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Preambulo

Comecei a interessar-me pelo tema da regenerapatideeenquanto estudante da uni-
dade curricular de cirurgia, do 5°ano de Medichi@o fazia parte do programa, nem tampou-
co foi um assunto abordado nas aulas. Surgiu nameecsa de circunstancia, em que o Dr.
Jaime Vilaca, médico especialista e professortassésde cirurgia, partilhou comigo algumas
ideias sobre um projecto de investigacéo labowrdtquie estava a desenvolver. Logo ai, senti
um grande desejo de integrar o projecto e comeagfioemar-me, a procurar e ler artigos,
com uma motivagao crescente. Infelizmente essegmpao chegou a realizar-se, por razdes
de forga maior.

No contexto da unidade curricular do 6°ano “DissgEid/ Projecto/ Relatério de Esta-
gio”, decidi dar continuacao a pesquisa que jatiniciado, escrevendo um artigo de revisado
bibliografica de acordo com as normas do JornaiuBoés de Gastrenterologi@® percurso
desde entéo foi uma grande aprendizagem sobrdi@ddfides em fazer uma reviséo, parti-
cularmente pela minha pouca experiéncia. Mas éagragessas dificuldades que agora vos
apresento este artigo com mais satisfacao e prazer.

Espero que este trabalho contribua para acrescagta aos conhecimentos dos seus
leitores.

Rita Ribeiro da Silva
6 de Junho de 2010

" Faco notar que o artigo é apresentado como se $osnetido a revista e ndo como um artigo ja padhdi na
mesma, com excepg¢do das figuras, aqui legendadiatribuidas ao longo do texto, para uma maiodisde
na sua consulta.
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RESUMO

A patologia hepatica tem uma importancia signifi@aem termos epidemioldgicos e eco-
nomicos. O resultado dos tratamentos cirdrgicos eumlvem a remocdo duma parte do
figado €.g., remocédo de metastases hepaticas) depende do é&staibnal da parte que é
preservada. Assim, o desenvolvimento de métodogpgtenciem a capacidade regenerativa
deste 6rgéo contribuira para uma maior taxa dessoadesses procedimentos terapéuticos.

Um grande numero de experiéncias demonstrou gplaqgetas promovem a regeneracao
hepatica (RH) em ratos, e evidéncias crescentestaapopara um papel semelhante no
Homem. A libertacdo de serotonina dos granulosateparece ser um fendmeno essencial
nessa promocao.

Espera-se que o esclarecimento dos mecanismolviglmgona accao das plaquetas sobre a
RH possa ter implicacdes clinicas futuras.

Palavras-chave:“regeneracao hepatica”, “plaquetas”, “hepatocittsioliferacio”

SUMMARY

The liver disease has a significant epidemiol@gid economic importance. The outcome
of surgical treatments involving partial hepatecydi@g., liver metastasis resection) depends
on the post-operative liver function. Thus, theelegment of methods that enhance the rege-
nerative capacity of the organ will lead to greatercess rate of these therapeutic procedures.

A large number of experiments with rats demonsttahat platelets promote liver regene-
ration (LR), and there is some evidence of a sidée of platelets in human LR. The release
of serotonin from dense granules seems to be éals@rthe process.

The enlightenment of the mechanisms involved & glatelet action may hopefully have
future clinical implication.

Key-words: “liver regeneration”, “platelets”, “hepatocytesproliferation”
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INTRODUCAO
Doencas hepaticas - Desafios do século XXI

Muitas patologias do figado estdo associadasudigiéncia hepatica grave, quer na forma
de apresentacéo inicia.g., hepatite fulminante), quer numa fase mais tartizauséncia de
um tratamento médico e/ou cirdrgico instituido pommente, ou na eventual ineficacia do(s)
mesmo(s) perante a evolucdo da doenca. Sem aagadidle um transplante hepatico (TH), e
admitindo o seu sucesso, a insuficiéncia hepé&iraibal conduz invariavelmente a morte.

A incidéncia e prevaléncia das patologias hepatiranicas sdo muito elevadas. A titulo
de exemplo, analisemos o caso da hepatite B: & miwedial, 2 milhares de milhdo de pes-
soas estiveram infectados pelo virus da hepatif¢HB) nalgum momento das suas vidas;
350 milhdes de pessoas sao portadoras do VHB; 150en sofrem de hepatite B cronica; e
600.000 pessoas morrem anualmente devido a compidisalesta doenca [1]. Ao iniciar-se o
século XXI estimou-se que s6 em Portugal existisserna de 150.000 portadores crénicos
do VHB [2]; isto apesar da existéncia de uma vaeifieaz incluida no Plano Nacional de
Vacinacdo. Acrescem estudos que indicam que efgecdo virica evolui para cirrose em
20% a 50% dos casos cronicos e, em 10% destes pasaancro do figado [3].

O elevado custo do TH (como tratamento da doeegatita terminal) [4] e a elevada pre-
valéncia das doencas hepaticas cronicas [5] (catosinerentes) podem implicar um consumo
significativo dos recursos de saude disponiveisppde dos doentes com patologia hepatica.

A situacao actual requer pois o desenvolvimentaal&s estratégias, quer para a preven-
cdo, quer para o tratamento das patologias hepatissim, um dos grandes desafios da

investigacdo na area é encontrar solugfes alteasabd TH eficazes e viaveis.

Transplante hepatico
O TH ortotdpico é o tratamento-padrdo para a iagufcia hepatica terminal, sendo a Uni-

ca opcao disponivel em Portugal para estes doekdaadicacdes para TH estdo listadas no

Texto



Quadro I. Existem dois tipos de TH com base naeanigo 6rgao transplantado: TH de dador
morto e TH de dador vivo. O mais utilizado é o m@irm, mas o segundo tem vindo a ganhar

importancia em criancas, para as quais € maisldificontrar érgéos disponiveis.

