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“Pois em ti estd a fonte da vida; gragas a tua luz, vemos a luz.”

Salmos 36:9
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1 INTRODUCAO

Os estudos sobre os momentos de desenvolvimento ou ontogenia de 6rgdos ou estruturas
do corpo humano durante o periodo gestacional sdo relevantes por evidenciar as alteragdes
anatémicas, celulares e do substrato morfoldgico ou estroma, com vistas a prover o entendimento
sobre a sua atividade funcional e orientar as abordagens, quanto a diferentes processos
patoldgicos e terapias nos casos de doengas. A hematopoese consiste na renovacdo das células
sanguineas a partir da divisdo mitética das células localizadas nos 6rgdos adequados a essa
funcdo. Este processo tem inicio por volta da 3% semana de gestacdo, no mesoderma do saco
vitelinico e altera os seus sitios de producdo de acordo com a idade humana. Em funcéo disto,
pode-se dividi-la em trés periodos: mesoblastico, hepatico e medular (SILVA, 2007; CHOW;
FRENETTE, 2014).

O periodo mesoblastico ocorre no saco vitelinico desde o 19° dia e termina ao final do 3°
més de gestacdo. O hepatico se inicia precocemente, por volta do 1° més, e torna-se predominante
na hematopoiese entre 0 3° e 0 6° més gestacional. E 0 medular comeca a partir do 6° ao 8° més
de gestacdo. Até aos cinco anos de idade a medula de todos os o0ssos do corpo participa do
processo e a medida que 0s anos avangam, ocorre uma substituicdo gordurosa na medula dos
0ssos longos. Na vida adulta somente o0s 0ssos da pelve, esterno, 0ssos do cranio, Umero, fémur e
costelas serdo capazes de gerar células sanguineas (LUNA et al, 2012; CHOW; FRENETTE,
2014).

Na fase mesoblastica, observa-se a sintese de hemacias no interior de vasos sanguineos
que se formam na parede externa do saco vitelino, inicialmente como pequenos aglomerados de
células, que se transformam em ilhotas sanguineas, chamadas ilhotas de Wolff. As células mais
externas destas ilhotas irdo formar as paredes dos primeiros vasos sanguineos, ja as celulas mais
internas irdo se transformar em glébulos vermelhos primitivos (megaloblastos). Com a involugéo
do saco vitelino por volta da 62 semana de gestacdo, inicia-se a sintese de glébulos vermelhos

fora de vasos sanguineos e, assim permanece durante toda a vida (CHOW; FRENETTE, 2014).

A caracterizacdo das alteragdes dos componentes da matriz extracelular hepatica, durante

o desenvolvimento embrionario torna-se relevante para compreender a participacdo do figado
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durante o processo de hematopoese, nas fases da habitacdo e da desabitacdo hematopoética
(SILVA, 2007; LUNA et al, 2012). A matriz extracelular & uma rede estrutural complexa, que
rodeia e suporta as células do tecido conjuntivo. S&o as proprias células do tecido conjuntivo que
segregam as diferentes moléculas que constituem a matriz extracelular, que possuem
caracteristicas mecanicas e bioquimicas especificas, compativeis com o desempenho funcional

dos 6rgdos ou estruturas nos quais esta presente (MARXEN et al, 2003).

De maneira geral, os varios componentes fibrosos e ndo fibrosos da matriz extracelular
formam um sistema dindmico e interativo que informam as células sobre as mudancas quimicas e
bioquimicas do ambiente extracelular. Estes componentes macromoleculares sdo importantes
para entender o comportamento da matriz extracelular em figado de fetos humanos durante a sua
organogénese. Essas macromoléculas sdao fundamentais na regulacdo de adesdo, migracdo e
sobrevivéncia de diversos tipos celulares, estando também envolvidos no desenvolvimento

embrionario normal, reparo tecidual e processos inflamatorios e neoplasicos (BEDOSSA, 2003).

Este estudo teve por objetivos analisar as alteracdes estruturais e dos componentes da
matriz extracelular durante o desenvolvimento embrionario do figado, bem como identificar as

areas de hematopoese.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O figado, do latim ficatu, € o maior e 0 mais versatil 6rgao do corpo humano. Assim como
0 péncreas, apresenta fungbes exocrinas e endocrinas, responsavel pela produgdo de bile
(secrecdo exocrina) e pela formacdo de diversos produtos enddcrinos. E um 6rgdo bastante
vascularizado, com 70% do seu sangue proveniente da veia porta (circulacdo funcional) e o
restante pela artéria hepéatica (circulacdo nutritiva). Os nutrientes absorvidos pelo intestino
chegam ao figado pela via linfatica. No figado sdo metabolizados e acumulados. Os hepatécitos,
absorvem e neutralizam substancias toxicas, também fazem a desintoxicacdo do organismo,
convertendo substancias nocivas em materiais ndo toxicos, que sao excretados pela bile. Como a
medula 6ssea e 0 baco, o figado fetal é também um érgdo hematopoiético, pois participa da
producdo de células sanguineas. Participa também da hemocarotese, que € a destruicdo das
hemécias. Integracdo dos mecanismos energeticos. Emulsificagdo de gorduras da digestdo
secretando bile como produto final. Armazena e metaboliza vitaminas e glicose. Sintese de
proteinas plasmaticas. Producéo de precursores de plaquetas. Desintoxicacdo de toxinas internas
e externas. Converséo da amonia e ureia e na filtragem de impurezas (GARTNER; HIATT, 2007,
OVALLE; NAHIRNEY, 2007).

O figado esta dividido anatomicamente em lobos: o esquerdo, o caudado e o quadrado,
estando a vesicula biliar localizada na face inferior. O figado esta preso anteriormente a parede
abdominal pelo ligamento falciforme, que € uma prega que separa os dois lobos. A unidade
funcional do figado é o chamado Iébulo hepatico. Trata-se de uma estrutura hexagonal em cuja
periferia se encontra espacgos porta e, no centro, a veia centrolobular. Esta estrutura possibilita a
visualizacao histopatologica bidimensional do figado. Os compartimentos hexagonais do figado
sdo chamados lobulos hepaticos. As celulas hepaticas sdo chamadas de hepatdcitos, (GARTNER,;
HIATT, 2007; OVALLE; NAHIRNEY, 2007).

