibrilares estdo representados pelos proteoglicanos e proteinas

ndo colagénicas. Todos estes componentes estdo organizados em um complexo sistema
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hierdrquico, e interagem entre si através de ligacOes eletrostaticas, interacGes hidrofobicas e
pontes de hidrogénio permitindo uma organizacdo estrutural e funcional da matriz,
principalmente nos tenddes, cartilagens e ligamentos (USHIKIT, 2002; OTTANI et al, 2002;
MARXEN et al, 2003; FEITOSA, et al, 2002a; 2002b; 2005 e 2006; BENJAMIN et al, 2008;
VIDAL; MELLO, 2011; ROSS; PAWLINA, 2016).

A matriz extracelular também é caracterizada pela presenca das anisotropias dpticas, que
sdo fenbmenos de ordem espectral conhecido pelo dicroismo e birrefringéncia. O dicroismo
ocorre quando apenas um filtro polarizador € colocado no sistema. Ele € expresso pela diferenca
de absorcdo do objeto em duas dire¢cdes de deslocamento do feixe de luz no préprio objeto, um
perpendicular ao outro. No entanto, quando os dois filtros, o polarizador e o analisador se cruzam
perpendicularmente e dependendo da diferenca entre os indices de refracdo do objeto, entdo se
observa a birrefringéncia. As células musculares estriadas, espermatozoides de algumas espécies
animais, paredes celulares, amido, colagenos e moléculas de DNA e RNA sdo exemplos de
materiais bioldgicos estudados através da microscopia de polarizacdo (VILARTA; VIDAL,
1989).

Portanto, esta pesquisa objetivou analisar histolégica e histoquimicamente a matriz

extracelular do ligamento suspensor da glandula tiredide em fetos humanos.
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Métodos

O presente estudo foi realizado nos Laboratdrios de Anatomia da Universidade Tiradentes e
Biologia Celular e Estrutural do Departamento de Morfologia do Centro de Ciéncias Biologicas e

da Saude da Universidade Federal de Sergipe.
Obtenc¢do do Material Bioldgico
Amostragem

Foram utilizados 10 fetos humanos, procedentes do Laboratorio de Anatomia da Universidade
Tiradentes, obtidos de acordo com a Lei 8.501 de 30 de novembro de 1992, que trata do uso de

cadaveres ndo reclamados utilizados para estudos e pesquisas. Anexos 1 e 2.
Procedimento experimental

Os ligamentos suspensor da tiredide de fetos humanos pertencentes ao Laboratério de Anatomia
da Universidade Tiradentes foram dissecados e fixados em paraformaldeido a 10% em tampéo
Milloning (Fosfato 0,1M, em pH 7,4) durante 7 dias a temperatura ambiente, e posteriormente
lavados rapidamente em agua corrente. Desidratados em uma série crescente de alcoois de 70, 80,
90 e 100%, diafanizados em dois banhos de xilol e embebidos em parafina, (BEHMER et al,
1976).

Analise Estrutural
Coloracéo pelo tricromo de Masson

As laminas obtidas da microtomia foram refixadas em Bouin por cerca de 12 horas em
temperatura ambiente. O material foi desparafinado, lavado em agua, corado em hematoxilina de
Harris por 5 minutos e novamente lavado. Corado ainda pela fucsina acida - escarlate de Biebrich
por 5 minutos e lavado em agua por 10 minutos. Em seguida, foi corado pelo azul de anilina
acética por 10 minutos, lavado em agua, desidratado e montado em Entelan (Merck) (BEHMER et

al, 1976).
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Coloragao pelo método do picrossirius - hematoxilina

Apods a desparafinagdo e hidratagdo, os cortes do Igamento foram corados pela solugdo de
picrossirius (Sirius Red F 3B 200 a 0,1% em solucao saturada de 4cido picrico), contracorados pela
hematoxilina de Harris durante 10 minutos e submetidos a 3 banhos rapidos em agua destilada. Em
seguida, foram desidratados em uma série etanolica crescente, clarificados em xilol e montados em

Entelan (Merck) (JUNQUEIRA et al, 1979).