Indicacdes para transplante hepatico
Criancas Adultos
Atrésia biliar Cirrose biliar priméaria
Hepatite neonatal Cirrose biliar secundaria
Doenca de Byler Colangite esclesorante primaria
Fibrose hepatica congénita Hepatite auto-imune
Doenca de Alagille Doenca de Caroli
Deficiéncia de al-antitripsina Cirrose criptogénica
Distarbios hereditarios do metabolismo: Hepatite cronica com cirrose
Doenca de Wilson Trombose da veia hepatica
Tirosinemia Hepatite fulminante
Distarbios de deposito de glicogénio Cirrose alcodlica
Distirbios lisossomais Hepatite virica crénica
Protofiria Adenomas hepaticos
Doenca de Crigler-Najjar tipo | Esteatohepatite ndo-alcodlica
Hipercolesterolemia familiar Polineuropatia amiloidética familiar
Hiperoxaldria primaria tipo | Tumores malignos hepatocelulares
Hemofilia

Quadro I: Indicacbes para transplante hepatico. (Adaptaddlaeison’s — Principles of Internal
Medicine, 2008 [6])

O TH requer uma equipa multidisciplinar especaldi& e envolve inUmeras variaveis (dis-
ponibilidade de 6rgéos, distancia do local de dtdhesurgimento de complicacfes, entre
outros) que tornam este procedimento extremamentglexo e dispendioso. O artigo “Cost
of Liver Transplantation” atribui um custo médio U&$163.438 (cerca de €133.000) por
cada TH nos EUA [7]. Tanto quanto pudemos averigu@n existem valores publicados em
revistas internacionais sobre o custo do TH emuBaltt Ha contudo estimativas disponiveis,
como seja a da Associagdo Portuguesa para o Estueigado, de que o custo para o Servigo
Nacional de Saude é de 100.000 € / TH [8]. Apesaralevados custos, as estatisticas dispo-
nibilizadas pela Autoridade para os Servicos deg@are de Transplantacdo mostram que o

namero de TH realizados em Portugal tem vindo aeaten [9] (Figura 1).
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Figura 1: Numero de transplantes hepaticos realizados poream Portugal, segundo o Relatério
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Estatistico de 2008 da Autoridade para os Sendedsangue e de Transplantacao [9].

Um dos obstaculos que os centros de transplantaféentam é a escassez de orgaos doa-
dos. As listas de espera incluem milhares de psssoaios EUA, 16.029 individuos esperam
um TH [10]. Devido ao longo periodo de espera, osuitoentes acabam por morrer antes da
cirurgia. Para além disso, a indisponibilidade dgos favorece o surgimento do trafico de
orgaos humanos — um problema médico, social eqmlit

Alguns centros especializados oferecem alterratieaTH, como o transplante de hepat6-
citos isolados ou a utilizacdo de sistemas awifiaille suporte hepatico. Também ha ja centros
a introduzir terapia com células estaminais exépakticas, que mostram ser bastante promis-

soras [11]. Contudo, estas estratégias encontramaraa fase experimental.

Porqué indagar sobre a relacdo entre as plaquetasoefigado

A regeneracédo hepatica (RH) € um fendmeno cetularconfere ao figado uma capacida-
de especial de resposta a estimulos lesivos. A @tittilbui para o aumento da capacidade
hepatica funcional apds alguns procedimentos tatap8, como o transplante de dadores
Vivos e a resseccao de metastases ou tumoresdospatimarios. O interesse pela RH tem
aumentado exponencialmente nos ultimos anos, cemmmstrado pelos resultados de uma

nossa pesquisa quanto ao numero de artigos indeyatticados sobre o assunto (Figura 2).
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Figura 2: Numero de artigos publicados sobre a regeneragaétiba, segundo a sua indexacao no ISI

Web of Knowledege, de 1950 a 2009. R - coeficiepteorrelacdo da regresséo exponencial.

A influéncia das plaguetas na RH esta na baseadasviinhas de investigacao, apesar da
sua descoberta recente. Fazendo também uma pesgoisaos artigos indexados no I1SI Web
of Knowledgé™ e que incluem simultaneamente as expressées ‘gifsjue “regeneracio
hepatica” no assunto, o primeiro data de 1991. @mtapenas em 2000 surge o0 primeiro
artigo dirigido especificamente ao papel das plaguea RH [12].

Denotando a relevancia da investigacdo sobre ontms® a importancia dos ultimos
desenvolvimentos, o artigo "Platelet-derived semotonediates liver regeneration”, publicado
em 2006 na revista Science [13], foi classificadmo excepcional pela Faculty of 1000
Medicine (que avalia a qualidade e impacto de @sjigisto em termos de mérito individual
do trabalho, tendo ja recebido 108 cita¢cdes nowatriigos (em 07/06/2010).

Perante o enorme potencial de aplicacéo clinisafaictores que influenciam a RH, este
artigo tem como objectivo rever de forma integradeonhecimento actualmente disponivel
sobre a RH e, em patrticular, apresentar e disoujire se sabe, ou ndo, acerca da influéncia

das plaguetas neste processo.
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REGENERACAO HEPATICA
Definicado de regeneracéo e caracteristicas geraia &H

As primeiras publicacdes cientificas sobre a regegdo como fendmeno bioldgico surgi-
ram no comeco do século XVIII [14]. O termo “regeagdo” inclui varios mecanismos,
abrangendo desde a renovacao celwday., (hematopoiese no Homem) até a reconstrucao
epimérfica de um membre.{., salamandra), passando por varios processos daeadade
intermédia [15].

De acordo com Diegelmarahal. [16], a regeneracdo € uma das respostas possiceis f
uma leséo tecidular. De uma forma mais elaboradéckSCooperet al. [17] definem a rege-
neracao cOmMo um processo que permite a um orgametaperar a funcdo de um érgédo ou
estrutura lesado/a por doenca ou outro tipo de.dano

A RH difere de outros tipos de regeneragég.,(algumas formas de regeneracéo cutanea)
na medida em que ndo ha propriamente uma recagdtitda estrutura prévia a lesdo. Em
vez disso, ocorre um crescimento compensatorioedrde hiperplasia e hipertrofia celulares
[18]. ApOs uma hepatectomia parcial (HP), a masgegtica atinge cerca de 100% da massa
original apos 7 a 10 dias, em roedores [19], examadamente 3 meses, nos humanos [20].
Contudo, forma-se uma nova anatomia lobar, pelongieehd, de facto, recuperacdo da ana-
tomia inicial [21].