O figado é o maior Orgdo interno, fornecendo metabdlicos essenciais, exocrino e
enddcrino. Estes incluem a producdo da bile, metabolismo de compostos alimentares, de
desintoxicacao, a regulacdo dos niveis de glicose por meio de armazenamento de glicogénio e de
controle da homeostase do sangue por secrecdo de fatores de coagulacdo e proteinas séricas, tais
como a albumina (POUTON; HAYNES, 2005; ZORN, 2008). O processo de formacao do figado
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é composto por multiplos estagios de desenvolvimento, no qual a inducéo da destinacdo hepatica
depende de interacGes reciprocas entre o endoderma ventral do intestino anterior e o tecido
mesenquimal adjacente (ZARET, 2002).

Em ratos, o desenvolvimento embrionario € similar ao dos outros vertebrados, tendo o
inicio da gastrulacdo no oitavo dia de gestacdo (E8, 5). A formacédo dos somitos comeca no final
de E9,5 e inicio de E10,5, quando o intestino anterior e posterior tornam-se Visiveis e 0 processo
de desenvolvimento hepatico se inicia, o que se da pela conectividade da endoderme do intestino
anterior com o desenvolvimento do coragdo (ELMAOUHOUB, 2006). Por volta de E8, em
camundongos, a parede ventral do endoderma do intestino anterior inicia seu desenvolvimento
para uma destinacdo hepatica, em resposta as a¢@es indutivas de fatores de crescimento, no qual o
FGF (fator de crescimento fibroblastico) é um deles, sendo este liberado pelo mesoderma
cardiaco adjacente e pelas BMPs (proteinas morfogenéticas do 0sso) advindas do mesénquima do
septo transverso (DUNCAN, 2003; CAl et al, 2007; ZORN, 2008). Aproximadamente em E9, as
células endodérmicas do intestino anterior ja iniciaram a proliferacdo e diferenciacdo em
hepatoblasto, levando a formacdo do broto hepatico neste estagio (ZHAO; DUNCAN, 2005;
ZORN, 2008).

Apos a formacgdo do broto hepético e a migracdo dos hepatoblastos do intestino anterior
para formar corddes em direcdo ao septo mesenquimal transverso, as células dentro do ambiente
hepatico embrionario se organizam para uma segunda diferenciacdo celular, gerando uma
arquitetura hepatica complexa (ZHAO; DUNCAN, 2005). Em ratos (Rattus norvegicus), 0 que se
tem descrito quanto as caracteristicas histoldgicas do desenvolvimento hepatico é que o broto
hepatico comeca a se desenvolver com 10,5 dias de gestacdo. Nesse periodo, as células
hematopoiéticas saem do figado para suas destinacdes finais e o figado inicia a organizacdo de
sua estrutura e desenvolve numerosas funcdes metabolicas, tornando-se maturo
(ELMAOUHOUB, 2006). Embora o desenvolvimento embrionario de ratos e camundongos,
principalmente o Gltimo, seja relativamente bem compreendido atualmente, as caracteristicas

histologicas hepaticas sdo ainda uma lacuna no conhecimento (LUNA et al, 2012).

As glandulas do sistema digestorio incluem as glandulas salivares, figado, vesicula biliar e
pancreas. O figado, o péancreas e a vesicula biliar ttm origem no epitélio endodérmico do

intestino primitivo anterior (duodeno) e dependem de intera¢Ges indutoras com o mesénquima
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circunjacente que detém propriedades singulares e cruciais para a diferenciacdo dos brotos
endodermicos destes orgdos. A diferenciacdo do figado se inicia precocemente, ao redor do 22°
dia de gestacdo, durante o fechamento do corpo do embrido, por meio da proliferacdo de células
endodérmicas na extremidade distal do intestino primitivo em sua regido anterior, formando uma
estrutura denominada de placa hepatica. Essa placa da origem ao diverticulo ou broto hepatico,
cuja forma determinara a formacao que o 6rgdo tera ao final do seu desenvolvimento (OGIAS et
al, 2016).

O mesénquima que participa da formacdo do figado e da vesicula biliar e respectivas vias
sdo derivados do mesoderma intermediario (septo transverso) ou do mesoderma lateral
(mesoderma cardiogénico), sem qualquer participacdo do mesoderma paraxial. O diverticulo
hepéatico também origina os dutos biliares extra-hepaticos, a vesicula biliar e o pancreas ventral.
Estas estruturas podem ser reconhecidas em embrides, a partir da 52 semana (OGIAS et al, 2016).

Muito do que se sabe sobre a embriogénese hepatica e seus indutores moleculares advém
de estudos com roedores. Estes ensaios mostraram que o epitélio da placa hepatica se organiza a
partir de um epitélio colunar em um epitélio pseudoestratificado sob a influéncia da expresséo do
gene Homeobox Hex (Hhex ou Hex, HOX (Hox genes séo fatores de transcri¢dao evolutivamente
conservados com acgdes no estabelecimento de padrdes regionais no organismo). Camundongos
com o gene Hhex silenciado ndo apresentam brotamento hepatico e, por conseguinte, ndo formam
o figado, nem outros 6rgdos que também se constituem por processos de brotamento. Sinais
moleculares representados por fatores de crescimento oriundos da mesoderme, ectoderma e
notocorda e inumeros fatores de transcri¢do participam da hepatogénese, como fatores indutores
ou bloqueadores da expressdo de genes especificos na endoderme para a formacdo do figado
(OGIAS et al, 2016).

O HNF-4 (do inglés Hepatocyte Nuclear Factor-4), por exemplo, se mostrou essencial
para as modificacGes bioquimicas e morfoldgicas que acontecem desde o brotamento hepético até
a formacdo do tecido hepético propriamente dito. As células epiteliais da placa hepatica perdem
as caracteristicas adesivas e migram pelo mesénguima em direcdo ao septo transverso, formando
o diverticulo hepatico e suas ramificacbes, os corddes hepaticos. As células destes corddes,
denominadas de hepatoblastos, dardo origem aos hepatécitos que, nessa precoce fase do
desenvolvimento, ja expressam 0s genes para a producdo de alfa- -fetoproteina e de albumina,
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caracteristicos dessas células no adulto. A expressdo dessas proteinas peculiares, no entanto,

parece depender da expressdo dos fatores de transcricdo FoxA e HNF-4 (OGIAS et al, 2016).

