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RESUMO

O trato gastrointestinal € uma estrutura superiormente organizada com origem nas trés camadas
germinativas embrionarias: endoderme, mesoderme e ectoderme. As alteragdes morfoldgicas que
acompanham a sua formacdo sdo relativamente bem conhecidas, no entanto, 0s mecanismos
moleculares subjacentes estdo ainda pouco definidos. A metaplasia intestinal, um processo de
transdiferenciacdo epitelial, € considerada uma lesdo precursora de adenocarcinoma gastrico, uma
neoplasia com graves consequéncias em termos de morbilidade e mortalidade a nivel mundial. Do
mesmo modo que o desenvolvimento embrionario gastrointestinal, as alteragdes moleculares com um
papel no desenvolvimento desta lesdo que recapitula o desenvolvimento intestinal (fora do tempo e do

lugar) sdo também amplamente desconhecidas.

Nesta revisdo, é apresentado, sumariamente, o processo de formagédo do tubo digestivo, desde a
sua idade embrionéria até a idade adulta, sendo descrita com maior pormenor a fase de padronizagdo
antero-posterior, nomeadamente os mecanismos moleculares que poderdo aqui desempenhar uma
fungdo. Ao mesmo tempo, tenta-se estabelecer um paralelismo e perceber quais dos mecanismos

descritos podem, através da sua desregulacao, estar na origem da lesdo metaplasica.

Palavras-Chave: Diferenciacdo Gastrointestinal; Desenvolvimento Gastrointestinal; Metaplasia

Intestinal; CDX2; Fatores de Transcricao.



ABSTRACT

The gastrointestinal tract is an organized structure originated in the three embryonic germ
layers: endoderm, mesoderm and ectoderm. The morphological changes that accompany its formation
are relatively well known, however, the underlying molecular mechanisms are still poorly defined.
Intestinal metaplasia, an epithelial transdifferentiation process, is considered a precursor lesion of
gastric adenocarcinoma, a malignancy with serious consequences in terms of morbidity and mortality
worldwide. In the same way as the gastrointestinal embryonic development, the molecular changes
with a role in the development of this lesion that recapitulates the intestinal development (out of time

and space) are also widely unknown.

In this review we present, briefly, the process of formation of the digestive tract, from its
embryonic age to adulthood, being described in more detail the stage of antero-posterior patterning,
including the molecular mechanisms that may play a role here. At the same time we try to establish a
parallel and understand what mechanisms can, through their deregulation, originate the metaplasic

lesion.

Keywords: Gastrointestinal  Differentiation;  Gastrointestinal Development; Intestinal

Metaplasia; CDX2; Transcription Factors.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

TGI — Trato Gastrointestinal

MI — Metaplasia Intestinal

FT — Fatores de Transcri¢do

AP — Antero-Posterior

EVA — Endoderme Visceral Anterior

PIA — Portal Intestinal Anterior

PIP — Portal Intestinal Posterior

AR — Acido Retindico



INTRODUCAO

O trato gastrointestinal (TGI) consiste num longo sistema tubular que compreende o eséfago,
estdmago, intestino delgado e intestino grosso que se forma a partir da endoderme e da mesoderme,
sendo inervado por células provenientes da terceira camada germinativa, a ectoderme. Trata-se, entéo,
de uma estrutura superiormente organizada e que serve variadas e importantes funcdes, incluindo a

digestéo e absorcdo de nutrientes, funcdo enddcrina e fungdo imunitéaria. (1).

Tal como os outros constituintes do corpo humano, o TGI esté sujeito a ocorréncia de um amplo
leque de patologias, entre as quais a metaplasia intestinal (MI). A Ml é uma leséo pré-neoplésica que
resulta de um processo de transdiferenciacdo do epitélio gastrico num epitélio do tipo intestinal. Esta
lesdo faz parte de uma sequéncia de alteragdes da mucosa gastrica que poderd, em ultima instancia, dar
origem a um carcinoma gastrico (2-5). Embora a sequéncia de alteracbes morfoldgicas que origina
uma neoplasia gastrica seja razoavelmente bem compreendida, os mecanismos moleculares
subjacentes a este processo de diferenciacdo intestinal metaplasico permanecem por elucidar. No
entanto, a alteracdo fenotipica que ocorre na MI parece surgir como resultado da combinagéo da
expressao alterada de fatores genéticos, fatores de transcricdo (FT), vias de sinalizacdo, fatores de

crescimento e silenciamento epigenético (3).

Uma vez que a metaplasia envolve a alteracdo de um fenétipo gastrico para um fenotipo
intestinal, o estudo do desenvolvimento do tubo digestivo pode ser muito Gtil na compreensdo dos
mecanismos subjacentes a este processo. A especificacdo regional do embrido envolve FT que
regulam genes necessarios a varias vias de desenvolvimento especificas. A compreensdo do
funcionamento destes genes na endoderme podera ajudar a perceber o modo como a endoderme

origina diferentes fendtipos ao longo do TGI, e deste modo, como se origina a MI.

Nesta revisdo, ird ser abordado o desenvolvimento embrionério do TGI, dando especial énfase a
padronizacdo antero-posterior (AP) do tubo digestivo e as vias moleculares com um papel na sua
regulacdo, e a partir desse ponto tentar-se-a estabelecer um paralelismo com as vias que poderao estar

envolvidas no desenvolvimento da MI.



METODOS

Para a elaboracdo deste artigo procedeu-se a uma pesquisa na base de dados da Medline, atraves
da Pubmed, usando a seguinte query: (gut OR gastrointestinal OR intestine OR intestinal OR
digestive) AND (differentiation OR development OR organogenesis OR formation OR patterning OR
morphogenesis) AND (endoderm OR endodermal). A pesquisa foi limitada a artigos em lingua
portuguesa ou inglesa publicados nos dltimos 5 anos e 0 campo de pesquisa ao titulo e resumo.
Obtiveram-se um total de 201 artigos, 25 dos quais de revisdo. Dos artigos de revisdo foram excluidos
pelo titulo 16. Dos restantes artigos foram excluidos 127 pelo titulo e 34 pelo resumo, perfazendo um
total de 24 artigos selecionados. Adicionalmente foram selecionados 38 trabalhos referenciados nos
varios artigos obtidos através da pesquisa inicial, perfazendo um total de 62 artigos incluidos nesta
revisdo. Além do mais, foram consultados dois livros sobre o desenvolvimento embrionario do trato

gastrointestinal.

Com esta pesquisa pretendeu-se assim obter um conhecimento base e atual acerca do
desenvolvimento intestinal normal e de seguida perceber quais 0s mecanismos que poderdo estar

implicados no desenvolvimento intestinal metaplasico.



DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

O desenvolvimento do TGI segue uma sequéncia de etapas bem estabelecida, através das quais
multiplos sinais maioritariamente derivados da mesoderme padronizam os futuros dominios intestinais
segundo 4 eixos: antero-posterior (AP), dorsoventral, esquerda-direita e radial (6). De facto, a extensa
troca de informacdo entre a endoderme e a mesoderme é critica para o normal desenvolvimento

intestinal (6-8).

Em grande parte dos vertebrados, incluindo o ser humano, as camadas germinativas primarias
derivam duma camada primitiva pluripotente de células epiteliais designada de epiblasto, que ndo
exibe ainda eixo AP. Um conjunto de células da endoderme visceral, uma camada que rodeia o
epiblasto, a0 mover-se para a zona anterior do embrido forma a endoderme visceral anterior (EVA)

definindo assim o eixo AP inicial do embrido (9).

Durante a 3% semana de gestagdo ocorre a gastrulacdo, o processo através do qual se formam as
trés camadas germinativas primarias: endoderme, mesoderme e ectoderme (10-12). Este processo, que
se inicia pela formacdo da linha primitiva a partir do epiblasto posterior, origina a endoderme

definitiva, pela substituicdo gradual das células da endoderme visceral (9,13).