Em condi¢cbes normais, o figado mantém uma renovegilar basal muito baixa, sendo
gue o tempo de vida média de um hepatdcito adati@m \entre 200 e 300 dias [22]. Num
figado adulto normal, as taxas de hepatécitos wetes por marcadores de divisdo celular e
de apoptose sdo muito baixas (< 0,1%) [21]. Quanfigado é sujeito a um estimulo lesivo
significativo, determinadas células séo activadesmneecam a proliferar, conduzindo a RH. O
processo regenerativo possibilita a recuperacdogbau total da capacidade funcional hepé-

tica perdida.
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Os estimulos lesivos que desencadeiam a RH vagisanto a sua natureza, duracdo e
intensidade. Esses estimulos podem ser mecareaps Hepactectomia, trauma), quimicos
(e.g., toxinas) ou infeccioso®.g., virus da hepatite B). Dependendo da duracaceasitade
do estimulo, diferentes tipos de células intrahegsientrardo em proliferacdo: os hepatécitos
adultos ou as comummente denominadas células ®aiselulas estaminais, localizadas na
medula 0ssea, constituem uma terceira reservaacefodendo contribuir para a RH apos

fusdo com hepatocitos com défices metabolicos42325] (Figura 3).

Células
estaminais
extra-hepdticas |
* Elevadogrmude | | = Médiogmude « Baixogmu
difcincicio ‘ ‘ difenetaio diferenekgEn
~ Unipaténcia | = Pluripoténcia = Multipotiineia

Figura 3: Células proliferativas activadas durante a regeyéer hepatica, de acordo com a duragédo e

a intensidade do estimulo lesivo.

Células proliferativas na RH

Os hepatdcitos ditos adultos séo células diferdasiajue mantém a sua capacidade de
proliferacdo. Podemos considera-los como as céputagerativas de primeira linha na RH,
pois sdo as primeiras a entrar em divisdo quarfifgado € sujeito a uma lesdo aguda, como
seja uma HP. A quantidade de figado removido nurRairtluencia determinantemente a
evolucéo poés-cirdrgica da RH [26] (Quadro II).

Apos HP, os hepatdcitos sofrem entre um e dois<cicelulares, restaurando a funcéo
hepatica inicial [18]. Contudo, a sua capacidad#ifprativa € de pelo menos 60 mitoses,

como comprovam os estudos de transplantacao cdkil@verturfet al. [27].
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Massa hepatica
1 Resposta
removida
<30% Auséncia de proliferacdo sincronizada (apesar do aumento da massa hepatica)
40 — 70% Associacdo linear entre quantidade de tecido ressecado e grau de proliferacéo
> 70% Proliferagédo celular insuficiente para evitar mortalidade aumentada

Quadro II: Efeito da quantidade de massa hepatica removicea mepatectomia parcial sobre a res-

posta celular proliferativa. (Elaborado com baséralalho de Fausto e Riehle, 2005 [26])

Quando o figado é sujeito a um estimulo lesivéopgado no tempo, causado por toxinas,
virus ou farmacos hepatotéxicos, e a capacidadieatpa dos hepatocitos adultos fica com-
prometida, a RH fica a cargo de um outro tipo dalag, as células ovais (CO) [28]. Estas
devem o seu nhome a morfologia ovéide observadagadds de roedores. No figado Huma-
no estas células tém uma morfologia diferente, mémando-se frequentemente por células
progenitoras hepaticas, sendo as restantes casticts sdo semelhantes as das CO [29].

As CO sao células pluripotentes, capazes de seeddiarem tanto em hepatécitos como
em células epiteliais biliares [30, 31]. As CO lamm-se nos canais de Hering, que corres-
pondem a espacos de transicdo entre o sistemaccderahepatocitario e os ductos biliares
terminais; aqueles canais situam-se na interfatte erparénquima e 0s espacos porta, sendo
revestidos, em situacdo normal, por hepatocitosre@ulas com fenétipo de colangidcitos
[28]. Depois de serem activadas e iniciarem a sobfgracdo, as CO comecam a infiltrar o
parénquima hepatico, ao longo dos canaliculosrédjaem direccdo a regiao centrolobular
(Figura 4).

As células estaminais extra-hepaticas também paaernibuir para a RH. Em experién-
cias com roedores modelo, foi demonstrado que aguw®lulas estaminais hematopoiéticas
(CEH) séo mobilizadas e recrutadas para o figade ama leséo hepatica [32, 33]. Contudo,
o papel destas células na geracdo de novos hdpatdéio € muito significativo, quer sob

condicOes patoldgicas, quer sob condi¢cdes fisiod®y[34]. De facto, as CEH parecem ape-
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nas originar até um maximo de 2% dos hepatécitasstexistentes no figado, segundo o apu-

rado apods transplante de CEH em ratos sujeitog@atilacao induzida por radiacao [35].

Figura 4: Lobulagéo hepética. As zonas assinaladas cone lifliconstituem o acino hepatico.

LP - I6bulo portal; LHC - I6bulo hepéatico classiMg - veia central; EP - espaco porta.

Fases da RH mediadas por hepatdcitos adultos

A RH mediada por hepatdcitos adultos pode ser depida em varios modelos experi-
mentais, como é o caso da HP em ratos. Ap6s uma HP inclui uma sequéncia de trés
fases: iniciacdo, expansao e concluséo. Estesasvaéib séo completamente independentes,
partilhando varios mecanismos comuns [36].

Na fase de iniciacdo, os hepatdcitos séo activadeadquirem a capacidade de replicacgéo,
ou seja, passam de @Gara o ponto de controloyS. Isso demora cerca de 12 horas apés a
HP em ratos, e 32 horas, em ratinhos [26].

Na fase de expansdo, os hepatdcitos entram naSfake ciclo celular. A proliferacdo
comeca na zona periportal, estendendo-se a zotalobular ao fim de 36 a 48 horas. Nesta

fase, as células ndo-parenquimatosas vao tambéifenag com um atraso de 24 a 48 horas
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[36]. As células n&o-parenquimatosas incluem ostefidcitos sinusoidais, as células de
Kupffer, as células linféides e as células estaddukpaticas.

Na fase de concluséo, os hepatocitos regressastado inicial aquiescented)G

Para complementar a proliferacdo celular € negassina remodelacdo do parénquima
neoformado, de forma a restaurar a estrutura bgita normal. Essa reparacéo é feita através
de processos como recapilarizacdo, sintese ddmastéa matriz extracelular e reconstituicao
do espaco de Disse, entre outros. Esta pode ssideceda como uma quarta fase da RH, a

fase de remodelacao.

Mecanismos de regulacdo da RH

A maioria dos estudos sobre os mecanismos deagiulda RH debruca-se sobre um de
dois modelos: 1) activacdo dos hepatocitos adalpgs HP; 2) activacdo das CO apos esti-
mulo quimico prolongado associado ou ndo a HP.