Coloracao pela técnica da reticulina de Gomori

O material desparafinizado e hidratado foi oxidado em permanganato de potassio 0,5% por
cinco minutos. Lavado em &gua corrente por dois minutos e diferenciado em metabissulfito de
potassio 2% por cinco minutos. Lavado em agua corrente por dois minutos e sensibilizado em
sulfato de amonia férrica 2% por cinco minutos. Lavado em agua corrente por 5 minutos e passado
em agua destilada trés vezes. Logo apos foi impregnado na solucdo de prata ammoniacal por 30
segundos e lavado em agua destilada rapidamente. Reduzido em formol 20% por 3 minutos.
Lavado em &gua corrente por 5 minutos e passado em cloreto de ouro 0,2% por 10 minutos.
Lavado em &gua destilada por trés trocas. Passado em metabissulfito de potassio por 5 minutos,
lavado a seguir em &gua destilada trés trocas. Passado em tiossulfato de sddio 2% por 5 minutos e
lavado em agua corrente por dois minutos. Corado pela hematoxilina de Harris por 5 segundos.
Desidratado, diafanizado e montado em Entelan, (Merck), (BEHMER et al, 1976).

Coloracéo pela resorcina-fucsina de Verhoeff

Cortes longitudinais do ligamento apds a desparafinizacdo e hidratacdo foram corados pela
resorcina—fucsina de Verhoeff por 1 hora, lavados em uma série etanolica de 100%, 90%, 70% e
por ultimo em &gua destilada. A contra-coloragdo foi em &cido picrico por 5 minutos. Apos este
procedimento os cortes foram lavados em agua destilada (3 banhos), desidratados em uma série

crescente etandlica e montados em Entelan (Merck), (BEHMER et al, 1976).
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Anélise e Documentacao Fotografica:

Para a realizacdo das analises histoquimicas foi usado um foto microscopio Digital NIKON. Os

melhores campos foram documentados.
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Resultados

Durante a disseccdo anatdémica, o ligamento de Berry foi visualizado em posicdo postero-

medial aos lobos direito e esquerdo da tiredide (figura 1).

Figura 1. Visdo posterior do Ligamento Suspensor da Tireoide

(circulos em vermelho) de feto humano com idade gestacional
de 27,5 semanas procedente do Laboratorio de Anatomia da

Universidade Tiradentes.

Através dos cortes histologicos do ligamento de Berry, corados pela técnica do
tricromo de Masson (figura 2), foi observado, em torno dos corddes, dos foliculos
celulares e na parede dos vasos sanguineos, a presenga de tecido conjuntivo frouxo
(figura 2A). Foi-se constatada também, uma maior concentracdo de fibras colagenas
(colageno tipo 1) na camada profunda do ligamento de Berry. Essas fibras apresentam-
se de forma paralela tipicas de regido de tensdo (figuras 2B e 2C).



Figura 2. Cortes histol6gicos do ligamento de Berry de feto humano, corado pela

técnica do tricromo de Masson. 2A. Células em arranjo cordonal (seta azul),
foliculos celulares rudimentares (circulo vermelho), camadas profunda (asterisco
amarelo) e superficial (seta verde) do ligamento. Aumento 100x. 2B. Observa-se 0
paralelismo das fibras colagenas tipo |, constituindo a camada profunda do
ligamento (asterisco vermelho) e foliculos rudimentares (seta amarela). Aumento

400x. 2C. Nota-se o paralelismo das fibras colagenas. Aumento 400x.

