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Resumo

Introducédo: Cerca de 1 em cada 20 individuos tem risco de desenvolver
carcinoma colo-retal (CCR). Rastreio e prevencao séao fulcrais, em especial nas
populacdes de maior risco, como individuos com Polipose Adenomatosa
Familiar (PAF). O objetivo do trabalho reside em avaliar possibilidades de
modulacdo pela via cicloxigenase-2 (Cox-2) com intuito profilatico ou
terapéutico.

Métodos: Foi realizada uma pesquisa bibliografica na base de dados Pubmed,
limitada a 5 anos e selecionados por titulo e abstract os artigos mais
pertinentes.

Resultados: A Cox-2 é sobre-expressa na maioria dos CCR. Um silenciamento
genético desta enzima in vitro conduz a uma redugdo em numero e tamanho
dos pdlipos. A inibicao farmacol6gica com acido acetilsalicilico ou inibidores
seletivos demonstra efeitos benéficos no risco de desenvolvimento de
adenoma e carcinoma. Como limitacdo encontram-se o0s efeitos laterais
adversos. Alguns estudos demonstram sinergismos com outros farmacos, ou
nutrientes da dieta, que permitem diminuir as doses utilizadas. Novas vias de
modulagdo mais in0cuas encontram-se em estudo.

Conclusdes: A inibicdo farmacologica parece ser benéfica na diminuicdo da
progressdo para CCR. O celecoxib, atualmente utilizado na PAF, parece
superior a outros farmacos por demonstrar efeitos benéficos Cox-2
dependentes e independentes. Novas vias em estudo poderdo ganhar

importancia no futuro.



Palavras-chave: carcinoma colo-retal; acido acetilsalicilico; celecoxib, Polipose
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Abstract

Introduction: About 1 in each 20 individuals is at risk of developing colorectal
carcinoma (CRC). Screening and prevention are important, especially in high-
risk populations such as individuals with Familial Adenomatous Polyposis
(FAP). The aim of the study is to evaluate the modulation of cyclooxygenase-2
(COX-2) with prophylactic or therapeutic purpose.

Methods: | performed the research in Pubmed database, limited to five years
and selected by title and abstract the most relevant articles.

Results: The Cox-2 is overexpressed in the majority of the CRC. Genetic
silencing of this enzyme in vitro leads to a reduction in number and size of
polyps. The pharmacological inhibition with acetylsalicylic acid or selective
inhibitors shows beneficial effects on the risk of developing cancer and
adenoma. As obstacle are the adverse side effects. Some studies show
synergism with other drugs or diet nutrients, which lower the doses used. New
approaches of Cox-2 modulation, more innocuous, are under study.
Conclusions: The pharmacological inhibition appears to be beneficial in
reducing the progression of the CCR. Celecoxib, currently used in the PAF,
seems superior to other drugs and shows beneficial effects by either Cox-2
dependent and independent pathways. New approaches under study may gain

importance in the future.

Keywords: colorectal carcinoma; acetylsalicylic acid; celecoxib; Familial

Adenomatous Polyposis;



Introducéo

A idade média para o diagnostico de carcinoma colo-retal (CCR) ronda os 70
anos de idade e a mortalidade, pela doenca, os 75 anos. Cerca de 1 em cada
20 individuos terd& CCR durante a sua vida, o que representa 5% de
probabilidade de desenvolver esta patologia. Trata-se da quarta neoplasia
responsavel pelo aparecimento de novos casos oncoldgicos nos Estados
Unidos e a segunda com maior taxa de mortalidade estimada, sendo a
sobrevida média aos 5 anos de apenas 64,3% (1).

A compreensdo dos mecanismos subjacentes ao processo de carcinogénese é
fulcral no desenvolvimento de novas estratégias preventivas (2).

A prevencdo poder-se-4 fazer a varios niveis, nomeadamente rastreio de
individuos de risco elevado através de quimioprevencdo baseada no
conhecimento epidemiolégico ou genético (3).

Individuos com alto risco de desenvolverem CCR estdo bem definidos e os
critérios incluem suscetibilidade para a formacao de adenomas, portadores de
doencas inflamatorias intestinais ou CCR prévio, familiares em primeiro grau
com histdria da doenca antes dos 60 anos ou historia familiar de Carcinoma
colo-rectal hereditario nao polip6éide (HNPCC) ou Polipose Adenomatosa
Familiar (PAF) (4).