Outras fungdes hepaticas, como armazenamento de glicogénio e producdo de enzimas
associadas a sintese de uréia a partir de metabolitos nitrogenados, também se iniciam
precocemente e progridem gradativamente durante o durante o periodo fetal. Ao nascimento, o
figado é capaz de desempenhar todas as atividades funcionais. O diverticulo hepatico fica
constituido pelos muitos corddes hepaticos que se formam durante a hepatogénese. Estes corddes
mantém estreito contato com o mesoderma esplancnico do septo transverso (placa mesodérmica
entre a cavidade pericardica e o pediculo do saco vitelino), que oferece suporte para o
crescimento e proliferacdo dos componentes epiteliais. O fator de crescimento hepéatico, HGF (do
inglés Hepatic Growth Factor) produzido pelas células mesodérmicas tem papel fundamental
nesse processo; seu receptor c-Met esta presente na superficie das células endodérmicas dos
corddes hepaticos (OGIAS et al, 2016).

Além de dar origem aos hepatocitos, as células nobres, responsaveis pela fisiologia
hepatica, os hepatoblastos também se diferenciam em colangiocitos (células epiteliais que
formam o revestimento dos ductos biliares intra-hepaticos) por meio da sinalizacdo de HNF-6, da
ativacédo da via de sinalizacdo do fator de crescimento TGF-b e de NOTCH e, da expresséo de
SOX-9. Neste processo, 0s hepatoblastos formam uma camada denominada de placa ductal ao
redor da veia porta e suas ramificacOes, a partir da qual se formam alcas celulares que constituem
0 duto biliar. As células do duto biliar sdo denominadas de colangiécitos; a rede de dutos é
componente intra-hepatico do sistema de dutos biliares. As células hematopoiéticas, as células de
Kupffer e o estroma (estrutura de sustentacdo do 6rgdo) originam-se do mesoderma do septo
transverso e do mesoderma esplancnico. Até o nascimento, o0s hepatdcitos se mantém
uninucleados (OGIAS et al, 2016).

O figado esta revestido por uma cépsula delgada de tecido conjuntivo, Cépsula de
Glisson, que se torna mais espessa no hilo, por onde a veia porta e a artéria hepatica penetram no
figado e por onde saem os ductos hepaticos: direito e esquerdo e linfatico. Estes vasos e ductos
sdo circundados por tecido conjuntivo ao longo de toda a sua extensao, até o término ou origem,

nos espacos porta entre os lébulos hepaticos. Neste ponto forma-se uma delicada rede de fibras
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reticulares que suporta o0s hepatocitos e células endoteliais dos capilares sinusoides,
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

As fibras reticulares derivam da polimerizac&o do colageno do tipo Ill. Cada fibrila tem
cerca de 20 nm de diametro e exibe o padrdo de organizacdo em bandas semelhante ao da fibrila
de colageno do tipo I. As fibras reticulares ttm 0,5 a 2um de didmetro. Essas fibras estdo
dispostas em rede, o que justifica 0 seu nome e sdo secretadas pelos fibroblastos, pelos
adipdcitos, pelas células de Schwann (no sistema nervoso periférico) e pelas células musculares.
Como os fibroblastos no tecido linfide e na medula Gssea possuem uma morfologia
diferenciada, estrelada e ramificada, devido aos longos prolongamentos, foram chamadas células
reticulares. Elas circundam a fibra com seu citoplasma, isolando-a de outros componentes
teciduais. As fibras reticulares constituem o arcabouco dos 6rgdos hematopoeiticos e linféides,
como a medula 6ssea, 0 baco e os linfonodos. Compdem a lamina reticular da membrana basal e
formam uma delicada rede em torno das células adiposas, dos vasos sanguineos, das fibras
nervosas e das células musculares (USHIKITI, 2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

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 coldgeno do tipo I,
freqlientemente associado ao tipo I, € 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 pro-coldgenos mantidas unidas, e formando uma base de sustentacao
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 I, presente na maioria do tecido
intersticial, assim como o coladgeno do tipo VI. O colageno 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 (USHIKITI, 2002; FEITOSA 2002a; 2002b; 2005; VIDAL;
MELLO, 2011).
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A presenca do colageno no figado é marcante. Esta glicoproteina constitui a maior classe
de proteinas fibrosas insoluveis da matriz extracelular. Suas fibras apresentam como
caracteristica morfolégica a presenca de periodicidade axial, produzida pela superposicdo de
moléculas de tropocolageno que formam fibrilas arrumadas em feixes ou fasciculos paralelos ao
feixe longitudinal do tendao. Entre os feixes de colageno, ocorrem células do tecido conjuntivo.
A maioria destas celulas corresponde aos fibroblastos cuja fungéo relaciona-se a sintese de fibras,

glicoproteinas e proteoglicanos da matriz (MARXEN et al, 2003).

A matriz extracelular também é caracterizada pela presenca das anisotropias Opticas, que
sdo 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 direcdes 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, 0s componentes macromoleculares
birrefringentes anisotropicos 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 biologicos estudados através da
microscopia de polarizagdo (VILARTA,; VIDAL, 1989).

Estas propriedades anisotrépicas podem ser visualizadas no microscopio de polarizacéo
que é acrescido de dois prismas ou dois discos polaréides. Um desses elementos é colocado no
condensador e funciona como polarizador; o outro é colocado na ocular e é chamado de
analisador. A funcédo do polarizador é 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).

O sistema elastico € constituido por 3 tipos de fibras: elauninicas, oxitalanicas e elasticas
tipicas, que apresentam uma distribuicdo diferencial nos tecidos, promovendo diferencas nos
graus de elasticidade. A fibra elastica madura é constituida principalmente de elastina. Essas

fibras sdo longas e finas e ao microscdpio Optico aparecem como fios homogéneos altamente
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birrefringentes. As fibras elasticas normalmente ramificam-se e ligam-se umas as outras
formando uma trama de malhas irregulares. A presenca de um sistema elastico desenvolvido
permite ao tendao sofrer uma grande distenséo antes que as fibrilas de colageno possam exercer
qualquer efeito util de resisténcia a tensdo (USHIKITI, 2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012;
CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2013).

Além das fibras reticulares, colagenas e elasticas, a matriz extracelular é constituida pelos
proteoglicanos. Os proteoglicanos sdo moléculas complexas formadas por uma proteina central
na qual estdo ligadas uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs), (RHOADS;
FETTERER, 1997; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; CARVALHO; RECCO-PIMENTEL,
2013). Os GAGs sdo polissacarideos carregados negativamente, que apresentam grupamento
sulfato e carboxila, exceto o acido hialurénico que ndo possui grupamentos sulfatos (WIGHT et
al, 1991). Estes polissacarideos sdo classificados em &cido hialurénico, condroitim sulfato,
dermatam sulfato, heparam sulfato/heparina e o queratam sulfato (HEINEGARD; PAULSSON,
1984). Os proteoglicanos da MEC tém a propriedade de criar um ambiente hidrico, pois as suas
cargas negativas atraem ions osmoticamente ativos (HARDINGHAM; FOSANG, 1992;
FEITOSA et al, 2006; CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:

v Estudar a ontogenia da hematopoese e da matriz extracelular em figado de fetos humanos.