No primeiro modelo, trés “redes” vdo modular alifgracdo hepatocitaria: factores de
crescimento, citocinas e factores metabolicos. $adbes agentes actuam de forma interliga-
da, havendo redundéancia entre varios componenteadderede, o que permite, por exemplo,
que a perda de um gene isolado raramente leveigdnicompleta da RH [18].

Apos uma HP ocorre um rapido aumento dos niveiatddeucina 6 (IL-6) e do factor de
necrose tumorak (TNF-u, sigla inglesa). Ambas as citocinas promovem @asicdo de G
para G [36]. Acresce o facto de a IL-6 possuir ndo s@t@feoroliferativos sobre os hepatéci-
tos, mas também efeitos anti-apoptoéticos [37].

A transicado dos hepatdcitos da fasep@ra a fase S depende da sinalizagdo do factor de
crescimento (FC) hepatocitario (HGF, sigla inglesajo FC transformadar (TGF-u, sigla
inglesa) [36]. Existem ainda outros factores coeite$ hepatotréficos na RH, nomeadamente

o FC epidérmico (EGF, sigla inglesa) e a anfiragu[R9]. Por outro lado, os principais facto-
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res envolvidos na terminacdo da RH apds HP séo warSformadofl (TGF-B1) e as acti-
vinas, que inibem a sintese de ADN nos hepato[3&js

Os estudos baseados no segundo modelo (activaga@@), demonstram que a IL-6 e 0
TNF tém também um papel importante na regulac@®hbhanediada pelas CO [39]. Para além
destas, outras citocinas e factores de crescim@otiuzidos pelas células de Kupffer, bem
como alguns componentes da matriz extracelularuiaoda resposta das CO [40] (Figura 5).

As vias intracelulares envolvidas na accao de cadalos elementos reguladores supra-
mencionados, bem como a regulacdo da proliferagdacé@ulas ndo-parenquimatosas fogem
ao ambito deste artigo de revisao, e como tal eé@osaqui abordadas. Para os interessados,
recomenda-se a leitura de outros trabalhos ded@webre o assunte.g., Michalopoulos,

2010 [38]).

IR

THF, IL-5,
IFM-y

Figura 5: Citocinas, factores de crescimento e elementesaléz extracelular envolvidos na regula-
¢éo da proliferacdo das células ovais. aFGF - fa#acrescimento fibroblastico acidico; CE - célula
estrelada; CK - célula de Kupffer; CO - célula o¥aGF - factor de crescimento epidérmico; HGF -
factor de crescimento hepatocitario; IL-6 - intad@a-6; IFNy - interferdo gama; PAI-I — inibidor do
activador do plasminogénio 1; TNF - factor de neertumoral; TGFx - factor de crescimento trans-
formadora; TGF{f - factor de crescimento transformagomuPA - activador do plasminogénio tipo-

urocinase; UPAR- receptor de UPA,; seta: estimuld{nt)a bloqueada: inibe.
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ACGCAO DAS PLAQUETAS NA REGENERACAO HEPATICA
Caracterizacao das plaquetas

Ao microscoépio 6ptico (Figura 6), as plaquetas fsdgmentos celulares com aproxima-
damente 3im de diametro, sem nucleo, com forma e tamanh@weis [41]. As plaquetas
sao os elementos celulares mais pequenos do sasyui®, a sua contagem normal em adul-
tos de 150-45@ 10°/L. O seu tempo médio de vida é cerca de 9 dids [42

As plaquetas resultam da fragmentacdo dos megaitas, grandes células polinucleadas
da medula 6ssea. Varias hormonas e citocinas, esnmderleucinas 3, 6 e 11, interferem no
desenvolvimento dos megacaridcitos, contudo o fants importante € a hormona trombo-
poietina (TPO) [43], cuja producdo ocorre essemm@ake no figado e rins.

Os componentes estruturais das plaquetas consis&sancialmente, numa membrana
citoplasmatica, no citosqueleto, no sistema tuligaso, no sistema canalicular aberto e mul-

tiplos granulos de secrecao (Figura 6).
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Figura 6: A - Esfregago sanguineo observado em microscopieagidm lente de imerséo (objectiva

~ __ Corpodenso
—_ Sistema tubular denso

— Peroxissoma
— Mitocondria
—— LIS0ss0ma

A

de 10&). Setas: aglomerados de plaquelas Estrutura plaquetéria (ilustragéo original, inada em
esquema de Bentfeld-Barker e Bainton, 1982 [44]).

A membrana citoplasmatica das plaquetas é fundamea sua fisiologia, visto que
medeia as interac¢des entre 0 meio interno e o me@no. E constituida por uma camada

bifosfolipidica tipica, contendo determinadas ghi@teinas e glicolipidos. A composi¢ao de
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glicoproteinas da membrana plasmatica € variadelpende do estado de activacao das pla-
quetas [45].

O citosqueleto € composto por uma rede de esasufilamentosas que mantém a forma da
plagueta e permite a sua contraccao, consoantie estalo de activacao [46].

O sistema tubular denso é um conjunto de tubulessg distribuem por todo o citoplasma,
concentrando-se mais na periferia do que no celat@aqueta. Constitui o principal local de
armazenamento do calcio intraplaquetario.

O sistema canalicular aberto consiste numa redmbmamosa intracitoplasmatica que
comunica com o meio extracelular. Representa usexva de membrana que permite altera-
cOes rapidas da morfologia da superficie plaguwetpromove a libertacdo dos granulos de
secrecdo. Estes dividem-se em dois grupos: granutosorpos densos (também designados
por granuloss). Os primeiros contém muitas moléculas importanteseu limen e na parede
membranar, existindo cerca de 80/plaqueta [47]adNi&vacao, eles fundem-se com o sistema
canalicular aberto e superficie membranar, libeldan seu conteddo. Os segundos, corpos
densos, sao organelos de armazenamento adicigoatanteudo € também libertado durante
a activacdo. Estes organelos sado raros, estimandms haja cerca de 5 corpos den-
sos/plaqueta [47]. O conteudo de ambos os tipagrd@leulos plaquetarios é apresentado no
Quadro Il