No CCR, tal como noutras patologias, medidas preventivas e programas de
rastreio sao pilares importantes no contorno da histdria natural da doenca. Uma
atuacdo eficaz a estes niveis pode permitir uma melhoria nas taxas de

mortalidade por CCR, quer por tentativa da diminuicdo da sua incidéncia com



medidas preventivas, quer na detecdo precoce por programas de rastreio que
possibilitem o diagnéstico da doenca em fases mais precoces ou ainda no
desenvolvimento de novos métodos de tratamento que possam ultrapassar
algumas das limitaces atuais (4).

Atendendo as premissas anteriores, justifico a importancia da revisédo
bibliografica relativa ao papel da enzima cicloxigenase 2 (Cox-2) no cancro do
cbélon. Ainda que ndo esteja totalmente esclarecido, existe atualmente
evidéncia da importancia desta enzima na carcinogénese e também da
vantagem da sua inibicdo na reducdo em numero e tamanho de podlipos do
célon. Esta arma terapéutica ja é usada na PAF. Individuos portadores desta
patologia apresentam a formacdo de inimeros pélipos no célon e na auséncia
de protocolectomia preventiva, 100% desenvolvem patologia neoplasica sendo
assim individuos de elevado risco para CCR (5).

E objetivo principal deste trabalho fazer uma reviséo sobre a possibilidade de
modular esta via como medida profilatica ou terapéutica na populacao em geral
ou noutras populagbes de risco como doentes com PAF. A evidéncia da
importancia do papel da Cox-2 na patogénese do CCR, as controvérsias e
limitacbes atuais desta via e 0s novos métodos em evolugcdo que possam
permitir usufruir deste conhecimento e ultrapassar os obstaculos que ainda se
verificam principalmente no que concerne aos efeitos laterais indesejados, sédo

0S pontos a abordar neste trabalho.



Material e métodos

Com o objetivo de avaliar as evidéncias cientificas acerca da possibilidade de
modular a Cox-2 com efeito profilatica ou terapéutica, quer para a populacao
em geral ou em populacdes de risco como doentes com PAF, foi realizada uma
pesquisa bibliografica na basa de dados Pubmed, limitada a 5 anos para,
estudos em humanos e artigos escritos em inglés ou portugués. Combinando
0s termos cyclooxygenase 2, colorectal neoplasm, drug therapy, therapeutic e
prevention and control, foram obtidos 102 resultados. Dos 72 disponiveis, 21
foram excluidos por titulo e abstract e 52 incluidos para leitura. Por se
adequarem aos assuntos pretendidos nesta abordagem, apoés leitura integral
foram selecionados 28 artigos. Dada a importancia e pertinéncia 13 fontes de
informacé&o adicionais foram adicionadas através da bibliografia dos resultados

obtidos na pesquisa inicial.



Resultados

1-Carcinogénese CCR:

NORMAL COLON MUCOSA AT RISK ADENOMAS CARCINOMA
Mucosa JALU,
Submucosa _l_o,,:‘g‘ - fsk"f‘?'; D o At
Musculang S
propria ¥,
Germ-line (inherited) Methylation Protooncogene Homozygous loss of Additional mutations
or somatic (acquired) abnormalibes mutations additional cancer Gross chromosomal
mutations of cancer Inactivation of SUPPressor genes alterations
SUpPressor ganes normal alleles Overexpression of
("first hit™) (*second hit") COX-2
APC p53at 17p13 Tel :
APC at 5q21 : K-RAS at 12p12 LOH at 18q21
poamnin (SMAD 2 and 4) Many genes

Loss of Adenomatous Polyposis Coli (APC) Gene.

Figura 1: Schematic of the morphologic and molecular changes in the
adenoma-carcinoma sequence.

Imagem retirada de Vinay Kumar, Nelson Fausto. Robbins and Cotran Pathologic Basis of

Disease. 7" edicdo, p.863, Copyright Elsevier (2012).

Aceitam-se atualmente duas vias fisiopatoldgicas distintas no desenvolvimento
do CCR, ambas envolvendo como passo fundamental a acumulacdo de

mutacdes genéticas (5).



1.1-Via APC/B-catenina envolvida nos casos esporadicos e PAF:

Inicialmente ocorre um aumento da proliferacdo celular, seguido da formacéao
de adenomas que progressivamente aumentam de tamanho e se tornam
displasicos, culminando na formacéo de carcinoma (5).