3.2 Especificos:

v’ Identificar areas de hematopoese no parénquima hepatico durante o desenvolvimento

embrionario.

v Caracterizar as alteraces estruturais e da matriz extracelular em figado fetal humano

durante o desenvolvimento embrionario.

v Analisar as anisotropias dpticas através da birrefringéncia das fibras colagenas da matriz

extracelular em figado fetal humano durante o desenvolvimento embrionario.
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5 NORMAS PARA A PUBLICACAO

JOURNAL OF ANATOMY

Instrugédo para Autores

1. Principios Gerais

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

estruturados.

Os formatos eletronicos criaram oportunidades para adicionar detalhes ou secoes,
informag6es em camadas, interligacdo ou extragdo de partes de artigos em versdes eletrénicas. O
material somente eletronico suplementar deve ser submetido e enviado para revisdo por pares

simultaneamente com o0 manuscrito primario.

2. Diretrizes para relatorios

As diretrizes de relatorios foram desenvolvidas para diferentes desenhos de
estudo; exemplos incluem CONSORT para estudos randomizados, STROBE para estudos
observacionais, PRISMA para revisfes sisteméaticas 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 os métodos usados
para localizar, selecionar, extrair e sintetizar dados; isso € obrigatério para revisdes
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. Secdes do Manuscrito

A seguir estdo os requisitos gerais para relatar dentro de se¢fes 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 péagina de
titulo do manuscrito e geralmente incluem o titulo do artigo, informag6es do autor, quaisquer

rendncias, fontes de suporte, contagem de palavras e, as vezes, 0 nimero 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. RecomendagBes de relatérios 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 periodicos exigem um
titulo curto, geralmente com no méaximo 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 eletrénico podem restringir o nimero de caracteres no titulo.

Informacdes do autor. Os mais altos graus académicos de cada autor devem ser listados, embora
alguns periédicos ndo os publiqguem. O nome do (s) departamento (S) e instituicdo (des) ou
organizacdes onde o trabalho deve ser atribuido deve ser especificado. A maioria dos sistemas de
submisséo eletrénica exige que os autores fornecam informacdes 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 Identificacdo de Contribuinte (ORCID) dos autores.

Renuncias. Um exemplo de uma declaracdo é 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 redacéo 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 informagGes contidas no documento garantem a extensdo 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 € Util pelo mesmo motivo.

Ndmero de figuras e tabelas. Alguns sistemas de envio exigem a especificacdo do numero 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 informacdes
fornecidas pelas figuras e tabelas justificam a duracdo do trabalho e se 0 manuscrito se encaixa

limites de espago da revista.

Declaragdo de Conflito de Interesse. Conflito de informag®es de interesse para cada autor precisa
fazer parte do manuscrito. Cada revista deve desenvolver padrdes com relacdo & forma que a
informacdo deve tomar e onde ela serd postada. O ICMJE desenvolveu um formulario de
divulgacédo uniforme de conflito de interesse para ser usado pelos periédicos 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 decisdo 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, configuracdes, 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 limitagbes importantes e néo
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 ap6s 0 Resumo para facilitar a exibicdo e indexacdo adequadas
para recuperacao 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 os resumos sdo 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 conteudo do artigo. Infelizmente, as informagdes em resumos geralmente
diferem daquelas no texto. Autores e editores devem trabalhar no processo de reviséo e revisao
para garantir que as informacGes sejam consistentes nos dois locais. O formato exigido para
resumos estruturados difere de periddico para periddico, e alguns periddicos usam mais de um
formato; os autores precisam preparar seus resumos no formato especificado pelo periodico que

escolheram.

O ICMJE recomenda que os periodicos 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 nimero na primeira vez em que usarem um acrénimo de teste
para se referir ao ensaio que estdo relatando ou a outros ensaios mencionados no manuscrito. Se
os dados foram depositados em um repositério 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 numero do repositorio.

c. Introducéo

Fornega 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 hipdtese testada pelo
estudo ou observacdo. Cite apenas referéncias diretamente pertinentes e ndo inclua dados ou

conclusdes do trabalho que esta sendo relatado.

d. Métodos

O principio orientador da se¢cdo de Métodos 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
secao deve incluir apenas as informacdes que estavam disponiveis no momento em que o plano
ou protocolo para o estudo estava sendo escrito; todas as informag6es 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

métodos.
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A secdo de Métodos deve incluir uma declaracédo indicando que a pesquisa foi aprovada
por um 6rgéo de revisdo local, regional ou nacional independente (por exemplo, comité de ética,
conselho de revisdo institucional). Se houver davida se a pesquisa foi conduzida de acordo com a
Declaracdo de Helsinque, os autores devem explicar a justificativa para sua abordagem e
demonstrar que o 6rgdo de revisdo local, regional ou nacional aprovou explicitamente os aspectos

duvidosos do estudo. (Ver sec¢éo I1.D).
i. Selecdo e Descricao 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¢cdo da populacdo-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 0s métodos usados para determinar sexo e género.
ii. Informag&o técnica

Especifique os objetivos principais e secundarios do estudo - normalmente identificados
como resultados primérios e secundarios. Identifique métodos, equipamentos (forne¢a 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 descricdes breves para métodos que foram
publicados, mas ndo sdo bem conhecidos; descreva métodos novos ou substancialmente
modificados, dé as razdes para usa-los e avalie suas limitacdes. Identifique precisamente todos 0s
medicamentos e produtos quimicos usados, incluindo nome (s) genérico (s), dose (s) e via (s) de

administracdo. ldentifique 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 adequacdo ao estudo e para verificar
os resultados relatados. Quando possivel, quantifique os achados e apresente-os com indicadores
apropriados de erro de mensuragdo ou incerteza (como intervalos de confianca). Evite confiar
apenas no teste de hipdteses estatisticas, como valores de P, que ndo transmitem informacdes
importantes sobre o tamanho do efeito e a precisdo 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 versfes utilizados. Distinguir pré-

especificado de analises exploratorias, incluindo analises de subgrupos.
e. Resultados

Apresente seus resultados em seqiiéncia logica 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 interromperao o fluxo do texto, ou poderao ser publicados somente na versao

eletrGnica da revista.