Para estudo das anisotropias Oticas, cortes histologicos foram corados pela técnica do
picrossirius-hematoxilina (figura 3), para estudar a organizagdo molecular dos feixes de
colageno e realizar a analise morfométrica destes feixes no ligamento. Nas figuras 3A, 3C, 3E
e 3G (sem polarizagao), podem ser visualizados o ligamento de Berry, o tecido tireoidiano em
meio ao tecido conjuntivo frouxo, fibroblastos na regido do ligamento e ainda a presenca bem
marcante do colageno. No entanto, nas figuras 3B, 3D; 3F e 3H (com polarizagdo) € detectada
a presenca das fibras de coldgeno com intensa birrefringéncia, com cores em tons de laranja e

vermelho representando o colageno tipo I, tipico de tenddes e ligamentos.
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Figura 3. Cortes longitudinais do ligamento de Berry em fetos
humanos, corados pelo método do picrosirius-hematoxilina. 3A, 3C,
3E e 3G. Sem polarizacdo: visualiza-se o ligamento de Berry (seta
laranja) e tecido tireoidiano em meio a tecido conjuntivo frouxo
(asteristico amarelo), presenca de fibroblastos na regido do ligamento
(seta roxa), presenca de colageno (circulo verde), presenca da glandula
da tiredide (circulo preto) e fibroblastos (seta amarela). Aumento de

100x. 3B; 3D; 3F e 3H. Com polarizagdo: nota-se a presenca de fibras
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de colageno tipo | com intensa birrefringéncia (seta azul, verde claro e
pUrpura). Aumento de 100x.

Em corte longitudinal da glandula, corada pela técnica da reticulina de Gomori, foi observado
um padrdo de organizacdo cordonal e outro folicular, sem coldide e com lumen estreito (figura 4),
constatando que as amostras estavam na 10? semana de desenvolvimento. Na camada superficial
do ligamento e no parénquima tireoideano, foi observado um tecido conjuntivo mais frouxo, com

presenca equitativa das fibras colagenas do tipo I e I11.

Figura 4. Corte longitudinal da glandula tireoide corada pela técnica reticulina de Gomori. Na
figura 4A observa-se a presenca de tecido conjuntivo frouxo em torno dos foliculos e corddes
celulares tireoidianos. Na figura 4B, observam-se fibras colagenas do ligamento de Berry entre
os corddes celulares tireoidianos. Na figura 4C, verificam-se foliculos tireoidianos rudimentares
(circulo preto). A figura 4D evidencia a camada profunda do ligamento de Berry. As figuras 4E
e 4F evidenciam tecido tireoidiano em arranjo cordonal e folicular (circulo preto). Aumento:
(A) 40x, (B ,C ,D, E e F) 400x.



Nos cortes longitudinais da glandula, corada pela técnica de Verhoeff, (figura 5), foi
verificada a presenca das fibras elasticas de forma reticulada ou em paralelo na camada
profunda do ligamento, ao redor dos vasos sanguinéos e na glandula da tireoide.

Figura 5. Cortes longitudinais do ligamento de Berry em fetos humanos, corados pelo método de
resorcina-fucsina. 5A. Observam-se as fibras elasticas ao redor de um vaso sanguineo (circulo
vermelho), bem como, na camada profunda do ligamento (seta azul-claro). Visualiza-se também a
presenca da glandula tiredide (circulo azul-escuro). Aumento de 100x. 5B e 5C. Observa-se a
presenca das fibras elasticas dispostas de forma reticulada (seta vermelha) e em paralelo (seta
preta) na camada profunda do ligamento. Aumento de 400x. 5D. Detecta-se a presenca de fibras

elasticas em paralelo (seta preta). Aumento de 400x.
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Discussao

O ligamento de Berry durante a disseccao anatémica foi visualizado em posicao postero-
medial aos lobos direito e esquerdo da tiredide, em consonancia com os estudos de Henry e
colaboradores (2017) e Rajabian e colaboradores (2017). Esta estrutura é responsavel pela
fixacdo da tiredide sobre o segundo e terceiro anéis traqueais, e para Rajabian e colaboradores
(2017) este ligamento possui duas camadas uma superficial e outra profunda. A primeira
expande-se e se anastomosa com a fascia conjuntiva que envolve a glandula tiredide e a segunda
constitui a porcdo mais fibrosa e representa o verdadeiro ligamento de Berry com fungédo de

ancoragem.