A mutacdo do gene adenomatous polyposis coli (APC) (5g21) é a base da PAF
e acredita-se que também nos casos esporadicos seja um evento precoce,
presente em 80%. Codifica uma proteina que se liga aos microtubulos e
promove a adesao celular que atua regulando os niveis de B-catenina. A -
catenina, mediadora da via Wnt/B-catenina, desempenha um papel critico no
desenvolvimento do epitélio intestinal normal. Mais de 80% dos CCR
apresentam inativacdo APC, e 50% dos que ndo apresentam, tém mutacdes da
B-catenina que condicionam uma diminuicdo da sua afinidade para a enzima
GSK-3pB (cinase responsavel pela sua fosforilacéo e degradacéo) (5).

A B-catenina além de participar nos complexos de adesdo celular, tem a
capacidade de atuar como fator de transcricdo caso seja translocada para o
ndcleo. Quando néo se liga a E-caderina, para participar na adesao célula-a-
célula, forma um complexo citoplasmatico que leva a sua fosforilacdo e
consequente degradacao (5).

Com a mutagdo do gene APC, a B-catenina acumula-se no citoplasma e é
translocada para o nucleo onde se liga a uma familia de fatores de transcricéo
designados por factors T-cell ou lymphoid enhancer fator (TCF or LEF). Os
genes ativados pelo complexo B-catenina-TCF interferem na regulacdo da

proliferacéo celular e apoptose (c-Myc e Ciclina D1) (5).
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Outros eventos desta via consistem na mutacdo K-RAS (oncogene), perda de
SMADs, perda da p53 e ativacao da Telomerase, como mostra a Figura 1. (5).
A PAF é uma doenca genética que resulta de uma mutacdo autossomica
dominante no gene APC e que se caracteriza pelo desenvolvimento de
inumeros polipos adenomatosos no colon e reto (forma atenuada até 100,
moderada entre 100 e 1000 e severa para numeros superiores). Sem cirurgia,
os individuos portadores de PAF evoluem invariavelmente para CCR (6).

Em consequéncia dos resultados positivos de um estudo randomizado
prospetivo que estudou o papel do celecoxib na supressdo dos polipos em
individuos com PAF, a Food and drug Administration (FDA) e a European
Medicines Agency (EMEA) aprovaram o uso do celecoxib nestes doentes,
como opcao terapéutica a considerar juntamente com o0s procedimentos
habituais (vigilancia endoscaopica e cirurgia) (6).

O estudo de Huang, K. et al tinha como objetivo avaliar o efeito a longo prazo
do tratamento com celecoxib no prolongamento do tempo até aparecimento da
doenca e o perfil de seguranca do seu uso prolongado. O estudo carece de
dados que permitam avaliar de forma significativa a eficacia a longo prazo do
uso do celecoxib, no entanto a seguranca do seu uso a longo prazo mostrou
que podera ser uma terapéutica aceitavel em doentes com elevado risco de
CCR e baixo de complicac¢des cardiovasculares (CV) (6).

Individuos tratados com 400 mg de celecoxib mostraram uma reducéo de 28%
do namero meédio de polipos e de 31% no somatério dos diametros dos
mesmos quando comparado com placebo. Doses mais baixas que 100 mg

mostraram também resultados positivos, mas em menor escala, tendo sido a
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reducdo do numero médio de polipos de 12% e do somatdrio dos diametros de
14%. A incidéncia de efeitos adversos foi semelhante entre os grupos, sendo
que ambas as doses foram bem toleradas. A dose de 400mg diarios de
celecoxib associa-se a regressao significativa dos adenomas colorectais em

pacientes PAF (6, 7).

1.2-Via da instabilidade de microssatélites envolvida nos casos

esporadicos e HNPCC:

A instabilidade de microssatélites caracteristica do HNPCC aparece em cerca
de 10-15% dos carcinomas esporadicos, enquanto individuos com HNPCC tém
uma mutacdo germinativa dos genes da reparacdo do DNA. Nos casos
esporadicos esta alteracdo € somatica e resulta da ndo transcricdo dos genes
por metilagdo do promotor. E uma via importante de cancerizag&o, pois no caso
de estes doentes necessitarem de quimioterapia adjuvante, respondem mal

aos citotostaticos mais utilizados, como é o caso da 5-fluorouracil (5).

2-Cox2:

O papel da Cox-2 tem sido extensamente descrito, existindo atualmente
multiplas evidéncias quer in vitro quer in vivo de que a inibicdo desta enzima
permite uma diminuig&o no risco de desenvolver CCR (2).

Oshima et al descrevem as primeiras evidéncias genéticas diretas de um papel

da Cox-2 na formacdo de polipos. Mostram que a inducdo da Cox-2 € um
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evento precoce no processo tumoral e sugerem um papel dependente da
expressao genética do gene Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (Ptgs2),
responsavel por expressar a Cox-2, na formacao de pélipos (8).