Forneca resultados numéricos nao apenas como derivados (por exemplo, porcentagens),
mas também como os numeros 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
graficos e tabelas. Evite o uso ndo técnico de termos técnicos nas estatisticas, como “aleatdrio” (o
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que implica um dispositivo aleatorio), “normal”, “significativo”, “correlacdes” e “amostra”.

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

razOes convincentes para ndo estratificar a notificacéo, o que deve ser explicado.



35

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 limitagdes do seu estudo e explore as implicacOes 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 limitac6es
dos dados. N&o repita dados detalhados ou outras informacGes fornecidas em outras partes do

manuscrito, como na secao 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, faca uma distingdo
entre significancia clinica e estatistica e evite fazer declaracbes 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 hipoteses

quando for wared, mas rotule-as claramente.
g. Referéncias
i. Considerac0es 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 revisdo 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 precisao. 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 eletronica de artigos publicados, e uma vez que a pesquisa de

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



36

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
ndo publicados, devem ser designados como “no prelo” ou “proximo”. Informagdes de
manuscritos submetidos, mas ndo aceitos devem ser citadas no texto como “observagdes 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 “comunica¢do pessoal”, a menos que ela forneca informagdes essenciais
ndo disponiveis em uma fonte publica; nesse caso, 0 nome da pessoa e a data da comunicagao
devem ser citadas entre parénteses no texto. Para artigos cientificos, obtenha permissdo por

escrito e confirmacéo de precisdo da fonte de uma comunicagdo pessoal.

Alguns, mas nem todos os periddicos, verificam a exatiddo de todas as citacbes 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 bibliografica
eletrénica, como o PubMed, ou cdpias 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 retratages. Autores podem identificar artigos
retratados no MEDLINE pesquisando PubMed por "Publicacéo retratada [pt]", onde o termo "pt"
entre colchetes significa tipo de publicacdo, ou indo diretamente para o PubMed's.lista de

publicacdes 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 identificacdo 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 periddicos variam se pedem aos
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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.
ii. Estilo de referéncia e formato

As referéncias devem seguir os padrGes resumidos nas Recomendagdes do Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas do NLM (ICMJE) para a pagina de Conduta,
Notificacdo, Edigdo e Publicacdo de Trabalho Académico em Revistas Médicas: Referéncias de
Amostrae detalhadas em Citing Medicine, 2a edicdo . Esses recursos sdo 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 informacdes 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 citagdo no texto e forneca
um titulo para cada uma delas. Os titulos nas tabelas devem ser curtos, mas autoexplicativos,
contendo informagBes que permitam aos leitores entender o conteldo 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 questdes
explicativas em notas de rodapé, ndo no cabecalho. Explique todas as abreviaturas ndo padrdo em
notas de rodapé e use simbolos para explicar as informacdes, se necessario. Os simbolos podem
variar de periodico para periodico (letra do alfabeto ou simbolos como *, , I, §), portanto,
verifique as instrucfes de cada periddico para autores sobre a pratica exigida. Identifique medidas
estatisticas de variagdes, como desvio padrdo e erro padrdo da média.
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Se vocé usar dados de outra fonte publicada ou ndo publicada, obtenha permissdo e

reconheca essa fonte completamente.

Tabelas adicionais contendo dados de backup muito extensos para publicar na impressao
podem ser apropriadas para publicacdo na versdo eletronica 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
informacdes 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. Hustracgoes (figuras)

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

como impressdes digitais de qualidade fotogréafica.

Para imagens radioldgicas e outras imagens clinicas e diagnésticas, bem como fotos de
espécimes de patologia ou fotomicrografias, envie arquivos de imagem fotografica de alta
resolugédo. Antes e depois, as imagens devem ser tiradas com a mesma intensidade, direcdo 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 préprias ilustragoes.

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

identifiqgue 0 método de coloracdo em fotomicrografias.



39

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
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 publico.

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 ilustracées, identifique e explique cada uma claramente na

legenda.

J. Unidades de medida

As medicBes 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 pressfes sangiiineas devem estar em
milimetros de mercirio, 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 medigdes. Os autores devem consultar as InformacBes para os Autores do
periddico em particular e devem reportar informacdes laboratoriais no Sistema de Unidades (SI)

local e internacional.

Os editores podem solicitar que os autores adicionem unidades alternativas ou néo-Sl,
uma vez que as unidades do Sl ndo sdo usadas universalmente. As concentra¢des 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 abreviagcdes no titulo do manuscrito. A abreviagdo soletrada seguida da
abreviacdo entre parénteses deve ser usada na primeira mencdo, a menos que a abreviacdo seja

uma unidade padrdo de medida.
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Resumo

O figado durante o periodo embrionério atua como um 6érgdo da hematopoese e a composicao e
organizacao estrutural de suas células e de seus componentes de matriz extracelular sdo decisivos
para 0 desenvolvimento do tecido hematopoético e a consequente maturidade funcional hepatica.
Os objetivos deste trabalho foram analisar as alteracfes estruturais dos componentes da matriz
extracelular durante o desenvolvimento embrionario do figado, bem como, identificar as areas de
hematopoese. A amostra constou de quinze figados de fetos humanos do sexo masculino nos
periodos gestacionais de 3, 6 e 9 meses. Na analise microscépica, foram evidenciadas areas de
hematopoese proximas a capsula conjuntiva e nos espacos sinusoidais, como também, uma
organizacao estrutural tipo alveolar ou lacunar, nos trés periodos gestacionais em estudo. Maior
concentracdo de espacgos-porta foi visualizada na regido central do 6rgdo. Na matriz extracelular
foi observada maior concentracdo de fibras coldgenas em torno dos vasos dos espacgos-porta, em
arranjo concéntrico. A deposicao de fibras colagenas e a intensidade de birrefringéncia variaram
de maneira crescente e de acordo com a idade gestacional dos fetos. Desse modo, as alteragfes
estruturais das células e dos componentes da matriz extracelular do figado fetal, pareceram

compativeis com a progressdo de sua maturagdo funcional.