Vérios fatores estdo envolvidos na regulacdo deste processo de diferenciagdo trilaminar. A
proteina Nodal, um membro da superfamilia TGF-B, tem um papel chave neste processo. Em todos os
vertebrados a via de sinalizagdo Nodal é necesséria e suficiente para iniciar o desenvolvimento da
endoderme e mesoderme, 0 que vem de encontro a evidéncia recente que sugere que a endoderme e
mesoderme surgem a partir de uma célula precursora comum, a célula mesoendodérmica (1,9,13-15).
A exposicdo a sinalizacdo Nodal por parte das células mesoendodérmicas, durante a gastrulacéo,
determina em qual das camadas germinativas estas se diferenciam, com altos niveis de Nodal
promovendo a diferenciacdo endodérmica, e baixos niveis promovendo a diferenciagdo mesodérmica

(1,9,13-16).



A sinalizagdo Wnt parece cooperar com 0 nodal na padronizacdo mesoendodérmica (9,14,15).
No ratinho, quer mutantes nulos para a B-catenina quer wnt3 nao sofrem gastrulagcdo, ndo produzindo

endoderme definitiva ou mesoderme (17).

Além disso, no ratinho foi demonstrado que outro membro da superfamilia TGF-B, a Ativina, é
capaz de mimetizar a funcdo de Nodal ao ligar-se aos mesmos recetores, promovendo assim a

formacé&o de endoderme definitiva (1,7,14,18).

Uma vez que as camadas germinativas primarias estdo estabelecidas através da gastrulacdo, a
endoderme sofre uma complexa série de transformacdes para dar origem ao tubo digestivo, tornando-
se gradualmente padronizada e diferenciada nos varios 6rgédos especificos. Foram identificadas varias
vias de sinalizagcdo como potencias reguladoras deste processo de regionalizacdo. Além disso, foram
também identificados recentemente, varios genes com padrdes de expressao, limitados temporalmente

e espacialmente, especificos de determinadas regifes da endoderme (19).

Através da formacdo de duas invaginacfes endodérmicas opostas, portal intestinal anterior
(PIA) e posterior (PIP) e da sua unido na linha média, ao mesmo tempo que a endoderme lateral se
dobra ventralmente, forma-se um tubo digestivo primitivo encerrado e regionalizado num eixo AP
(intestino anterior cranialmente, intestino posterior caudalmente, e intestino médio entre ambos), no
dia embrionario 9 (€9.0) (1,13,20-22). A camada mais externa deste tubo primitivo é a ectoderme, a
camada mais interna é a endoderme e a separar estas duas camadas estd a mesoderme (10,11). A
camada endodérmica originara o epitélio intestinal. A mesoderme que circunda a camada endodérmica
por sua vez ira condensar-se e diferenciar-se-a na lamina prépria, submucosa, tecido muscular, vasos e

tecido conjuntivo do TGI (6,11,23).

Depois do tubo digestivo estar formado, o epitélio simples do TGI condensa-se e torna-se num
epitélio pseudo-estratificado indiferenciado (€9.5) (1). A morfologia da célula endodérmica permanece
indiferenciada até ao dia e12 (ratinho). Depois da morfogénese, e continuando no periodo pds-natal, 0s
varios tipos celulares do TGI surgem a partir da endoderme indiferenciada, de maneira a originar os
epitélios caracteristicos de cada 6rgao (6,24). No epitélio intestinal adulto podem ser identificados dois

grupos celulares predominantes: células absortivas, designadas de enterdcitos no intestino delgado e
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colondcitos no intestino grosso; e Varios tipos de células secretoras, as células caliciformes, células
caveoladas, enteroenddcrinas e células de Paneth (estas Gltimas apenas no intestino delgado). Todos

estes tipos de células epiteliais sdo derivados de células estaminais multipotentes presentes no epitélio
(D).

A fase de citodiferenciacdo coincide com a formacdo do 5° eixo do TGI, o eixo vilosidade-
cripta, o eixo funcional do intestino, caracterizado pela formag&o de invaginagdes para o interior do
limen, as vilosidades, que compreendem uma base mesodérmica e uma camada endodérmica
(epitelial) composta, entre outras, por células precursoras das diferentes linhagens (6,11,25). O
mesénquima contém, entre outros, miofibroblastos subepiteliais intestinais que se pensa serem 0s

principais reguladores da sinalizacdo mesenquimatosa (6,25).

Simultaneamente, e em conjunto com o alongamento do tubo digestivo, o epitélio intestinal
comega a sofrer uma extensa reorganizagdo, no sentido rostro-caudal, para formar, finalmente, um

epitélio cilindrico simples que recobre a superficie luminal do intestino (1,20,21,26).

Na sequéncia de uma série de eventos rotacionais que resultam no posicionamento correto do
tubo digestivo dentro da cavidade abdominal (10,11,23), a por¢do abdominal do intestino anterior da
origem ao esdfago, estbmago e duodeno proximal (superiormente a ampola do ducto pancreatico). O
intestino médio, por sua vez, diferencia-se na por¢éo distal do duodeno (inferiormente & ampola do
ducto pancreético), jejuno, ileon, cego, célon ascendente e dois tergos proximais do célon transverso.
O intestino posterior origina o terco distal do colon transverso, o célon descendente, cdlon sigmoide e

o reto. (6,11).
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PADRONIZACAO ANTERO-POSTERIOR DO TUBO DIGESTIVO

O processo de padronizacdo é orquestrado essencialmente por duas familias de FT, Hox e
ParaHox, e pode ser dividido em duas fases, a primeira ocorrendo durante a gastrulagcdo ou mesmo

antes, e a segunda depois da formacéo da endoderme definitiva (12).

Foi provado que a endoderme recebe sinais de padronizacdo antes ainda da morfogénese do
tubo digestivo (8,27). De facto, existe assimetria AP tdo precocemente quanto em e5.5-e6 na
endoderme visceral (9), e diferencas regionais, com a expressdo diferenciada de marcadores
moleculares, podem ser detetadas na fase de gastrulacdo (e7.5) (13,14,28,29). Estas observagoes
sugerem que a endoderme nesta fase estd ja subdividida em regifes distintas que originardo os
intestinos anterior, médio e posterior. Deste modo, apesar da formacéo da EVA e da linha primitiva no
inicio da gastrulagdo serem os primeiros sinais de polaridade AP, a formacdo do eixo AP parece
iniciar-se mesmo antes da gastrulacdo (30). Além disso, a expressdo destes marcadores mantém-se
durante a formacdo do tubo digestivo (29), sugerindo que a sua expressdo precoce permite prever 0s
dominios de expressdo numa fase mais avancada. De acordo com isto estid o facto da posicdo das
células progenitoras endodérmicas na linha primitiva de anterior para posterior refletir a sua posicdo

AP no futuro (15).

Uma das moléculas chave, e mais precocemente envolvidas na padronizacdo AP é Nodal. Foi
mostrado que a inativacdo de Nodal provoca a diminui¢do da expressdo do gene Homeobox Hhex, um
marcador endodérmico anterior, e de Shh, um marcador da mesoendoderme anterior (16,30). Em fases
mais tardias da gastrulacdo, as células na linha primitiva mais posterior estdo sob influéncia de
menores niveis de Nodal e tendem a contribuir para a endoderme posterior (13,14). Além disso,
Nodal, através de um gradiente de exposicdo (9,21), regula também a producdo de multiplos FT,
incluindo, entre outros, Foxa2 e proteinas “mix-like” (9,12,14) que parecem ser necessarios para
especificar diferentes regides da endoderme: embrides Foxa2™ exibem defeitos ao nivel dos intestinos
anterior e médio, enquanto que embrides deficientes em MixI1 apresentam defeitos no intestino

posterior (9,15,28).
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Deste modo, a sinalizacdo Nodal, além do papel na diferenciagdo mesoendodérmica, parece
desempenhar um papel secundario na especificacdo anterior (16,30), ou seja, confere identidade

regional anterior & endoderme recém-formada (13,14).