As plaguetas desempenham um papel fundamentamadtasia, intervindo rapidamente
na presenca de les6es endoteliais. No fluxo saaguaminar, as plaguetas circulam na peri-
feria do limen do vaso e podem detectar rapidanmessts les6es. Em resposta, ocorrem alte-
racOes estruturais e bioquimicas que promovemraaigiio de um trombo e a reparacdo da
parede do vaso. Cerca de 15-20% das plaquetadisZadas diariamente na manutencao da

integridade vascular [48].
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Tipos
Proteinas de Factores de Quimocinas: Factores de Imuno- QOutros:
adesao: crescimento: FP-4 coagulacéo: globulinas: Proteinas
Trombospondina | PDGF Tromboglobu- | Factor V IgM catiénicas
Fibrinogénio TGF-a lina-B Factor VIl IgG P-selectina
Fibronectina TGF-B CTAP-3 Glicoproteina IgA FVW
Granulos-a Vibronectina EGF NAP-2 lb-1lla IgE
ILGF RANTES PAI-1
VEGF-A MIP-1a
VEGF-C
BFGF
HGF
IL-8
Catecolaminas: 16es: Compostos fosforila- Outros:
Adrenalina Catides divalentes dos: Serotonina
Corpos Noradrenalina (e.g., célcio e magné- | ADP Histamina
densos Dopamina sio) ATP
GDP
GTP

Quadro 1l : Contetdo dos granulos plaquetarios. (Adaptaddetirtel e Clavien, 2010 [52])
BFGF: factor de crescimento fibroblastico basicOAe-3: péptido 3 activador do tecido conjuntivo;
EGF: factor de crescimento epidérmico; FP-4: faptaguetario-4; FVW: factor de von Willebrand;
HGF: factor de crescimento hepatocitario; IL-8eitgucina-8; ILGF: factor de crescimento tipo insu-
lina; MIP- la: proteina inflamatéria dos macrofagos; NAP-2: phptpeptideo 2 activador dos macro-
fagos; PAI-1: inibidor do activador do plasminogeti PDGF: factor de crescimento de origem pla-
quetaria; RANTESregulated upon activation, normal T cell expressed and secreted; TGF- a: factor
transformador de crescimentp TGF{3: factor transformador de crescimeif{oVEGF-A: factor de

crescimento endotelial vascular A; VEGF-C: factercdescimento endotelial vascular C.

Para além da sua acc¢do bem conhecida na hemaostaténcias crescentes demonstram
que as plaquetas estdo também envolvidas em nawitass mecanismos, como a angiogene-
se e a reparacgao tecidular [49], a inflamacgé&o ¢b04 aterosclerose [51]. De seguida detalha-

se a interferéncia das plaquetas na RH.

Promocao da RH pelas plaguetas
As plaquetas contém numerosos FC que podem cointi@oricamente para a RH (Quadro
[ll), havendo aparentemente um Unico estudo qué&aram tal expectativa, dado que néo se

identificou qualquer correlacdo entre as plaquetasRH do rato, visto que esta ocorreu nor-
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malmente em condicfes de trombocitopenia [53]. @imtgrandes avangos técnicos e uso de
outras abordagens experimentais ocorreram desdkliagtdo desse estudo, e varios estudos
mais recentes demonstraram que a RH é claraméhienciada pelo nimero de plaquetas.

Tomikawaet al. [54] verificaram que a esplenectomia em ratos auiane numero de pla-
quetas e que acelera a RH através de um mecamsieieriminado. Posteriormente, Lesurtel
et al. [13] demonstraram que a trombocitopenia compromd®l, e que a administracdo de
serotonina em ratinhos trombocitopénicos restalR#d apds HP. Tais factos sugerem que a
serotonina derivada das plaquetas esta intimaneentdvida na inducdo da RH.

Em 2007, Muratat al. [55] compararam a cinética de crescimento hepats HP de
70% entre trés grupos de ratinhos: um com contgdaquetaria normal; outro com trombo-
citose induzida por TPO; e o terceiro com tromlopehia induzida por anticorpos anti-
plaguetarios. No final da experiéncia concluirane gun niumero de plaguetas aumentado
induz maior RH, e que um numero reduzido diminte ésnémeno.

Em 2008, os mesmos autores verificaram que um @ont® namero de plaquetas pode
compensar a reducdo da RH apds HP causada petxd@eple células de Kupffer, em rati-
nhos, através de um aumento na producdo de HGFesfmilacdo da proteina Akt [56].
Ainda nesse ano, o0 mesmo grupo analisou o efeifbPda sobre a fibrose hepatica antes de
uma HP de 70% e a RH apds a HP, em ratos com eimalizida pelo tratamento com
demilnitrosamina (DMN) [57]. Vinte e quatro rataxdm divididos em quatro grupos: um
grupo com cirrose hepatica (CH) induzida por urtatreento com DMN; um grupo com CH
induzida por DMN tratado com TPO; um grupo com @tdfado com TPO e soro anti-
plaquetéario (SAP); e um grupo controlo. O estuduckou que, naquele contexto experimen-
tal, uma unica administracéo de TPO reduz a fibeosgtimula a regeneracdo hepatica através

do aumento e acumulacao de plaquetas no figaduicir(Figura 7).
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Também em 2008, Myronovyah al. [58] verificaram que a taxa de sobrevivéncia apos
HP de 90% em ratinhos sob condi¢cbes de tromboait@ggande acumulacdo de plaquetas no
figado restante € significativamente maior quanolopgarada com a de ratinhos com conta-
gens plaquetarias normais. Nesta experiénciangbtvoitose foi induzida pela administracéao
do factor de desenvolvimento de crescimento dosan@citos peguilado recombinante
humano (PEG-rHUMGDF, sigla em inglés), mas um espubterior (de 2009) demonstrou
que a infusdo de plaquetas directamente na veia f@nbém promove uma maior RH apos
HP em ratos [59]. E preciso salientar que, sendagéio de trombocitose, a hepatectomia de
90% em ratinhos é fatal [60], e a resseccao de deaid)% do figado tem uma mortalidade

aumentada (Quadro II).