Palavras-chave: ontogenia, hematopoese, figado, matriz extracelular, histologia.
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Abstract

The liver acts as the host organ for hematopoiesis during embryogenesis. The composition and
structural organization of cells and extracellular matrix are decisive for the development of
hematopoietic tissue and consequent functional maturity of the liver. The objectives of this work
were to analyze the structural changes and extracellular matrix components during the embryonic
development of the liver, as well as to identify areas of hematopoiesis. The sample consisted of
fifteen livers of male human fetuses in gestational periods of 3, 6 and 9 months. In the
microscopic analysis, areas of hematopoiesis were evidenced near the connective capsule and in
the sinusoidal spaces in all samples. Additionally, the structural organization type alveolar or
lacunar was observed in the three gestational periods analyzed. Greater concentration of door-
spaces was visualized in the central region of the organ. In the extracellular matrix was observed
a higher concentration of collagen fibers around the vessels of the portal spaces, in a concentric
arrangement. The collagen fiber deposition and birefringence varied in intensity between the
three gestation periods, on an ascending scale. Therefore, the structural changes of cells and
extracellular matrix found in the fetal hepatic parenchyma are compatible with the progression of

its functional maturation.

Keywords: ontogeny, hematopoese, liver, extracellular matrix, histology.
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Introducéo

Os estudos sobre os momentos de desenvolvimento ou ontogenia de 6rgdos ou estruturas
do corpo humano durante o periodo gestacional sdo relevantes por evidenciar as alteragdes
anatémicas, celulares e do substrato morfolégico ou estroma, com vistas a prover o entendimento
sobre a sua atividade funcional e orientar as abordagens, quanto a diferentes processos
patoldgicoa e terapias nos casos de doencas. A hematopoese consiste na renovacdo das células
sangliineas a partir da divisdo mitética das células localizadas nos 6rgdos adequados a essa
funcdo. Este processo tem inicio por volta da 3% semana de gestacdo, no mesoderma do saco
vitelinico e altera os seus sitios de producdo de acordo com a idade humana. Em func¢éo disto,
pode-se dividi-la em trés periodos: mesoblastico, hepatico e medular (Silva, 2007; Chow &
Frenette, 2014).

O periodo mesoblastico ocorre no saco vitelinico desde o 19° dia e termina ao final do 3°
més de gestacdo. O hepatico se inicia precocemente, por volta do 1° més, e torna-se predominante
na hematopoiese entre 0 3° e 0 6° més gestacional. E 0 medular comeca a partir do 6° ao 8° més
de gestacdo. Até aos cinco anos de idade a medula de todos os 0ssos do corpo participa do
processo € a medida que 0s anos avangam, ocorre uma substituicdo gordurosa na medula dos
0ssos longos. Na vida adulta somente o0s 0ssos da pelve, esterno, 0ssos do cranio, itmero, fémur e

costelas serdo capazes de gerar células sanguineas (Luna et al. 2012; Chow & Frenette, 2014).

Na fase mesoblastica, observa-se a sintese de hemacias no interior de vasos sanguineos
que se formam na parede externa do saco vitelino, inicialmente como pequenos aglomerados de
células, que se transformam em ilhotas sanguineas, chamadas ilhotas de Wolff. As células mais
externas destas ilhotas irdo formar as paredes dos primeiros vasos sanguineos, ja as células mais
internas irdo se transformar em glébulos vermelhos primitivos (megaloblastos). Com a involucgéo
do saco vitelino por volta da 6% semana de gestacéo, inicia-se a sintese de glébulos vermelhos

fora de vasos sanguineos e, assim permanece durante toda a vida (Chow & Frenette, 2014).

A caracterizacdo do substrato morfolégico hepético, ou seja, as alteracdes dos seus
componentes da matriz extracelular durante o desenvolvimento embrionario tornam-se relevantes
para compreender a participacdo do figado durante o processo de hematopoese, nas fases da
habitacdo e da desabitacdo hematopoética (Silva, 2007; Luna et al. 2012). A matriz extracelular é

uma rede estrutural complexa, que rodeia e suporta as células do tecido conjuntivo. S&o as
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proprias células do tecido conjuntivo que segregam as diferentes moléculas que constituem a
matriz extracelular, que possui caracteristicas mecanicas e bioquimicas especificas compativeis
com o desempenho funcional dos érgdos ou estruturas nos quais esta presente (Marxen et al.
2003).

De maneira geral, os varios componentes fibrosos e ndo fibrosos da matriz extracelular
formam um sistema dindmico e interativo que informam as células sobre as mudancas quimicas e
biogquimicas do ambiente extracelular. Estes componentes macromoleculares sdo importantes
para entender o comportamento da matriz extracelular em figado de fetos humanos durante a sua
organogénese. Essas macromoléculas sdo fundamentais na regulacdo de adesdo, migracdo e
sobrevivéncia de diversos tipos celulares, estando também envolvidos no desenvolvimento

embrionario normal, reparo tecidual e processos inflamatérios e neoplésicos (Bedossa, 2003).

Este estudo teve por objetivos analisar as alteracdes estruturais e dos componentes da
matriz extracelular durante o desenvolvimento embrionario do figado e identificar as areas de

hematopoese.



46

Materiais e Métodos
Obtencéo dos fetos

Foram utilizados quinze fetos humanos do sexo masculino, procedentes do Laboratoério 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. Foram

incluidos todos os fetos humanos que apresentaram integridade anatémica dos figados.
Procedimento Experimental

Quinze fetos do sexo masculino foram dissecados. As dissecagdes ocorreram com fetos no
3°, 6° e 9° més de gestacdo. Os figados dissecados foram fixados em paraformaldeido a 10% em
tampdo Milloning (Fosfato 0,1M, em pH 7,4) durante 24 horas, a temperatura ambiente, e
posteriormente lavados rapidamente em agua corrente. Desidratados em uma série crescente de

alcodis de 70, 80, 90 e 100%, diafanizados em dois banhos de xilol e embebidos em parafina.
Histologia
Coloracéo pela hematoxilina-eosina (HE)

Os cortes de 5 um foram desparafinizados, hidratados e corados pela hematoxilina de
Harris durante 4 minutos, lavados rapidamente em agua destilada e diferenciados em etanol 70%
durante 1 minuto. Posteriormente foram contra-corados em solucéo de eosina durante 1 minuto,
lavados rapidamente em agua destilada, secados ao ar, clarificados em xilol e montados em
Entelan (Merck), (Behmer et al. 1976).