Depois da gastrulacdo, no entanto, as células endodérmicas naive retém plasticidade e ndo estéo,
ainda, destinadas a formacdo de um érgdo especifico (8,14,31). De facto, nesta fase precoce do
desenvolvimento, a endoderme anterior (e7.5) em cultura com mesoderme posterior expressa

marcadores posteriores e vice-versa (8).

Apesar de ndo estar determinada nesta fase final da gastrulacéo, a endoderme esta padronizada
em dominios moleculares A-P distintos, como demonstrado pela expressdo anterior de Hhex, Foxa2 e
Sox2, e Cdx (1, 2 e 4) posteriormente, necessarios para o desenvolvimento do intestino anterior e
posterior, respetivamente, bem como para o estabelecimento do limite entre estes (14,21,28,31,32).
Esta diferenciacdo regional grosseira é progressivamente refinada ao ponto de que ao longo da
somitogénese diversos FT marcam j& os diversos territorios que originardo o es6fago, estbmago,

figado, duodeno, pancreas e intestino delgado e grosso (22).

De facto, depois da formacdo do tubo digestivo primitivo, a endoderme € padronizada
adicionalmente por um conjunto de sinais (instrutivos e permissivos) principalmente provenientes da
mesoderme adjacente, que progressivamente subdividem a endoderme ao longo do eixo AP, primeiro
nos dominios intestinais anterior, médio e posterior, e finalmente em Orgdos primitivos
(14,20,22,28,31). Foi demonstrado inclusivamente que a endoderme géastrica de embrido de galinha
com 4 dias, quando cultivada com mesénquima duodenal, se diferencia em epitélio do tipo intestinal, o
que sugere que o mesénquima é capaz de induzir o epitélio gastrico a diferenciar-se em epitélio

intestinal (33).

No entanto, a endoderme por si s6 é também uma fonte de sinais de padronizacdo, comprovada
pelo envolvimento do FT Sox2 endodérmico, no estabelecimento da juncédo piloro-duodenal (31), bem
como nos limites entre o esofago/estbmago queratinizado anterior e o estbmago glandular posterior

(34), o que nos permite concluir que a informacdo posicional no tubo digestivo ndo € apenas

12



proveniente da endoderme ou mesoderme, mas sim que ambas possuem informacdo parcial que varia

ao longo do desenvolvimento.

Além de Nodal, outras vias que parecem desempenhar um papel relevante na padronizacdo AP
do tubo digestivo incluem Cdx, Wnt, Fgf, Bmp, Sox, &cido retindico (AR), Hedgehog, Hox, Barx1 e

Runx3 (Figura 1).

Familia Cdx

Os embrides mamiferos contém trés genes Homeobox relacionados com o Caudal de
Drosophila com padrdes de expressao sobrepostos na sua regido posterior: Cdx1, Cdx2 e Cdx4 (35-
37). Devido a esta sobreposicéo é provavel que haja redundéncia funcional entre os genes Cdx e que
algum grau de compensacao possa ocorrer em deficiéncias dos seus membros (37). Tanto Cdx1 como
Cdx2, mas ndo Cdx4, sdo também expressos de maneira sobreposta no epitélio do intestino adulto
humano, do duodeno até ao reto (4,36), e desempenham ai um papel no desenvolvimento,

manutengdo, proliferacdo e padronizacao antero-posterior epitelial (38,39).

O membro da familia ParaHox Cdx2 é talvez o FT intrinseco mais importante na padronizacéo
e especificacdo intestinal (36,38,40). Em ratinhos a sua expressdo inicia-se no dia 8.5 (36,41)
predominantemente na endoderme posterior. Por volta do dia e12.5, é apenas expresso na endoderme
intestinal, com um limite claro ao nivel da jun¢do intestino anterior — intestino médio (32,38), com
uma expressao mais marcada na regido que originard o colon proximal, diminuindo em ambas as
direcdes (32,38,39) (Figura 1). Em contraste, o seu gene ParaHox relacionado, Cdx1, s6 é expresso no
embrido a partir do dia e12.5, com uma expressdo em crescendo ao longo do eixo AP, mais intensa no
cblon distal (Figura 1), e ndo parece ter um papel preponderante no desenvolvimento intestinal
(35,36,38,39). Em contraste com evidéncia anterior (40), foi mostrado recentemente que a expresséo
de Cdx1 ndo é afetada pela perda de Cdx2 em ratinhos em €13.5. No entanto, mutantes nulos para
Cdx1 exibiram uma reducdo de expressdo de Cdx2, consistente com uma regulagdo cruzada entre 0s

membros Cdx (36).
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Estudos knockout in vivo (32) e estudos de expressdo aumentada (42) indicam que Cdx2 esta
envolvido na morfogénese e na diferenciacdo do epitélio intestinal, regulando a expressao de genes
Hox (32), bem como de genes diferenciadores intestinais, entre os quais MUC2 (39,43), e a sua
deficiéncia resulta na formacdo de mucosa gastrica em vez de intestinal (41). De facto, foi relatada a
expressdao de Sox2 na endoderme, e Barxl na mesoderme, genes caracteristicamente gastricos
(24,34,44,45), no intestino médio de embrides Cdx2" e Cdx2" (41). A expressdo de Barxl nestes
embrides e a demonstracdo da expressao de genes intestinais, entre os quais Cdx2, na mucosa gastrica
de mutantes nulos Barx1 (45), indicam a existéncia de uma ansa de feedback negativo entre Barx1 e

Cdx2.

A delecdo de Cdx2 em ratinhos afeta preponderantemente a formacao e crescimento intestinal.
Gao et al. mostraram que intestino deficiente em Cdx2, de facto, sofreu uma transformagéo anterior,
para um epitélio do tipo pavimentoso caracteristico do eséfago (40), concordante com a ativagdo de
um programa de diferenciacdo do intestino anterior na zona posterior do tubo digestivo, sugerindo que
0 Cdx2 normalmente reprime a diferenciacdo do intestino anterior no tubo digestivo posterior. Além
disso foi também concluido que o Cdx2 é essencial para a expressdo inicial e/ou manutencédo
subsequente de varios FT proé-intestinais, incluindo Cdx1. A auséncia de Cdx1, apesar de em
desacordo com um trabalho recente (36), vem de encontro a outros resultados (35) e sugere que a sua
ativacdo esta diretamente dependente de Cdx2, o que reflete a sua expressao sequencial na endoderme
(40). No entanto, no mesmo trabalho, surpreendentemente, foi constatado que, perante a deficiéncia de
Cdx2, o cddigo Hox entérico primario manteve-se e, adicionalmente, a expressdo de outros genes tais
como Barx1 manteve-se inalterada o que suporta a ideia que o intestino deficiente em Cdx2, apesar de

sofrer uma transformacao de posterior para anterior, mantém ainda relativa identidade AP (40).

Noutro trabalho recente, Grainger et al. mostraram que a perda de Cdx2 em ratinhos no dia
e13.5, ou seja numa fase mais tardia, provocou a transformacao parcial do epitélio intestinal para uma
identidade pildrica, com expressdo aumentada de marcadores géstricos, entre 0s quais 0 Sox2, e
diminuicdo do marcador intestinal IFABP (36), resultados em acordo com o estudo previamente citado

(40) comprovando uma anteriorizacéo do trato intestinal aquando da perda de Cdx2.
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Em conjunto, estes estudos permitem concluir que a perda de Cdx2 afeta a padronizacédo
intestinal de uma forma dependente do tempo, com uma perda mais precoce a resultar numa

transformacao anterior mais marcada.

Através destes estudos, concluimos entdo que o Cdx2 é necessario, numa fase inicial, para
estabelecer uma identidade posterior da endoderme e reprimir uma identidade anterior (40), e, numa
fase mais tardia, para manter a identidade A-P (36,40), o que sugere que uma combinacdo de
moléculas responsaveis pela padronizacdo A-P, referidas adiante, entre as quais Wnt, Fgf, Bmp e AR,
integrem a sua sinalizacdo e regulem a atividade Cdx2 na endoderme, funcionando Cdx2 como um
ponto de convergéncia destas vias (46,47) (Figura 2). De facto, os mecanismos pelos quais a expresséo
de Cdx2 é regulada parecem ser complexos e sdo ainda amplamente incompreendidos. Além do mais
as diferentes vias de sinalizacdo terdo provavelmente diferentes efeitos sobre a expressdo de Cdx2 em

periodos diversos do desenvolvimento (1).