& . 18 ratos > Tratamento com DMN

. 24 ratos l
& ratos :

Divisdo em 3 grupos:

Grupo 1) CH 20CH+TPO 31 CH+TPO + SAP
Controlo

¥

Tratamento com PEG-rHUMGDF |

i Administracio de SAP |

Fibrose: -+ -+ - -+ -+ -+

- Hepatectomia parcial (70%)
- Ratos sacrificados apos 24 horas
- Remogio dos figados

Regeneracao: + + -|- +.-|- +

Figura 7: Esquema da experiéncia de Murettal. [57] sobre a accédo protectora da trombopoietina
sobre a fibrose e a regeneragdo hepética em fltbscirrose hepética; DMN: dimetilnitrosamina;
PEG-rHUMGDF: factor de desenvolvimento de crescimetos megacariécitos peguilado recombi-

nante humano; SAP: soro anti-plaquetério; TPO: apoitina.
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A maioria dos estudos supracitados utiliza um roodgperimental com HP em ratos ou
ratinhos. Contudo, a promocao da RH pelas plaguatasém ocorre quando o figado sofre
outros tipos de agressfes, nomeadamente isquéemmeo et al. [61] estudaram o papel das
plaguetas e da serotonina derivada das plaquetapamcao tecidular apos isquemia hepati-
ca normotérmica, concluindo que ha um efeito pasiiobre a reparacdo na presenca destes
elementos. As plaquetas também promovem a RH n@seiinduzida quimicamente, sem a
realizacdo de HP, como demonstraram Wataethbk [62] ao analisar a capacidade regene-
rativa do figado de ratos apods intoxicacédo poatitreto de carbono (C4JI

As evidéncias da interferéncia das plaguetas n&mRHiumanos tém vindo a crescer, nao
s6 pela publicacéo de experiéncias laboratoriais colturas de células humanas, mas tam-
bém de estudos clinicos. Kawasekal. [63] estudaram a inter-relacdo entre células endote
liais de sinusoides hepaticos (CESHs) humanos tatmadas, plaguetas e hepatdcitos, tam-
bém humanos, em cultura, concluindo que as plagjiredazem um aumento da proliferacéo
dos hepatdcitos através da activacdo das CESHSs.

Em 2010, Alkozagkt al. [64] publicaram um estudo envolvendo 216 doentes ssjaitdP,
por metastases hepaticas de cancro colo-rectal pocolojectivo de determinar a relacdo entre
a contagem plaquetaria do periodo poés-cirurgicaliate e a taxa de mortalidade e disfuncéo
hepatica pos-cirargicas. Os resultados sugerenumaecontagem reduzida de plaquetas € um
factor de predicdo independente de atraso na resggmeda funcdo hepatica apds HP e esta
associada a um aumento do risco de mortalidadeip@stica.

Por fim, e também em 2010, Kiehal. [65] publicaram um estudo retrospectivo sobre 87
transplantes hepaticos de dador vivo e concluimenagquantidade total de plaquetas trans-
fundidas, na primeira semana apdés a cirurgia,pestdivamente relacionada com a regenera-

cdo do enxerto hepatico.
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Importancia da serotonina

As plaquetas constituem a maior reserva perifaieaserotonina. Cerca de 95% desta
monoamina encontrada no sangue esta armazenadarpos densos das plaquetas. A sero-
tonina esta presente no nosso organismo devida drealucdo endoégena. De facto, apesar
deste composto estar presente nos alimentos gqeenag, a maior parte € metabolizada
antes de atingir a corrente sanguinea.

A serotonina € sintetizada nas células enterodios@ nos neuronios, a partir do aminoa-
cido essencial triptofano, através de dois passpsnaticos. O primeiro é a hidroxilacdo do
triptofano pela enzima triptofano-hidroxilase 1 HB, que produz 5-hidroxitriptofano (5-
HTP), e que € a reaccéo limitante na producédo rm¢osena. O segundo passo enzimatico € a
descarboxilacéo do 5-HTP pela enzima aminoacidoadbexilase (AAD) L-aromatica [66].

As plaquetas possuem um mecanismo de captacderatersna com alta afinidade, que
envolve um transportador de recaptacdo da ser@of8BERT, sigla em inglés), ficando
preenchidas com serotonina a medida que passanncoag¢io pulmonar e intestinal [67],
onde a sua concentracao é relativamente elevada.

A serotonina é rapidamente metabolizada nos tecmtncipalmente pela ac¢do da enzima
monoamino-oxidase (MAO). No figado e nos rins, rmamas MAO e aldeido-desidrogenase
convertem a serotonina em 5-hidroxiindol-acido iaogb-HIAA), que é excretado na urina.

A serotonina € um agente mitogénico potente enakiia mitose de células de musculo
liso, dos megacaridcitos e dos fibroblastos [68,769. Para além disso, experiéncias recentes
sugerem que a serotonina derivada das plaquetagmgblvida no processo de iniciacdo da
RH. Em ratinhos trombocitopénicos, um agonistaadatenina restaurou a proliferacdo hepéa-
tica deficiente [13]. Neste ultimo estudo, a expéesdo mMARN dos receptores da serotonina
2A e 2B aumentou 3 a 4 vezes ap0s HP, e a adnagéstrde antagonistas desses receptores

inibiu a RH. Para além disso, ratinHa®ck-out TPH1-/-, sem serotonina periférica, exibiram
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RH comprometida apos HP, tendo esse comprometins&hboultrapassado pela administra-
céo do precursor 5-HTP, cuja descarboxilacdo pelare AAD resulta na producéo de sero-
tonina [13].

Papadimast al. [71] investigaram o efeito do bloqueio do rece@di T2 pela cetanserina
na RH apdés HP em ratos. Concluiu-se que a adnag#irdeste antagonista da serotonina
pode comprometer a RH apenas quando é feita peqorito de transicdo G1/S, o que sugere
gue a serotonina pode ser um co-factor para assidi ADN.

Uma vez determinada a importancia da serotoninaadia das plaquetas na RH, podemos
questionar-nos se a presenca das plaguetas é ae@ssa o0 seu efeito na RH ou se a secre-
céo do conteudo dos seus granulos é suficienteatisletral. [55] verificaram, por microsco-
pia electronica, a ocorréncia de migracédo das plagudo espaco sinusoidal para o espaco de
Disse e de contacto directo entre plaquetas e dafud, 5 minutos apés HP, em ratinhos
com trombocitose. Matsua al. [72] afirmaram que o contacto directo entre agys#as e 0s
hepatoOcitos € necessario para o efeito prolifevatias primeiras sobre os segundos. Estes
autores concluiram que o contacto plagueta-hepatiicia a transducao de sinal envolvida
na activacéo dos factores HGF, VEGF e ILGF-1, quritbuem para a proliferacdo hepato-

citaria.

CONSIDERACOES FINAIS

A relacdo entre o figado e as plaquetas é bastantplexa. Trata-se de uma relagéo "bila-
teral”, uma vez que ambas as partes se influenciatnamente, mas ao mesmo tempo "assi-
métrica”, visto de um lado termos um 6rgédo, querémal o maior érgdo interno humano, e
do outro lado, elementos que nem sequer chegancalatas.