Para determinar o efeito da auséncia de Cox-2 em modelos animais, mutacdes
knockout do gene Ptgs2, foram introduzidas em modelos animais com
Knockout do gene APC. O grupo Apc (delta716) (+/-) Ptgs2 (+/+) foi usado
como controle positivo. Num periodo de 10 semanas, os modelos animais Apc
(delta716) Ptgs2 (+/-) mostraram a formacéo de 34% do numero de polipos e o
grupo com duplo knockout, Apc (delta716) Ptgs2 (-/-), mostrou a formacédo de
apenas 14% do namero de polipos quando comparados com o grupo controle.
Mostram também uma reducéo do tamanho dos pélipos com a diminuicdo da
expressao de Cox-2 (9).

A perda de funcdo APC cursa com aumento da atividade Cox-2 e
secundariamente da prostaglandina E2 (PGE-2) que tem ac¢bes ao nivel da
mucosa gastrica, reacao inflamatéria, proliferacdo celular e contracao de
musculo liso, Figura 2 (3).

Grande parte da literatura referente a quimioprevencdo do CCR dedica
especial atencéo ao papel desta enzima e aos seus inibidores seletivos e néo
seletivos. A Cox-2 ndo se expressa no epitélio colico normal, mas é induzida
por estimulos inflamatorios e mitGticos, expressando-se marcadamente em
85% dos CCR (10).

Existem duas isoformas da cicloxigenase, a cicloxigenase 1 (Cox-1), forma
constitutiva e a Cox-2, forma induzida. Sao as responsaveis pela producdo de

prostaglandinas e tromboxanos, cujo balanco participa ativamente na reacéo
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inflamatoria, secrecdo da mucosa gastrica, homeostasia ou processos
trombadticos, bem como hemodinamica renal (2).

A atividade peroxidativa da Cox-2 promove a formacdo de carcinogéneos
capazes de provocar danos em genes envolvidos na proliferacdo (11) e
associa-se a promocao tumoral, inibicdo da apoptose, angiogénese e processo
metastatico (2, 9). Evidéncias em modelos animais mostram que o "knockout”
do seu gene resulta na atenuacao da polipose intestinal (9).

Os varios mecanismos que promovem a sobre-expressdo de Cox-2 além de
resultarem no crescimento tumoral, aumentam ainda a atividade de matrix
metalloproteinases (MMP) que aumentam a invasividade (11). A protedlise de
componentes extracelulares da matriz (colagénio IV e laminina) e a atividade
protedlica das gelatinases MMP2 e MMP9 relacionam-se com a progressao e

grau de malignidade do tumor (11).
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Figura 2: Generation of arachidonic metabolites and their roles in inflammation.

Imagem retirada de Vinay Kumar, Nelson Fausto. Robbins and Cotran Pathologic Basis of

Disease. 7" edicao, p.69, Copyright Elsevier (2012).

3-Anti-inflamatorios nao esteroides (AINE):

Vérios estudos sugerem que o risco de desenvolver adenoma e carcinoma
pode ser reduzido em cerca de 40-50% em individuos medicados com &cido

acetilsalicilico (AAS) ou outros AINE quando comparado com os controles (9).
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3.1-Acido acetilsalicilico:

Pela analise de ensaios clinicos que estudam o uso do AAS diaria na
prevencdo primaria e secundaria de acidentes vasculares e em grupos de
elevado risco sem doenca prévia, Rothwell, P. M. et al mostram uma reducao
do risco de morte por cancro em cerca de 20% com o uso do AAS a longo
prazo (20 anos). O efeito protetor do AAS para CCR néo se mostrou evidente
antes dos 10 anos de follow-up. A protecdo a longo prazo parece ser tanto
maior, quanto maior o tempo de tratamento na altura do ensaio (12).

Ainda que modesto, existe evidéncia significativa do efeito benéfico do AAS em
baixa dose, 81 mg, na recorréncia de adenomas em aproximadamente 18%
(9). Verifica-se também uma reducdo de 45% do risco de recorréncia de
adenomas num grupo de individuos com histéria prévia de CCR, quando
tratado com 325 mg de AAS. Concluem ainda que a protegéo verificada varia
com a magnitude do risco da populacdo em estudo (9).

O uso em dias alternados de uma dose de 100 mg de AAS durante 10 anos
nao mostrou potenciar uma reducgao do risco de CCR (13).