Tanto Cdx1 como Cdx2, além de expressos de forma restrita no epitélio do intestino delgado e
cdlon humanos, sdo também expressos ectopicamente em lesdes de MI humana do estdmago (43,48).
A expressdo ectopica de Cdx2 no estbmago de ratinho resulta na transformag&o de mucosa gastrica em
mucosa do tipo intestinal, ou seja, no desenvolvimento de MI, comprovada pela presenca de células e
genes especificos intestinais, alteragfes idénticas as observadas em MI humana, 0 que comprova a
capacidade deste gene homeobox na especificacdo intestinal epitelial ectopica e o seu papel central na
inducdo da MI (42,48). Tal como Cdx2, e mais importante que a demonstragdo da sua expressao, foi
mostrado também que ratinhos transgénicos com expressdo de Cdx1 no estdmago desenvolvem Ml

(49).

A associacdo de Cdxl e Cdx2 com a expressdo da mucina MUC2 (43), marcadora de
diferenciacdo intestinal (50), e a sua expressdo aumentada em tecidos displasicos e neoplasicos
géstricos (4), € outro ponto a favor da hipétese de que estes genes estdo envolvidos na diferenciacdo

intestinal durante a carcinogénese gastrica.

Concluindo, estes resultados sugerem que o0s genes Cdx, principalmente Cdx2, sdo essenciais

para o estabelecimento da identidade intestinal (Figura 2), mas também sugerem um papel, através de
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programas independentes, de Cdx1 e de Cdx2 na transdiferenciacdo da mucosa gastrica para um tipo
intestinal caracteristico da M, apesar da manutencao da diferenciacao intestinal parecer dependente da

presenca de Cdx2 (43).

Familia Fgf

Dentro da familia Fgf, o Fgf4 em especial parece ter um papel importante na padronizagdo
antero-posterior do tubo digestivo, tanto durante a gastrulacdo como numa fase mais tardia. (8,27). Foi
demonstrado que sinalizacdo Fgf é necessaria para a expressdo normal dos trés genes Cdx durante a
fase de gastrula (46). No ratinho e galinha foi demonstrado que a endoderme que ndo recebe
sinalizagdo Fgf4 desenvolve caracteristicas de intestino anterior, enquanto a endoderme mais posterior
é progressivamente programada apds exposicdo a concentracdes mais altas deste FT, através da
expressdo de Cdx (Figura 2) e da inibicdo da expressdo dos genes anteriores Hhex e Foxa2. A
exposicdo da endoderme na fase tardia de gastrula ao Fgf4 resulta na expressdo anterior de genes que
normalmente sdo posteriores, tais como o Cdx e Pdx1 (8,27). Foi recentemente reportado que o Fgf2, e
ndo Fgf4, poderé ser o principal sinalizador Fgf com funcdo de padronizacdo em células estaminais

humanas (51).

Posto isto, parece razoavel sugerir que o gradiente de expressdo mesodérmica de Fgf iniciado
na gastrulacdo possa estar envolvido no estabelecimento do dominio de expressdao de Cdx2, com

resultante especificacdo final da mucosa intestinal.

Familia Bmp

As Bmp sdo proteinas de sinalizacdo pertencentes & superfamilia TGF-f cruciais para o normal
desenvolvimento intestinal, contribuindo para a sua padronizacdo, desenvolvimento e diferenciacéo

(52,53). Experiéncias em zebrafish, Xenopus e galinha sugerem que, durante os estadios precoces de
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desenvolvimento (gastrulagdo), a sinalizagdo Bmp promove o desenvolvimento da endoderme

posterior (52,54,55).

No intestino esta via de sinalizacdo, através de Bmp2 e Bmp4, é uma mediadora chave na
manutenc¢do da diferenciacdo e da arquitetura do epitélio intestinal. Foi demonstrado que estes FT
estdo aumentados e ativos juntamente com Cdx2 na MI e regulam positivamente a sua expressao
(Figura 2), bem como de MUC2, nas linhagens de células géstricas, através de vias candnicas,

nomeadamente Smad4, um transdutor da sinalizacdo Bmp (53).

Familia Wnt

A sinalizagdo Wnt é evidente precocemente no desenvolvimento gastrointestinal e em €6.5 € ja
regulada de forma diferenciada na endoderme visceral ao longo do eixo AP, sendo mais intensa no seu

lado posterior do que no seu lado anterior (17).

Foi descoberto recentemente que a sinalizagdo Wnt ativa Cdx2 precocemente na endoderme
(Figura 2), levando a uma migracdo posterior da endoderme definitiva através da indugdo de um
programa genético intestinal nas células endodérmicas anteriores (56). Mutantes duplos nulos Tcf1/4,

em e8.5, ndo formam o PIP e perdem a expresséo de marcadores da endoderme posterior (57).

Em sapos e zebrafish, a sinalizagado Wnt/B-catenina, de forma semelhante ao Fgf, é necessaria e
suficiente para promover o desenvolvimento intestinal posterior e inibir o desenvolvimento anterior

(14).

Mais tardiamente, a repressdo da via de sinalizagdo Wnt, incluindo TcfU/Tcfd4™ ou o ligando
Whntb5a em ratinho, resulta num desenvolvimento intestinal incompleto com diminuicdo da expressao
de Cdx2 e uma expanséo posterior do marcador anterior Sox2, consistente com uma anterioriza¢ao do
TGI (57), fendtipo muito semelhante a perda de Cdx2 em €13.5 (36). Pelo contréario, ativar Wnt mais

anteriormente pode causar MI, semelhante a observada em humanos (28).
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Endoderme derivada de células estaminais exposta a wnt3a aumenta a expressao de Cdx2 (18).
Foi demonstrado ainda que a expressdo de Wnt3a e Wnt5a esta diminuida em resposta a diminuicdo de
Cdx e que aumentando a expressdo de Cdx aumenta a expressdo dos genes Wnt (37), o que em
conjunto com o facto de ratinhos sem expressdo de Wnt3a e Cdx2 apresentarem fendtipos semelhantes
(32) e com os resultados acima citados, sugere a existéncia de uma ansa de feedback positivo entre

estas duas vias para o normal desenvolvimento posterior.

Muito recentemente foi demonstrado que a ativacao da sinalizacdo Wnt é suficiente para induzir
a diferenciagdo intestinal a partir de endoderme derivada de células estaminais humanas e de ratinho
(56), ao contrario de outro trabalho (7) onde foi necessaria a expressdo simultanea de sinais Wnt e Fgf

para indugéo de diferenciacéo intestinal.

Concluimos entdo que a diferenciacdo de estruturas mais anteriores, tais como o estdmago,
requer a repressdao da via Wnt (24,45), enquanto que o desenvolvimento do tubo posterior esta

dependente de Wnt (57).

Familia Sox

FT gastricos, tais como o0s genes Sox, poderdo estar também envolvidos no desenvolvimento de
MI. Sox2 é normalmente expresso na mucosa gastrica, com expressdo muito atenuada ou mesmo
ausente no epitélio intestinal (34,44), mas a sua expressdo esta diminuida na Ml (44), o que podera
indiciar uma inibicdo bidirecional entre Sox2 e Cdx com um papel relevante na origem da MI. Além
do mais, o es6fago de ratinhos mutantes Sox2 expressa ectopicamente genes normalmente expressos
no epitélio intestinal. No entanto ndo se observa aumento da expressao dos genes Cdx1 e Cdx2, o que
sugere que apesar de haver uma libertacdo de repressdo de genes glandulares, ndo h4d uma mudanga de

diferenciagdo de linhagem de es6fago para intestino (34).
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QOutras vias de sinalizacdo

O AR é importante na promoc¢do da formacdo do intestino posterior (58), estimulando
diretamente a expressao de genes Cdx (59) (Figura 2). Pelo contrério, o intestino anterior s se forma

na auséncia de AR (59).