As plaquetas desempenham claramente um papel enpoma RH. Estudos experimen-

tais demonstraram que um aumento do numero degigjacelera e/ou aumenta 0 processo
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regenerativo do figado, quer a trombocitose sejazitla por esplenectomia, pela administra-
cédo de PEG-rHUMGDF ou pela infusédo directa de mtguna veia porta. Esse efeito positi-
vo das plaguetas sobre a RH ocorre apés diferestéaulos lesivos: mecanicasd., HP),
isquémicos ou quimicog.§., DMN ou CC},). Por outro lado, a trombocitopenia compromete
a RH, como comprovaram os estudos utilizando sutiepiaquetario.

A serotonina é fundamental na mediacéo entre aatas plaguetas e as suas consequén-
cias no figado. Nao esta completamente esclarseidonecessaria a presenca das plaquetas
em si ou apenas deste seu derivado (em conjunt@mabtws, eventualmente) para que ocorra
uma promocéao da RH.

Face ao estado-da-arte, e com o objectivo de woaas estratégias terapéuticas para 0s
individuos com doencgas hepaticas cronicas e/ouigditacéo para TH ou HP, mais estudos
experimentais e clinicos sdo necessarios para ur msclarecimento dos mecanismos de
accao das plaguetas sobre o figado e do papelatarsea nesses processos. A aplicabilida-
de clinica é evidente, nomeadamente se considesagu® a maior parte dos doentes com
indicacdo para TH tem contagens plaquetarias haigado sido ja equacionado o uso tera-

péutico de agonistas da serotonina [13].
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ANEXO 1 - Normas de publicacdo do Jornal Portuguéde Gastrenterologia

Hormas de Peblacagso & Jarmal Pariugusts de hasimmesrz g

NORMAS DE PUBLICACAD [ INSTRUCTIONS TO THE AUTHORS

GE-Jornal Pertuguls de Gastrenterolagea publica artagos oreginais,
erigos de revisdo @ cases dinices sabre fodes o8 temas do apare-
lhe digestiva, Os manuscries submetides para publicacio devermn ser
praparades de acordo com os "Requisites Lindormes para Apresan-
taclo de Manuscritos 8 Revistas Biomédicas” elaborados pala Co-
rresdn bermacional de Ediores de Reastas Medicas (M erigl J Med
1991, 324 £24-478]

0= artigos aceites para publicacdo passardo a ser propiedade da
Sociedade Portuguesa de Gastrenterolegia, ndo podenda ser repro-
duzidas, no iode ou emi parte, serm autarizacda por escrifo da Carpa
Ed#pmal da Revista

& aceitacda des originais erades para publicacis serd feita apds
apreciasin por slementos do Cansalba Clenlilico cujos parscsres se-
raf sempra comunicadas 305 aukores: astas despordo de um perioda
de sess serranas para eventuais modificagbes propostas. Os manus-
crfics recebidos que nda askejam de acordo dam as nermas delmidas
serao devabidos aas autores sem serem rovisios,

MORMAS GERALS | 05 crginais, em Portugués ou Inglds, desarn ser
erviad s, acompanhadas da declaracaa de onginalidade & da cedan
cia dos direitas de propriedade, sob uma das sequintas farmas:

1. Erm desquate, ssenbas utiizardn eo processadores de texla mais
comuns & atampanhados de tris cdpias mpressas;

2. Dactlografades lem triplicadol @ dois espages em folhas Ad com
rraargens laterais ndo mberiores 8 25 cm.

Para: GE-Jamal Parfugqués de Gastrenterologia, by, Antanio Jase de
Almaida, m? 5 F- 8.7-1000-042 Lisboa

Devern sof preparados, segunds & seguinte arderm, inicianda-2e
cada item numa pagina separada;
. Pagina da titulo
. Mesumo
. Introducaa
Material & Métodos
. Resultados
AT
Hiblagrafa
. Legendas
. Figuras
10 Quadras,
Todas as paginas devern ser nurmeradas ro cante supericr direita,
A nurteracas das referdncias, 1sbelas ¢ quadras dese ser feita pela
ordem de aparecimento no texin

= 0 =] = L E= i Rl -

1. PRGINA D0 TITULE | deee comler]

1.1, Titulp Dizpe zar concimo, nEo confer
abreaachess @ ndo ulirmpassa o5 120 ca-
ractenss, Podera anglobar um suliiulo
com um mazimo de 45 carsciemes,

12, futores & wenlificacio dos auto
res deve sar eila oom alsl inkialks] dels
prireimlsl romebs] & tom o apelida. De-
verd ser feits a identificacso completa do
sanicn, departa menko ol insifuicdo ande
o trabalh fol raalcade

1.3. Patrocinics. - Deverdo ser relendas
bodas as entidadies gue palrocinaram o
trakalhg

14, Correspondénca Reledr o nome,
endereon, helelore, b e e-mail do aulor s
QLT dawe 6 anviada s comespondénca

L. RESU=0

05 resurmins &2 redigidcs em Parluguids
& Ingles, rele davando ulkragassar as N
palmras no casn de trabalhos originais «
as 120 s so Iratar de aso chinico

Owvam eer orgenizados sepinda o6
seguirdes ilens: Inloducin, Dhjedws,
Métodns, Resultadoes = Conchusdes. Mao
dewim fonber abresapdss, referencias cu
e

1. TEXTD

PZo ke plbrapassar &5 12 pagras nos
arligos origineis ¢ &9 6 pAgnas o casos
clinicos. Deve incluir referfincia a aprma
cao da Comissss da Etica da Iresksbuic o &
ans malados eslatichoos phlzados, Todas
as dmogas dewem ser referidas pelo seu
reomie ganérico, sendo eveniuak referdn
A5 3 NOMAs COMERCias, soompanhadas
donorme, odade e paiEdo labricenls, b=las
em rodapd. As abrevnbanas, oue sio de
safonseinadas, devem ser espeolicadas
res Sl premera ulilizagds. De
pardmebos ulilizados devem
SRl eepressos am Lnedades

SetmbirestDaiiubre WL
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Horrmas de Publicagiia # Jorasl Foriugeeis de Gesirenis iz

Internacianats, com indicacdo dos wbores
normrss. & adanhificacho das figuras dess-
i ger hala am mamarsddn arals, o 8 dos
quadres &M numeEracas romana.