Na amostra analisada, foram verificados fragmentos de glandula tiredide propriamente
dita com dois padrdes de organizacao celular, um cordonal, e outro folicular, com limen estreito
e sem coldide, demonstrando que todos os espécimes de tiredide fetal estavam na 102 semana de
desenvolvimento, corroborando com Moore e colaboradores (2016) e Carlson (2014). Segundo
estes autores, a presenca de coloide no lumen dos foliculos comeca a aparecer na 112 semana e,

tende a aumentar progressivamente alcancando niveis adultos com 35 semanas.

Conforme Botelho e colaboradores (2012), a camada superficial deste ligamento atua
como relevante ponto de referéncia em procedimentos cirirgicos no pescogo, para se evitar lesdo
do nervo laringeo recorrente, ramo do nervo vago, que fornece a inervacdo motora para a
musculatura intrinseca da laringe. A lesdo unilateral deste nervo pode provocar rouquidao vocal e
disfagia, e se for bilateral pode provocar dispinéia grave, com necessidade de traqueotomia. E na
camada superficial do ligamento de Berry, que o nervo laringeo recorrente se acomoda em seu
aspecto medial, este posicionamento €& conhecido como justaligamentar. Ja a posigédo

intraligamentar tem ocorréncia rara.

Neste estudo, verificou-se na camada profunda do ligamento de Berry maior concentracéo
de fibras colagenas do tipo I, em disposicdo paralela, além de fibras reticulares e elasticas,
ratificando as consideracGes de Henry e colaboradores (2017) e Rajabian e colaboradores (2017),
guanto a consisténcia fibrosa desta camada e, por isso representa o verdadeiro ligamento. Na
camada superficial do ligamento e no parénquima da glandula tiredide, em torno dos corddes e
foliculos tireoidianos, foi observado um conjuntivo mais frouxo, com presenca equitativa das

fibras colagenas do tipo I e 111, como também das fibras elasticas.
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Quanto ao nivel de colageinizacdo, observou-se presenca de tecido conjuntivo frouxo, em
torno dos corddes e foliculos celulares tireoidianos, bem como na parede dos vasos sanguineos,
com destaque para as fibras colagenas do tipo Ill, também chamadas de reticulares, e as fibras
elasticas. As fibras reticulares sdo delgadas, tém arranjo entrelagado e estdo presentes em 6rgaos
e estruturas que sofrem variacdo de volume durante o seu desempenho functional, fato que
justifica a maior concentracdo destas fibras na camada superficial do ligamento e na glandula
tiredide que sofre variacdo volumétrica coloidal, conforme seu estado funcional. J& as fibras
elasticas sdo delgadas, mais resistentes que o colageno, suportam grandes forcas tensionais e tém
potencial de resiliéncia, em vista disso, houve maior concentracdo de fibras elésticas na camada
profunda do ligamento de Berry, com predominio da disposi¢cdo em paralelo, porém haviam areas

com arranjo em rede, em conformidade com Junqueira e Carneiro (2017) e Gartner (2017).

A maior densidade de fibras colagenas, especialmente as mais espessas € resistentes,
conhecidas como colageno do tipo | é visualizada na camada profunda do ligamento de Berry,
que € um ligamento suspensor da tiredide, cuja disposicdo das fibras colagenas atende ao
paralelismo que lhe é caracteristico, corroborando com Junqueira e Carneiro (2017) e Gartner
(2017).

Neste estudo, observou-se que os espécimes de glandula tiredide analisados estavam
aproxidamente na 10? semana de desenvolvimento, em seu parénquima havia a coexisténcia tanto
da fase cordonal, quanto da folicular, e que os foliculos visualizados eram ainda rudimentares e
ndo continham coldide. Quanto ao posicionamento do ligamento de Berry, este se situava em
direcdo poéstero-medial aos lobos direito e esquerdo da tiredide, além disto, encontrava-se

integrado a fascia conjuntiva que envolve a glandula.