No estbmago a expressao de Shh, um membro da familia Hedgehog, é reduzida pela infecdo por
H. Pylori, um fator desencadeante de MI, e est4 ausente na MI (20). Ratinhos Shh™ apresentam
transformacdo intestinal do estdmago (60), 0 que em conjunto sugere que Shh poderéa estar envolvido
no aparecimento da MI. No entanto, ndo foram observadas células caliciformes no epitélio, nem foi
documentada expressdo de Cdx2 nem de MUC2, e os marcadores gastricos permaneceram expressos,
0 que sugere que o Shh pode ser importante para restringir a expressao de marcadores gastricos mas
ndo ha evidéncia de MI, ndo se podendo excluir, no entanto, para ja um papel de Sox2 na sua etiologia

(20).

MutagBes nos genes Hox indicam que estes sdo também necessarios para o desenvolvimento do
TGI: a expressao anterior do gene Hoxal3 posterior resulta na transformacéo do estdbmago em epitélio
intestinal (28), e a expressdo andémala de Hoxdl3 no intestino médio de galinha causa o

desenvolvimento de intestino posterior (6).

A especificacdo do estbmago necessita do Barx1, um FT exclusivo da mesoderme géstrica. A
perda de funcdo de Barxl afeta profundamente a diferenciacdo gastrica, sem afetar a diferenciacao
intestinal, com a expressdo de marcadores intestinais (Cdx2) ectopicamente ativados no estdmago
distal (24,45). A expressdo de Barx1 é transitoria, ocorrendo apenas durante a organogénese, sendo
deste modo, improvavel que participe na manutencdo da mucosa gastrica ou na prevencdo da MI em
adultos. No entanto, a MI pode resultar em parte de uma lesdo induzida pela reativagéo de sinalizacéo

Whnt durante a vida adulta, quando Barx1 ndo esta presente para a inibir (24).

No ser humano, a expressao de Runx3 estd marcadamente diminuida na Ml (61), e em ratinhos,
células epiteliais gastricas Runx3” diferenciam-se in vivo em células do tipo intestinal com express&o

de Cdx2, o que podera significar que a perda de Runx3 podera ser o evento desencadeador da

19



expressdo de Cdx2 no estbmago com resultante diferenciagdo intestinal, e que na mucosa géastrica

normal Cdx2 serd inibido direta ou indiretamente por Runx3 (62).

Um estudo recente demonstrou a possivel existéncia de Pinin como um regulador adicional da

expressdo de Cdx2 (47).
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REGULACAO CRUZADA ENTRE AS VIAS DE SINALIZACAO

A informacdo disponivel até ao momento suporta um modelo em que fatores posteriorizantes
como Cdx, Wnt, Fgf4 e Bmp, entre outros citados, progressivamente estabelecem regides cada vez
mais posteriores da endoderme. O modo como estas diversas vias de sinalizagéo interagem entre si e,
nomeadamente, como regulam a expressdo de Cdx2, tanto na mucosa intestinal normal como em
estados metaplasicos, isso sim, esta amplamente por esclarecer. No entanto, varias interacdes

moleculares sao ja evidentes.

Além da regulacdo de diversas vias sobre a expressdo de Cdx2, como foi ja explicitado, foi
também j& sugerida a existéncia de regulacdo cruzada entre os diversos FT. Foi demonstrado ser
necessaria atividade sinérgica em simultaneo das vias Wnt e Fgf para induzir a formag&o sustentada da
linhagem posterior endodérmica com expressao de Cdx2 (7,46). Fgf4 e AR parecem também cooperar

sinergicamente na inducéo posterior da endoderme, estimulando a expresséo de Cdx2 (59,63).

Outros FT endodérmicos, nomeadamente da familia Sox (Sox2 e Sox9), contrabalancam o
efeito destes FT posteriorizantes, sugerindo que a demarcacao entre as células gastricas e intestinais
possa envolver o balanco entre as a¢fes antagonistas de Sox2 e destas vias, entre as quais a via Wnt
(35,64). Realmente, parece claro que o antagonismo entre uma via Wnt/Cdx2 promotora intestinal e

uma via Barx1/Sox2 determinam os limites entre o estdbmago e o intestino (31,41).

Outro possivel mecanismo através do qual os diversos FT citados, incluindo Cdx2, controlam a
identidade dos segmentos do TGI é através da regulacdo direta da expressao de genes Hox em
dominios precisos ao longo do eixo AP (28), servindo os genes Hox para integrar toda a informagao

reguladora e conferir informagéo posicional ao longo do eixo boca-anus (6).

Além das vias de sinalizagdo citadas, multiplas mutacGes somaticas especificas no epitélio
metaplasico foram sugeridas como potenciais biomarcadores desta lesdo, podendo ajudar a entender 0s
processos subjacentes ao seu desenvolvimento, sendo alguns dos marcadores mais promissores até a
data a presenca de aneuploidia, ativacdo da telomerase, perda de heterozigotia de p53 e expressdo

aumentada de ciclina D1 (3,5).
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CONCLUSAO

O estudo do desenvolvimento intestinal, nomeadamente a nivel molecular, é uma &rea de
conhecimento ainda bastante limitada, mas com um grande potencial de gerar conhecimento acerca do
desenvolvimento intestinal normal e metaplasico e, a partir dai, dar-nos capacidade de intervir na sua

progressao.

Como foi possivel constatar, os genes Cdx, nomeadamente Cdx2, parecem ser de facto os
reguladores principais da diferenciacdo intestinal normal, bem como parecem estar largamente
envolvidos no processo de transdiferenciagdo epitelial metaplasico. No entanto, o controlo da
expressao genética quer ao longo do desenvolvimento intestinal quer na Ml é bastante complexo e
parece depender de varias familias de moléculas de sinalizagdo além de Cdx, entre as quais Fgf, Bmp
e Wnt. De facto, apesar de complexo, o conhecimento até a data sugere que os genes envolvidos na
diferenciacdo intestinal normal estdo, de algum modo, envolvidos no desenvolvimento da MI. A
medida que o conhecimento nesta area aumenta, no entanto, é cada vez maior o nimero de potenciais
candidatos a desempenhar uma funcdo neste processo e aumentam também os resultados

contraditorios a este respeito, 0 que poderd ser um entrave & definicdo clara dos mecanismos

envolvidos na MI.

Tendo em consideracdo que a MI se comporta como uma lesdo precursora de displasia e
neoplasia gastrica, sdo necessarios estudos mais extensos sobre a origem molecular da Ml se
pretendermos prevenir o desenvolvimento desta neoplasia em individuos que possuam esta lesdo e

assim limitar as consequéncias nefastas deste processo neoplasico.
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Figura 1 — Localizagdo de varios genes com um papel na padronizagdo antero-posterior
durante o desenvolvimento normal do trato gastrointestinal. E evidenciada a
sobreposicdo da expressao de varios genes, tanto a nivel anterior como posterior, mas é
notoria a existéncia de um gradiente antero-posterior de expressao com alguns genes
restritos ao trato gastrointestinal anterior (Sox2, Barxl e Runx3) e outros restritos ao

trato posterior (Cdx1 e 2, Fgf, Wnt, Bmp e Acido Retindico).
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Figura 2 — Fatores de transcri¢cdo envolvidos no processo de diferenciagdo intestinal.
Note que as diversas vias de sinalizacdo envolvidas podem, por um lado, regular
diretamente este processo ou por outro lado atuar sobre Cdx, funcionando este como um

ponto de convergéncia das diversas vias de sinalizacdo.
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ANEXOS

Normas de publicagdo da revista “Arquivos de Medicina”.



Estasinstrugdes seguem os “Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals” (disponivel em URL: www.icmje.org).