Coloracéo pelo tricromo de Masson

As laminas obtidas da microtomia foram refixadas em Bouin por cerca de 12 horas em
temperatura ambiente. O material sera desparafinado, lavado em agua, corado em hematoxilina
de Harris por 5 minutos e novamente lavado. Corado pela fucsina acida- escarlate de Biebrich por
5 minutos e lavado em agua por 10 minutos. Em seguida, sera 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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Coloracéo pelo método do picrosirius-hematoxilina

Apos a desparafinizacdo e hidratacao, os cortes de figado foram corados pela solucdo de
picrosirius (Sirius-Red f 3B 200 a 0,1% em solucdo saturada de &cido picrico), contra corados
pela hematoxilina de Harris durante 10 minutos e submetidos a 3 banhos rapidos em agua
destilada. Em seguida, foram desidratados em uma série etandlica crescente, clarificados em xilol
e montados em Entelan (Merck) (Junqueira et al. 1979, 2012, 2017).

Andlise e Documentacédo Fotografica

A andlise das alteracBes estruturais e dos componentes da matriz extracelular do
parénquima hepatico de fetos humanos nos periodos de 3, 6 e 9 meses de gestacao foi realizada
de forma descritiva, através de imagens capturadas por camera de video da marca NIKON
acoplada a um microscépio de luz da mesma marca. Para analise das anisotropias Opticas, as
laminas foram analisadas e documentadas em fotomicroscopio digital marca NIKON

empregando-se luz polarizada.
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Resultados

Na analise macroscépica dos figados fetais humanos com 3, 6 e 9 meses de gestacdo, foi
observada a integridade anatémica dos mesmos, sendo possivel identificar os lobos hepéaticos em
suas vistas visceral (Fig. 1A) e diafragmatica (Fig. 1B). Além disto, ao toque verificou-se uma

consisténcia mais esponjosa nas amostras de 3 meses de gestacao.

rp.".

B

Fig. 1. Vistas visceral (1LA) e diafragmatica (1B) dos figados fetais humanos com 3, 6 e 9 meses de

gestacdo, respectivamente, da esquerda para a direita.

Através do exame das laminas histolégicas coradas com HE, foi observado que nos trés
periodos gestacionais 0 parénquima hepatico era de aspecto alveolar, com inlimeras lacunas,
compativeis com areas de substancia fundamental e entre os espagos sinusoidais, a presenca de
corddes entrelacados de células hepaticas. A veia centrolobular e os espacos-porta foram bem
visualizados em todo o material examinado. A maior densidade celular e de deposicdo de fibras
colagenas foi observada nas amostras de 6° e 9° meses de gestacao (Figs. 2C, 2D, 2E, 2F, 2G e
2H). Adicionalmente, foram realizados cortes de figado humano adulto para efeito de comparacao
quanto a organizagdo estrutural do parénquima hepético, no qual se observou apresentagdo mais

compacta dos corddes celulares de hepatocitos nos lébulos hepaticos (Figs. 2A e 2B).
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Fig. 2. Cortes histologicos transversais do parénquima hepatico adulto (2A e 2B) e fetal
humano com 3 (2C e 2D), 6 (2E e 2F) e 9 meses de gestacdo (2G e 2H) corados com HE.
Visualizaram-se os corddes hepéticos (seta preta), as lacunas compativeis com os espagos
sinusoidais e areas de substancia fundamental (asterisco preto), os vasos dos espacos-
porta (circulo rosa) e as veias centrolobulares dos l6bulos hepéticos (circulo azul), no

aumento de 100x. Escala da barra 10pm.
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Nas amostras de 3, 6 e 9 meses de gestacdo, coradas em HE, foi visualizado quantidade
significativa de tecido hematopoiético de diferentes linhagens na periferia do érgao, préximo a
capsula conjuntiva, assim como, nas lacunas compativeis com 0s espagos sinusoidais. Nas
amostras de 3 meses de gestacdo, foi encontrada maior quantidade de células do referido tecido
(Fig. 3).

Fig. 3. Cortes histologicos do parénquima hepético de feto humano com 3, 6 e 9 meses de gestagéo corados com HE.
Em 3A, 3B e 3C, foram verificadas areas de hematopoese (seta verde) proximo a capsula conjuntiva e nas lacunas
compativeis com o0s espacos sinusoidais. Aumento de 100X. Escala da barra 10um.

Nas amostras coradas pelo tricromo de Masson, foram visualizados feixes de fibras
coldgenas do tipo I, em tom de azul, com organizagdo concéntrica em torno dos vasos que
compdem 0s espacos-porta em todas as amostras dos trés periodos de gestacdo analisados
(Fig.4).

Fig. 4. Cortes histoldgicos do parénquima hepético de feto humano com trés, seis e nove meses de gestagéo,

respectivamente, corados pela técnica do tricromo de Masson. Em 4A, 4B e 4C, foi visualizado marcagdo em

azul das fibras colagenas em torno dos vasos dos espacos-porta, no aumento de 100x. Escala da barra 10um.
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Nos cortes histologicos corados pelo picrosirius, foi detectada a presenca de fibras
colagenas birrefringentes em torno dos vasos que compdem 0s espacos-porta, de forma que a
intensidade da birrefringéncia variou de acordo com o periodo gestacional: fraca nos fetos de 3

meses, média nos de 6 meses e forte nos de 9 meses de idade gestacional (Fig. 5).

Fig. 5. Cortes histoldgicos do parénquima hepatico de feto humano com 3 (5A e

5B), 6 (5C e 5D) e 9 meses (5E e 5F) de gestacdo corados com picrosirius. Em 5A,
5C e 5E (sem polarizador) e em 5B, 5D e 5F (com polarizador), observou-se a
presenca de feixes de coladgeno com niveis variados de birrefringéncia (seta amarela)
em torno de vasos que compdem 0s espagos-porta (circulo rosa). Aumento de 100x.

Escala da barra 10pum.
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Discussao

A hematopoese tem inicio por volta da 3% semana de gestacdo. O figado representa o segundo
grande sitio da hematopoese, durante o periodo embrionario, que ocorre por volta do 1° més de
gestacdo e alcanca o pico méaximo entre 0o 3° e 0 6° més, declinando logo apds, com o
estabelecimento da vascularizacdo dos 0ssos longos, quando entdo as célilas hematopoéticas
migram para a medula 0ssea, via circulacdo sanguinea, estabelecendo a janela ontogenética
definitiva do processo, que é o periodo medular (Cumano & Godin, 2008; Dierzak & Speck,
2008).