&, BIELIDGRAFLY

Deree =i referendcads &m numeracss
drabe, por ordemn de aparccimenio no bexs
to, Mos artigos onginas o o M neo
ha lirrile presslabelecds de elerancas.
Moz casos dinicos ndo devem ulirapassar
ae 15, As maferercias de comurecasias
pasanas & 0 dadis nid publicados sensa
fefzs dreciamente no besto, ndo sando
numeradas. Deverdo ser feitas ulilmardo
a5 abrewaturas oo inde: Medious,

Revisths relacio de lodos o2 aulores s=
rdn ulirapassar os ssis o0 dos ssis po-
mierns seguids de ab al, tilele do arliga @
ienlithoagan da revists e, an, wli-
me & piginasl. Ex: Johnson CO, Shiquist
&% Computed tomography colonography
Ivrtual colanoscopyl: @ new mathid for
colorecial scresring, Gut 1997, 112 24-8.

Livros: Momnels) dols] autories], tiuln,
cifaida & rome da edilora, ano de publica-
5o e pAging, ExSherloch 5 Deepses of
the liver and bliary sysiem. 7 th edition.
Londien: Blachwsedl Sciamilic Pubilications:
1983, p. 145

Artigos am livea: Mome|s) e ricais dole)
autories) do artgo hou capitulol; tiulo ow
nimanz do artigo ou capiulo, nomss &
inkcias dos editores, Hhuls de v, cidads
e nome da casa sdiora, mimero de sd-
a0, ano de publicacio, primeira a llima
pagines @ artigo, ExHotz J, Geebsll H
Egsdemiclogy and pathogenesis of gesinc
Carcinoma. In: Holz J, Meper H, Schmoll
HL, e, Gasing caronema, Classicaton,
disgrcais and theragy 18l edion, Hew

fork: Springer-Yerlag; 1589, p 3-15.

5. LEGENDWS
Devemn ser dacliicgraladas a dois espe-
cos em folhas separadas @ numeradas
e sequiingg, A5 legerdas devern cer
numersdas em algarismos drabes pels
seqncia da citacdo no texln, e formece-
rem a nformacdn sufcknie para permitr
ainterpretacio da ligura sem
mecessidade de consults do
feotn.

WL R | S el roy’ Dl udira

& FIGURAS

Todas a5 figuras 40 amiatas am knpli-
cadn e fsberatia o prate.o brande 11015
o |2 18zml ou mm impressSo s mpres-
wora laser & sua idenlificacho serd feila
atrsees 40 nimern & do T da fgura
& des midae do priresim sulor escrlog
num autecolante colecado no verso, que
dirsera ainda conlar snalizacae clara da
sy parle supetgn Ag lelres e embolos
que apsecam nas figuras nao poderdo
s marcsortas [ulilizar de preferiinoa
simibolosfletres decakadas], desndi sar
legiveis apts evenbual diminuicao das di-
mensbes da figura.

0 ndmard rasemd de Tiganas & quadios
serd de B para o8 arligos originais e de 5
para os casos dinicos. & inclusSe de figu-
raes 0u Quados & cores 5R0d faita & aepan-
a5 oo AUtonas

7. QUADROS

Dessm sar erssados e folhas GRara-
das, dactiicgralades. a T espacos, identili-
rados com o ndmens de aparecimento no
tente lalgansmes arabasl & com um Hhle
iformatieo re parle superion Ba parle
inferior serdo colocadas bodas as nokas
informnatres [abrevaturas, signifcado es-
tatistacg, eic )l

REVISED

A5 privas lipogralicas serao rediskas
pelos autores, Serd claramerie especili-
tado o prazo para devolucin das proves
reanstag, O ndo cumpnimants do praze
imiplica 8 acanaido peli: aulores da ra-
wisdiodas provas electuads palos seripos
da Resisla.

IMAGENS EM GASTREMTERGLOGIA E
HEPATOLOGHA

Esta seccio do Jormnal Poruguis dae
Gastrentercligia [GEN destra-ge & publi-
tacho de imagens [clivcas, radiologicss,
histolfigicas, cindrgicas) relacdonadas com
{aGs (ashrenterlsgoos ou hapatoldn-
i, Procsder-se-5 & publicacsdo de um
raso por ndmern do GE. A apresenlacio
para publicacao deve respaibar a5 sequin-
lees puprrreses:

1. Pagira da Tiulo: titule, autores alé umn
mawma de frks, Sendacs o Instiluigde, O

thuka ndo dewe conter mais de ot pala-
Wah;

. AS wrnpgens devarao ser OB alavada
quslidade, com walor didschoo & emeis-
das em duplicado. Poderdo ser a cores
oLl 8 prefo @ brancy, Serss publicadas ate
um maxima de Dés iguras. & dirmen-
sies dewerdo silvar-se entre 1251 7o ¢
1Badacm, As legandas desran sercur-
a2 = inlormalivas. Poderdo ser colocs-
dos zatas ou ouiros simbolos numa das
imagers, Devara ser asmnalado no wrso
0NN e 0 P TR BUDH & & DOrSD Bl-
perior da imagem.

I Texto até 200 palavras, sem quadms
ol qralioes, O Teet desse inclur uma oua
Fislires chinms & 2o 5= jusiilicar dados re-
levanies a0 exame obpecing, sxames labo-
rabonias @ solucdo clinica,

&, Poderdo ser nluidas st creo rale-
rénoas &m paging propria sequindo & or-
dem de cilacdo no lexo & mom as regras
oo GE.

5 Em pdgina segarada, dese ser referido
o autor para correspondéncia, endereco,
telsfona, Fag g e-mal

INSTANTANEOS ENDOSCOPICOS

Esla Seccao do "GE - Jomal Porleguils
de Geshrenterpicgia”, dengrenada de
Tralanidneos Endoscipiios”, desng-se
& publicacdo de cascs raros, didéclioos ou
novas tecnicas am Gasantarologia En-

& apresentacis para pubticacdo dese
rappsitar o segunte:

1, Péging da Thake Auteres, Sensca @
Irestitui pac;

¥ Teodto até duas pdginas, formabo b, a
£ BEPANOS & Com oOrpo de laire 12, sam
o

L Adé fris figuras, com pequenas le-
gendas; as liguras relendas podem ser a
cres;

4. Abé cinco referincas bibliografices,
om pdgina propna, seguindo a crdem de
cilagan ro tedio @ o sondo oo a5 re-
gras eslabelecaias [pars as referincias bi-
blingrificas) ras "Hormas de Putlicacio”
oo "GE;

5. Em pagine separada, deve ser rele-
rdo o aukor pars correspondincis & sed

eraiarecn,
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