Os ARQUIVOS DE MEDICINA publicam investigacdo original
nas diferentes areas da medicina, favorecendo investigacido de
qualidade, particularmente a que descreva a realidade nacional.

Os manuscritos sdo avaliados inicialmente por membros do corpo
editorial e a publicacdo daqueles que forem considerados adequados fica
dependente do parecer técnico de pelo menos dois revisores externos. A
revisdo é feita anonimamente, podendo os revisores propor, por escrito,
alteragoes de contetido ou de forma ao(s) autor(es), condicionando a
publicagdo do artigo a sua efectivagao.

Todos os artigos solicitados serdo submetidos a avaliagdo externa e
seguirdo omesmo processo editorial dos artigos de investigacdo original.

Apesar dos editores e dos revisores desenvolverem os esforgos
necessarios para assegurar a qualidade técnica e cientifica dos manus-
critos publicados, a responsabilidade final do contetido das publicagdes
é dos autores.

Todos os artigos publicados passam a ser propriedade dos ARQUI-
VOS DE MEDICINA. Uma vez aceites, os manuscritos ndo podem ser
publicados numa forma semelhante noutros locais, em nenhuma lingua,
sem o consentimento dos ARQUIVOS DE MEDICINA.

Apenas serdo avaliados manuscritos contendo material original
que ndo estejam ainda publicados, na integra ou em parte (incluindo
tabelas e figuras), e que nao estejam a ser submetidos para publicagio
noutros locais. Esta restri¢do ndo se aplica a notas de imprensa ou a
resumos publicados no ambito de reunides cientificas. Quando existem
publica¢des semelhantesa que é submetida ou quando existirem davidas
relativamente ao cumprimento dos critérios acima mencionados estas
devem ser anexadas ao manuscrito em submissao.

Antes de submeter um manuscrito aos ARQUIVOS DE MEDICINA
os autores tém que assegurar todas as autorizagdes necessarias para a
publicacdo do material submetido.

De acordo com uma avaliagdo efectuada sobre o material apresen-
tado arevista os editores dos ARQUIVOS DE MEDICINA prevém publicar
aproximadamente 30% dos manuscritos submetidos, sendo que cerca
de 25% serdo provavelmente rejeitados pelos editores no primeiro més
apos a recepgdo sem avaliacdo externa.

Artigos de investigacao original

Resultados de investiga¢do original, qualitativa ou quantitativa.

O texto deve ser limitado a 2000 palavras, excluindo referéncias e
tabelas, e organizado em introdug¢do, métodos, resultados e discussao,
com um maximo de 4 tabelas e/ou figuras (total) e até 15 referéncias.

Todos os artigos de investigacdo original devem apresentar resu-
mos estruturados em portugués e em inglés, com um maximo de 250
palavras cada.

Publicagdes breves

Resultados preliminares ou achados novos podem ser objecto de
publicagdes breves.

O texto deve ser limitado a 1000 palavras, excluindo referéncias e
tabelas, e organizado em introdug¢do, métodos, resultados e discussao,
com um maximo de 2 tabelas e/ou figuras (total) e até 10 referéncias.

As publicagdes breves devem apresentar resumos estruturados em
portugués e em inglés, com um maximo de 250 palavras cada.

Artigos de revisao

Artigos de revisdo sobre temas das diferentes areas da medicina e
dirigidos aos profissionais de satde, particularmente com impacto na
sua pratica.
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Os ARQUIVOS DE MEDICINA publicam essencialmente artigos de
revisdo solicitados pelos editores. Contudo, também serdo avaliados
artigos de revisao submetidos sem solicitagdo prévia, preferencialmente
revisdes quantitativas (Meta-analise).

O texto deve ser limitado a 5000 palavras, excluindo referéncias e
tabelas, e apresentar um maximo de 5 tabelas e/ou figuras (total). As
revisdes quantitativas devem ser organizadas em introdu¢do, métodos,
resultados e discussao.

As revisdes devem apresentar resumos ndo estruturados em por-
tugués e em inglés, com um maximo de 250 palavras cada, devendo ser
estruturados no caso das revisdes quantitativas.

Comentarios

Comentarios, ensaios, analises criticas ou declaragdes de posicdo
acerca de topicos de interesse na area da satude, designadamente politi-
cas de saude e educagdo médica.

O texto deve ser limitado a 900 palavras, excluindo referéncias e
tabelas, e incluir no maximo uma tabela ou figura e até 5 referéncias.

Os comentarios ndo devem apresentar resumos.

Casos clinicos

Os ARQUIVOS DE MEDICINA transcrevem casos publicamente
apresentados trimestralmente pelos médicos do Hospital de S. Jodo
numa selecgdo acordada com o corpo editorial da revista. No entanto é
bem vinda a descri¢do de casos clinicos verdadeiramente exemplares,
profundamente estudados e discutidos. O texto deve ser limitadoa 1200
palavras, excluindo referéncias e tabelas, com um maximo de 2 tabelas
e/ou figuras (total) e até 10 referéncias.

Os casos clinicos devem apresentar resumos nao estruturados em
portugués e em inglés, com um maximo de 120 palavras cada.

Séries de casos

Descri¢des de séries de casos, tanto numa perspectiva de tratamento
estatistico como de reflexdo sobre uma experiéncia particular de diag-
nostico, tratamento ou prognostico.

O texto deve ser limitado a 1200 palavras, excluindo referéncias e
tabelas, organizado em introdugdo, métodos, resultados e discussao,
com um maximo de 2 tabelas e/ou figuras (total) e até 10 referéncias.

As séries de casos devem apresentar resumos estruturados em por-
tugués e em inglés, com um maximo de 250 palavras cada.

Cartas ao editor

Comentarios sucintos a artigos publicados nos ARQUIVOS DE MEDI-
CINA ourelatando de forma muito objectiva os resultados de observagdo
clinica ou investigacdo original que nao justifiquem um tratamento mais
elaborado.

O texto deve ser limitado a 400 palavras, excluindo referéncias e
tabelas, e incluir no maximo uma tabela ou figura e até 5 referéncias.

As cartas ao editor ndo devem apresentar resumos.

Revisoes de livros ou software

Revisoes criticas de livros, software ou sitios da internet.

O texto deve ser limitado a 600 palavras, sem tabelas nem figuras,
com um maximo de 3 referéncias, incluindo a do objecto da revisao.

As revisdes de livros ou software ndo devem apresentar resumos.

A formatacdo dos artigos submetidos para publica¢do nos ARQUI-
VOS DE MEDICINA deve seguir os “Uniform Requirements for Manus-
cripts Submitted to Biomedical Journals”.

Todo o manuscrito, incluindo referéncias, tabelas e legendas de
figuras, deve ser redigido a dois espagos, com letra a 11 pontos, e justi-
ficado a esquerda.

Aconselha-se a utilizagao das letras Times, Times New Roman, Cou-
rier, Helvetica, Arial, e Symbol para caracteres especiais.

Devem ser numeradas todas as paginas, incluindo a pagina do titulo.
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Devem ser apresentadas margens com 2,5 cm em todo o manuscrito.

Devem ser inseridas quebras de pagina entre cada secgao.

N&o devem ser inseridos cabegalhos nem rodapés.

Deve ser evitada a utilizagdo ndo técnica de termos estatisticos como
aleatorio, normal, significativo, correlagdo e amostra.

Apenas sera efectuada a reprodugdo de citagdes, tabelas ou ilustra-
¢Oes de fontes sujeitas a direitos de autor com citagdo completa da fonte
e com autorizag¢des do detentor dos direitos de autor.

Unidades de medida

Devem ser utilizadas as unidades de medida do Sistema Interna-
cional (SI), mas os editores podem solicitar a apresentacdo de outras
unidades ndo pertencentes ao SI.

Abreviaturas

Devem ser evitados acréonimos e abreviaturas, especialmente no
titulo e nos resumos. Quando for necessaria a sua utilizagdo devem ser
definidos na primeira vez que sdo mencionados no texto e também nos
resumos e em cada tabela e figura, excepto no caso das unidades de
medida.