O tecido hematopoético foi visualizado préximo a cépsula conjuntiva, area com maior
concentracdo de fibras colagenas, provavelmente composta pela linhagem granulocitica. O
achado estd em conformidade com Chagraoui et al. (2003) e Silva (2007), ao relatarem que estas
células tém predilecdo por areas mais densas da matriz extracelular. Também foi encontrado
tecido hematopoético em outras areas, Como nos espacos sinusoidais e na parede dos vasos dos
espacos-porta, especialmente, da linhagem eritroide, que tem preferéncia pelas areas mais
lacunares e de menor densidade de matiz extracelular. Estes achados corroboram também com
Chagraoui et al. (2003) e Silva (2007), ao observarem que nestas regides os macrofagos criam
nichos favoraveis a diferenciacdo das células eritroides, as chamadas ilhas eritroblasticas, que

podem abrigar até 19 eritroblastos.

Para Arias e Sterwart (2002), a hematopoese hepética coincide com o periodo de imaturidade
funcional do figado, durante o qual os hepatdcitos atuariam como células estromais favoraveis ao
desenvolvimento deste processo, capazes de atuar como agentes indutores da determinacdo do

destino celular de diversas linhagens.

Egawa et al. (2001) sugeriram que a migracao de células hematopoéticas para o figado fetal é
guiada por guimiocinas produzidas pelos hepatdcitos, destacando dentre elas o fator CXCL-12 ou
SDF-1, denominado de fator derivado de estroma-1, que tem a capacidade de atrair e reter estas
células no microambiente hepéatico em sua fase imatura. Nas amostras analisadas, foi observada
uma maior concentracdo de tecido hematopoético no 3° més de gestacdo em diversos sitios:
préximo a capsula conjuntiva, nos espagos sinusoidais e nos vasos dos espagos-porta, 0 que

parece estar de acordo com estes autores.
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Em trabalho experimental, com cultivo de células isoladas de figados fetais de murinos em
diferentes estagios de desenvolvimento embrionario, e utilizagdo de marcadores
imunoistoquimicos mesenquimais e epiteliais, Chagraoui et al. (2003), concluiram que o0s
hepatocitos imaturos tendem a expressar 0s marcadores mesenquimais e quando alcancam a
maturidade funcional expressam somente os marcadores epiteliais e, por isso estas células
passariam por uma transi¢do “mesénquima-epitelial”. A morfologia da célula também alternaria

entre o aspecto fusiforme e o poligonal conforme avanca para a maturidade funcional.

Quanto a organizacdo estrutural hepatica, encontramos nos trés periodos gestacionais
analisados um padrdo alveolar, bastante esponjoso, com indmeras lacunas compativeis com 0s
espacos sinusoidais delimitados por corddes de hepatdcitos e por uma matriz extracelular de
baixa densidade e pouco colagénica, criando um ambiente de baixa resisténcia propicio para a
proliferacdo e diferenciacdo das células hematopoéticas. Shiojiri e Sugiyama (2004) descreveram
padrdo estrutural semelhante, tanto em camundongos a partir do 12,5 dpc (dia pds-coito), quanto

em humanos a partir da 5% semana de gestacéo.

Na amostra analisada, os locais de maior concentracdo de fibras colagenas foram encontrados
na regido capsular e subcapsular, bem como, em torno da parede dos vasos dos espa¢os-porta em
arranjo concéntrico. A quantidade de fibras colagenas aumentou progressivamente com avango
da idade gestacional, de forma que nas amostras do 9° més observou-se maior concentracdo
destas fibras, fato justificado pela maior birrefringéncia das mesmas quando coradas pelo
picrosirius e visualizadas com auxilio de microscopia de luz polarizada. Tal achado foi também
confirmado pela coloragcdo com tricromo de Masson, pela qual se observou a marcacdo em tom
de azul em torno das fibras colagenas tipo | na parede dos vasos dos espacgos-porta, exibindo
maior intensidade nas amostras do 6° e 9° més de gestagdo. Estes achados s&o indicativos de

aumento da maturidade funcional dos hepatdcitos e ganho de resisténcia do estroma hepatico.

Ao final do periodo gestacional foi verificada uma diminuicdo do tecido hematopoético. De
acordo com este fato, segundo Kinoshita e Miyajima (2002), isso pode ser atribuido a sintese de
uma glicoproteina pertencente a familia da IL-6, chamada de oncostatina M (OSM), produzida

por células hematopoéticas CD45", que promove a maturagdo funcional do hepatécitos e a
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alteracdo da composicdo da matriz extracelular, que se torna mais colagénica e rica em
proteoglicanos, quando entdo se instala um novo microambiente hepatico com uma trama
colagénica mais exuberante, devido a necessidade de um estroma de sustentacdo mais resistente
para suportar o crescimento gradativo do figado. Para Sénchez et al. (2000) e Silva (2007),
adicionalmente, os hepatdcitos em maturacdo produzem fibronectina, a qual é encontrada nos
componentes vasculares, como na parede das veias e dos sinusoides, assim como € responsavel
pela maturidade trabecular dos hepatdcitos, ou seja, pela maior densidade dos corddes hepaticos e

seu arranjo radial em relacdo a veia centrolobular.

Pode-se concluir que ocorreu uma maior concentracdo de fibras coldgenas em torno dos
vasos dos espagos-porta, em arranjo concéntrico. O grau de colageinizagéo e de birrefringéncia
das fibras colagenas variou de intensidade, com o aumento da idade gestacional. Assim, dessa
maneira, 0s achados microscépicos parecem indicativos de que a hematopoese hepatica, para se
desenvolver, necessita de um microambiente com uma matriz extracelular mais escassa e menos

colagénica.
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LEI N° 8.501, DE 30 DE NOVEMBRO DE 1992

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

cientificas e da 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° Seréa destinado para estudo, na forma do artigo anterior, o cadaver:
| -- sem qualquer documentacéo;

Il -- identificado, sobre o qual inexistem informagOes relativas a enderegos de parentes ou

responsaveis legais.

§ 1° Na hipdtese do inciso Il deste artigo, a autoridade competente fard publicar, nos principais

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

§ 2° Se a morte resultar de causa ndo natural, o corpo serd, obrigatoriamente, submetido a

necropsia no 6rgao competente.

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

tenha resultado de agdo criminosa.


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%208.501-1992?OpenDocument
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8 4° Para fins de reconhecimento, a autoridade ou instituicdo responsavel mantera, sobre o

falecido:

a) os dados relativos as caracteristicas gerais;

b) a identificacdo;

c) as fotos do corpo;

d) a ficha datiloscdpica;

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 publicagéo.

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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