De acordo com Vidal e Carvalho (1990) e Vidal (1995) em se tratando do colageno, a
microscopia de polarizagdo pode dar informag6es de natureza micro morfoldgica, pois evidencia
esta glicoproteina pela sua birrefringéncia, que é causada devido a fatores de birrefringéncia
intrinseca e textural ou de forma. A birrefringéncia intrinseca corresponde as médias de todas as
transicdes de elétrons entre as ligacbes peptidicas, estabelecendo informagdes sobre a dire¢do de
vibracdo e ressonancia dos elétrons da regido de ligagdo peptidica na molécula de colageno ao

longo da fibra. Ja a birrefringéncia textural ou de forma, depende da geometria das moléculas,
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das concentracGes dos componentes dos feixes de coléageno e das diferencas entre seus indices de

refracdo.

Nas condicdes do presente trabalho, o Unico material birrefringente € o colageno. Assim,
os detalhes morfoldgicos encontrados permitiram analisar a importancia dos feixes de coladgeno
na organizacao estrutural do ligamento suspensor da glandula da tiredide em fetos humanos. As
propriedades anisotropicas foram visualizadas no microscopio de polarizacdo que é acrescido de
dois prismas ou dois discos polardides. Um desses elementos € colocado no condensador e
funciona como polarizador; o outro é colocado na ocular e é chamado de analisador. A funcéo do
polarizador € iluminar a célula com um feixe de luz polarizada, enquanto o analisador verifica o
efeito das estruturas celulares sob o feixe polarizado (VILARTA; VIDAL, 1989).

As medidas morfomeétricas indicaram que o nivel de colageinizacdo variou entre a camada
superficial e profunda do ligamento de Berry, sendo esta Gltima a regido com maior concentracdo
dos components fibrilares da matriz extracelular, fato que vem a justificar a funcdo de ancoragem

atribuida a este ligamento.
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ANEXO A

LEI N° 8.501, DE 30 DE NOVEMBRO DE 1992

Dispbe sobre a utilizacdo de cadaver ndo reclamado, para fins de estudos ou pesquisas

cientificas e d& outras providéncias.

O VICE-PRESIDENTE DA REPUBLICA, no exercicio do cargo de PRESIDENTE DA

REPUBLICA faco saber que o Congresso Nacional decreta e eu sanciono a seguinte Lei:

Art. 1° Esta Lei visa disciplinar a destinacdo de cadaver ndo reclamado junto as autoridades

publicas, para fins de ensino e pesquisa.

Art. 2° O cadaver ndo reclamado junto as autoridades publicas, no prazo de trinta dias, podera ser

destinado as escolas de medicina, para fins de ensino e de pesquisa de carater cientifico.
Art. 3° Sera destinado para estudo, na forma do artigo anterior, o cadaver:
| -- sem qualquer documentacéo;

Il -- identificado, sobre o qual inexistem informacOes relativas a enderecos de parentes ou

responsaveis legais.

8 1° Na hipotese do inciso Il deste artigo, a autoridade competente fara publicar, nos principais

jornais da cidade, a titulo de utilidade publica, pelo menos dez dias, a noticia do falecimento.

8 2° Se a morte resultar de causa ndo natural, o corpo sera, obrigatoriamente, submetido a

necropsia no érgdo competente.

§ 3° E defeso encaminhar o cadaver para fins de estudo, quando houver indicio de que a morte

tenha resultado de acdo criminosa.


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%208.501-1992?OpenDocument
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§ 4° Para fins de reconhecimento, a autoridade ou instituicdo responsdvel manterd, sobre o

falecido:
a) os dados relativos as caracteristicas gerais;
b) a identificacdo;
c) as fotos do corpo;
d) a ficha datiloscépica;
e) o resultado da necropsia, se efetuada; e
f) outros dados e documentos julgados pertinentes.

Art. 4° Cumpridas as exigéncias estabelecidas nos artigos anteriores, o cadaver podera ser liberado

para fins de estudo.

Art. 5° A qualquer tempo, os familiares ou representantes legais terdo acesso aos elementos de que
trata 0 § 4° do art. 3° desta Lei.

Art. 6° Esta Lei entra em vigor na data de sua publicacao.
Art. 7° Revogam-se as disposi¢cdes em contrario.

Brasilia, 30 de novembro de 1992; 171° da Independéncia e 104° da Republica.

ITAMAR FRANCO

Mauricio Corréa
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