Nomes de medicamentos

Deve ser utilizada a Designagdo Comum Internacional (DCI) de
farmacos em vez de nomes comerciais de medicamentos. Quando forem
utilizadas marcas registadas na investigacdo, pode ser mencionado o
nome do medicamento e o nome do laboratério entre paréntesis.

Pagina do titulo

Na primeira pagina do manuscrito deve constar:

1) o titulo (conciso e descritivo);

2) um titulo abreviado (com um maximo de 40 caracteres, incluindo
espagos);

3) os nomes dos autores, incluindo o primeiro nome (ndo incluir
graus académicos ou titulos honorificos);

4) a filiagdo institucional de cada autor no momento em que o tra-
balho foi realizado;

5) o nome e contactos do autor que devera receber a correspondén-
cia, incluindo endereco, telefone, fax e e-mail;

6) os agradecimentos, incluindo fontes de financiamento, bolsas de
estudo e colaboradores que ndo cumpram critérios para autoria;

7) contagens de palavras separadamente para cada um dos resumos
e para o texto principal (ndo incluindo referéncias, tabelas ou figuras).

Autoria

Como referido nos “Uniform Requirements for Manuscripts Sub-
mitted to Biomedical Journals”, a autoria requer uma contribui¢do
substancial para:

1) concepgdo e desenho do estudo, ou obtengdo dos dados, ouandlise
e interpretacgdo dos dados;

2) redacgdo do manuscrito ou revisdo critica do seu contetdo
intelectual;

3) aprovagao final da versdo submetida para publicagao.

A obtencdo de financiamento, a recolha de dados ou a supervisdo
geral do grupo de trabalho, por si s6, ndo justificam autoria.

E necessario especificar na carta de apresentagio o contributo de
cada autor para o trabalho. Esta informacdo sera publicada.

Exemplo: José Silva concebeu o estudo e supervisionou todos os
aspectos da sua implementagdo. Anténio Silva colaborou na concepgao
do estudo e efectuou a andlise dos dados. Manuel Silva efectuou arecolha
de dados e colaborou na sua andlise. Todos os autores contribuiram para
a interpretagdo dos resultados e revisdo dos rascunhos do manuscrito.

Nos manuscritos assinados por mais de 6 autores (3 autores no caso
das cartas ao editor), tem que ser explicitada a razdo de uma autoria
tdo alargada.

E necessaria a aprovagio de todos os autores, por escrito, de quais-
quer modificagdes da autoria do artigo apds a sua submissao.

Agradecimentos

Devem ser mencionados na sec¢do de agradecimentos os colabora-
dores que contribuiram substancialmente para o trabalho mas que nao
cumpram os critérios para autoria, especificando o seu contributo, bem
como as fontes de financiamento, incluindo bolsas de estudo.
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Resumos

Os resumos de artigos de investigagdo original, publica¢cdes bre-
ves, revisdes quantitativas e séries de casos devem ser estruturados
(introdugdo, métodos, resultados e conclusdes) e apresentar contetido
semelhante ao do manuscrito.

Os resumos de manuscritos ndo estruturados (revisdes ndo quanti-
tativas e casos clinicos) também ndo devem ser estruturados.

Nos resumos ndo devem ser utilizadas referéncias e as abreviaturas
devem ser limitadas ao minimo.

Palavras-chave

Devem ser indicadas até seis palavras-chave, em portugés e em
inglés, nas paginas dos resumos, preferencialmente em concordancia
com o Medical Subject Headings (MeSH) utilizado no Index Medicus. Nos
manuscritos que ndo apresentam resumos as palavras-chave devem ser
apresentadas no final do manuscrito.

Introdugao

Deve mencionar os objectivos do trabalho e a justificagdo para a
sua realizacgdo.

Nesta sec¢do apenas devem ser efectuadas as referéncias indispen-
saveis para justificar os objectivos do estudo.

Métodos
Nesta sec¢do devem descrever-se:
1) a amostra em estudo;
2) alocalizagdo do estudo no tempo e no espago;
3) os métodos de recolha de dados;
4) andlise dos dados.

As consideragdes éticas devem ser efectuadas no final desta sec¢do.

Analise dos dados

Osmétodos estatisticos devem ser descritos com o detalhe suficiente
para que possa ser possivel reproduzir os resultados apresentados.

Sempre que possivel deve ser quantificada a imprecisdo das es-
timativas apresentadas, designadamente através da apresentagdo de
intervalos de confianga. Deve evitar-se uma utilizagao excessiva de testes
de hipdteses, com o uso de valores de p, que ndo fornecem informagao
quantitativa importante.

Deve ser mencionado o software utilizado na andlise dos dados.

Consideracdes éticas e consentimento informado
Os autores devem assegurar que todas as investiga¢des envolvendo
seres humanos foram aprovadas por comissdes de ética das instituicdes
em que a investiga¢do tenha sido desenvolvida, de acordo com a Decla-
racdo de Helsinquia da Associagdo Médica Mundial (www.wma.net).
Na sec¢do de métodos do manuscrito deve ser mencionada esta
aprovagdo e a obtengdo de consentimento informado, quando aplicavel.

Resultados

Os resultados devem ser apresentados, no texto, tabelas e figuras,
seguindo uma sequéncia logica.

Nao deve ser fornecida informagdo em duplicado no texto e nas ta-
belas ou figuras, bastando descrever as principais observagdes referidas
nas tabelas ou figuras.

Independentemente da limitagdo do nimero de figuras propostos
para cada tipo de artigo, s6 devem ser apresentados graficos quando
da sua utilizagdo resultarem claros beneficios para a compreensao dos
resultados.

Apresentacio de dados nimericos

A precisdo numérica utilizada na apresentag¢do dos resultados ndo
deve ser superior a permitida pelos instrumentos de avaliagdo.

Para variaveis quantitativas as medidas apresentadas ndo deverdo
ter mais do que uma casa decimal do que os dados brutos.

As proporgdes devem ser apresentadas com apenas uma casa
decimal e no caso de amostras pequenas ndo devem ser apresentadas
casas decimais.

Os valores de estatisticas teste, como t ou x?, e os coeficientes de cor-
relacdo devem serapresentados com um maximo de duas casas decimais.

Os valores de p devem ser apresentados com um ou dois algarismos
significativos e nuncanaformade p=NS, p<0,05 oup>0,05,namedidaem
a informagdo contida no valor de P pode ser importante. Nos casos em



que o valor de p é muito pequeno (inferior a 0,0001), pode apresentar-

-se como p<0,0001.
Tabelas e figuras

As tabelas devem surgir apds as referéncias. As figuras devem surgir
apos as tabelas.

Devem ser mencionadas no texto todas as tabelas e figuras, numera-
das (numeragdo arabe separadamente para tabelas e figuras) de acordo
com a ordem em que sdo discutidas no texto.

Cada tabela ou figura deve ser acompanhada de um titulo e notas
explicativas (ex. defini¢des de abreviaturas) de modo a serem compre-
endidas e interpretadas sem recurso ao texto do manuscrito.

Paraasnotas explicativas das tabelas ou figuras devem ser utilizados
os seguintes simbolos, nesta mesma sequéncia:

SHESILT T

Cada tabela ou figura deve ser apresentada em paginas separadas,
juntamente com o titulo e as notas explicativas.

Nas tabelas devem ser utilizadas apenas linhas horizontais.

As figuras, incluindo graficos, mapas, ilustragdes, fotografias ou
outros materiais devem ser criadas em computador ou produzidas
profissionalmente.

As figuras devem incluir legendas.

Os simbolos, setas ou letras devem contrastar com o fundo de foto-
grafias ou ilustragoes.

A dimensao das figuras é habitualmente reduzida a largura de uma
coluna, pelo que as figuras e o texto que as acompanha devem ser facil-
mente legiveis apds reducio.

Na primeira submissdo do manuscrito ndo devem ser enviados
originais de fotografias, ilustra¢des ou outros materiais como peliculas
de raios-X. As figuras, criadas em computador ou convertidas em for-
mato electrénico ap6s digitalizacdo devem ser inseridas no ficheiro do
manuscrito.

Uma vez que a impressao final sera a preto e branco ou em tons de
cinzento, os graficos nio deverdo ter cores. Graficos a trés dimensoes
apenas serao aceites em situagoes excepcionais.

A resolucdo de imagens a preto e branco deve ser de pelo menos
1200 dpi e a de imagens com tons de cinzento ou a cores deve ser de
pelo menos 300 dpi.

Aslegendas, simbolos, setas ou letras devem ser inseridas no ficheiro
da imagem das fotografias ou ilustragdes.

Os custos da publicacdo das figuras a cores serdo suportados pelos
autores.

Em caso de aceitacdo do manuscrito, serdo solicitadas as figuras nos
formatos mais adequados para a produgdo da revista.

Discussao

Na discussdo ndo deve ser repetida detalhadamente a informagdo
fornecida na sec¢do dos resultados, mas devem ser discutidas as limi-
tacoes do estudo, a relagdo dos resultados obtidos com o observado
noutras investigacoes e devem ser evidenciados os aspectos inovadores
do estudo e as conclusdes que deles resultam.

Eimportante que as conclusdes estejam de acordo com os objectivos
do estudo, mas devem ser evitadas afirmagdes e conclusdes que nio se-
jam completamente apoiadas pelos resultados da investigacdo em causa.

Referéncias

Asreferéncias devem ser listadas apds o texto principal, numeradas
consecutivamente de acordo com a ordem da sua citagdo. Os nimeros
das referéncias devem ser apresentados entre parentesis. Nao deve ser
utilizado software para numeragdo automatica das referéncias.

Pode ser encontrada nos “Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals” uma descri¢do pormenorizada do
formato dos diferentes tipos de referéncias, de que se acrescentam
alguns exemplos:

1. Artigo

e Vega K], Pina I, Krevsky B. Heart transplantation is associated

with an increase risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med

1996;124:980-3.

2. Artigo com Organizagdo como Autor

» The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise
stress testing.safety and performance guidelines. Med ] Aust 1996;
64:282-4.

normas de

3. Artigo publicado em Volume com Suplemento

e Shen HM, Zhang QF. Risk assessment of nickel carcinogenicity
and occupational lung cancer. Environ Health Perspect 1994; 102
Suppl 1:275-82.

4. Artigo publicado em Nuimero com Suplemento
payne DK, Sullivan MD, Massie M]. Women's psychological reactions
to breast cancer. Semin Oncol 1996;23 (1 Suppl 2):89-97.

5. Livro
Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses.
2nd ed. Albany (NY): Delmar Publishers;1996.

6. Livro (Editor(s) como Autor(es))
NormanIJ, Redfern SJ, editores. Mental health care for elderly people.
New York: Churchill Livingstone;1996.

7. Livro (Organizagdo como Autor e Editor)
Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid
program. Washington: The Institute;1992.

8. Capitulo de Livro

Phillips S], Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH,
Brenner BM, editors. Hypertension: pathophysiology, diagnosis,
and management. 2nd ed. New York: Raven Press;1995. p. 465-78.

9. Artigo em Formato Electrénico

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg
Infect Dis [serial online] 1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun 5]; 1 (1):
[24 screens]. Disponivel em: URL: http://www.cdc.gov/ncidod/
EID/eid.htm

Devem ser utilizados os nomes abreviados das publica¢des, de acor-
do com o adoptado pelo Index Medicus. Uma lista de publicagcdes pode
ser obtida em http://www.nlm.nih.gov.

Deve ser evitada a citagdo de resumos e comunicagdes pessoais.

Os autores devem verificar se todas as referéncias estdo de acordo
com os documentos originais.

Anexos

Material muito extenso para a publicagdo com o manuscrito, desig-
nadamente tabelas muito extensas ou instrumentos de recolha de dados,
podera ser solicitado aos autores para que seja fornecido a pedido dos
interessados.

Conflitos de interesse

Os autores de qualquer manuscrito submetido devem revelar no
momento da submissao a existéncia de conflitos de interesse ou declarar
a sua inexisténcia.

Essainformacgdo serd mantida confidencial durante a revisdo do ma-
nuscrito pelos avaliadores externos e ndo influenciara a decisao editorial
mas sera publicada se o artigo for aceite.

Autorizagoes
Antes de submeter um manuscrito aos ARQUIVOS DE MEDICINA os
autores devem ter em sua posse os seguintes documentos que poderdo
ser solicitados pelo corpo editorial:
- consentimento informado de cada participante;
- consentimento informado de cada individuo presente em foto-
grafias, mesmo quando forem efectuadas tentativas de ocultar a
respectiva identidade;
- transferéncia de direitos de autor de imagens ou ilustragdes;
- autorizagdes para utilizagdo de material previamente publicado;
- autorizagdes dos colaboradores mencionados na sec¢do de agra-
decimentos.

Os manuscritos submetidos aos ARQUIVOS DE MEDICINA devem ser
preparados de acordo com as recomendagdes acima indicadas e devem
ser acompanhados de uma carta de apresentagao.

2010; 4(5):167-70
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Carta de apresentacao
Deve incluir a seguinte informagao:
1) Titulo completo do manuscrito;
2) Nomes dos autores com especificagdo do contributo de cada um
para o manuscrito;
3) Justificagdo de um ntimero elevado de autores, quando aplicavel;
4) Tipo de artigo, de acordo com a classificacdo dos ARQUIVOS DE
MEDICINA;
5) Fontes de financiamento, incluindo bolsas;
6) Revelagao de conflitos de interesse ou declaragdo da sua auséncia;
7) Declaragdo de que o manuscrito ndo foi ainda publicado, na in-
tegra ou em parte, e que nenhuma versao do manuscrito esta a ser
avaliada por outra revista;
8) Declaragdo de que todos os autores aprovaram a versiao do ma-
nuscrito que esta a ser submetida;
9) Assinatura de todos os autores.

E dada preferéncia a submissio dos manuscritos por e-mail (sub-
mit@arquivosdemedicina.org).

O manuscrito e a carta de apresentacdo devem, neste caso, ser
enviados em ficheiros separados em formato word. Deve ser enviada
por fax (225074374) uma cépia da carta de apresentagdo assinada por
todos os autores.

Se ndo for possivel efectuar a submissdo por e-mail esta pode ser
efectuada por correio para o seguinte enderego:

ARQUIVOS DE MEDICINA

Faculdade de Medicina do Porto

Alameda Prof. Herndni Monteiro

4200 - 319 Porto, Portugal

Os manuscritos devem, entdo, ser submetidos em triplicado (1
original impresso apenas numa das paginas e 2 cpias com impressao
frente e verso), acompanhados da carta de apresentagao.

Osmanuscritosrejeitados ou o material que os acompanhanao serdo
devolvidos, excepto quando expressamente solicitado no momento da
submissdo.
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A aceitagdo dos manuscritos relativamente aos quais forem solicita-
das alteragdes fica condicionada a sua realizagdo.

Aversao corrigida do manuscrito deve ser enviada com as alteracdes
sublinhadas para facilitar a sua verificacdo e deve ser acompanhada

duma carta respondendo a cada um dos comentérios efectuados.
Os manuscritos s6 poderdo ser considerados aceites apés confirma-

¢do das alteragdes solicitadas.

Uma vez comunicada a aceitagdo dos manuscritos, deve ser enviada
a sua versao final em ficheirto de Word©, formatada de acordo com as
instrugdes acima indicadas.

No momento da aceitagdo os autores serdo informados acerca do
formato em que devem ser enviadas as figuras.

Arevisdo das provas deve ser efectuada e aprovada por todos os au-
tores dentro de trés dias Uteis. Nesta fase apenas se aceitam modificagoes
que decorram da correcgdo de gralhas.

Deve ser enviada uma declaragdo de transferéncia de direitos de
autor para os ARQUIVOS DE MEDICINA, assinada por todos os autores,
juntamente com as provas corrigidas.