O uso de doses iguais ou superiores a 300 mg durante 5 anos mostrou-se
eficaz na prevencgédo primaria de CCR, com um periodo de laténcia de cerca de
10 anos (14).

Doses elevadas de AAS (superiores a 500 mg) estdo associadas a uma
reducdo a longo prazo da incidéncia de CCR, no entanto os efeitos adversos

associados limitam esta prevencéao (15).
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Rothwell, P. M. et al concluiram que o AAS em doses diarias de 75 mg tomada
durante alguns anos tem a capacidade de reduzir a longo prazo quer a
incidéncia, quer a mortalidade devida a CCR (15).

Existem evidéncias de que o AAS é eficaz na prevencdo secundaria de
adenomas por inibir a Cox-2. No entanto para que esta inibicdo ocorra, sdo
necessarias doses superiores as usadas na inibicdo Cox-1 e 0 risco de
hemorragia grave provocada pelo AAS é dose-dependente (15).

A reducédo aproximada de 1 a 5% do risco absoluto de desenvolver CCR com o
tratamento com AAS de pelo menos 5 anos pode ter implicacdes praticas na
clinica. Em jeito de conclusao, individuos com indicacdo para prevencao de
doencas vasculares e indicados para realizarem antiagregantes plaquetarios a
longo prazo, estes resultados podem ser um argumento a favor do uso do AAS
em detrimento de outro farmaco (15).

Apesar de ndao haver uma concordancia entre estudos no que respeita a doses
e tempo de follow-up, de modo geral o efeito benéfico do AAS parece ser tanto
maior quanto maior o tempo de tratamento e a dose utilizada (efeito dose-
dependente). O grau de beneficio parece também ser maior quanto maior o
risco da populacdo em estudo. Em contrapartida a associacdo a efeitos

adversos também parece ser dose-dependente (9, 12-15).

3.2-Inibidores seletivos da Cox-2 (Coxib):

Bresalier, R. S. refere trés importantes estudos que fundamentam um efeito de

protecdo da inibicdo seletiva da Cox-2. The Adenoma Prevention with
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Celecoxib (APC) conclui um efeito dose-dependente na reducdo de novos
adenomas por um periodo de 3 anos em cerca de 33-45% e de 57-66% no
risco de desenvolvimento de adenomas avancados (maior ou igual a 1cm,
histologia vilosa ou tubulovilosa e alto grau de displasia) com o uso de
celecoxib (200 mg ou 400 mg duas vezes ao dia). Revela, no entanto, um risco
de complicacdes CV dose-dependente quando comparado com placebo, sendo
2,3 vezes superior para dose de 200 mg e 3,4 vezes superior para 400 mg (9,
16, 17).

O estudo The prevention of Sporadic Adenomatous Polyps (PreSAP), que
também estuda o papel do celecoxib na dose de 400 mg apresenta resultados
sobreponiveis aos do estudo anterior, mas com um risco CV relativamente
menor de 1,3 quando comparado com placebo (9, 16).

The Adenomatous Polyp Preventios on Vioxx (APPROVe) conclui, pela
administracdo oral e diaria de 25 mg de rofecoxib, uma reducao de 24% na
recorréncia de adenomas e de 30% de adenomas avancados. No entanto o
risco de eventos trombo-embdlicos de 1,92 quando comparado com individuos
tratados com placebo levou a retirada do mercado em 2004 (9).

Estes estudos mostram uma reducao significativa na recorréncia de adenomas
com a inibicdo seletiva da Cox-2 em individuos com historia de adenoma
prévio. No entanto, verifica-se um aumento global de cerca de duas vezes
sobre o risco de complicagbes CV, analisando em conjunto os estudos APC e
PreSAP. O aumento do risco e dos perfis tensionais nestes pacientes parece

ser dose-dependente (9, 16, 17).
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3.2.1-Celecoxib:

Sao propostos para o celecoxib mecanismos de atuacdo alternativos ao
habitual papel na inibicdo de prostaglandinas, que possam ser responsaveis
pelo efeito preventivo que este farmaco pode desempenhar no CCR (18, 19).
Num estudo com o objetivo de avaliar até que ponto os efeitos verificados com
0 uso do celecoxib sdo uma caracteristica apenas sua ou inerente a toda a
classe coxib, apenas o celecoxib e o metilcelecoxib (um analogo estrutural do
celecoxib sem a capacidade de inibir a Cox-2) demonstraram a capacidade de
induzir apoptose e diminuir o crescimento celular. Nenhum dos restantes
coxibs: rofecoxif, etoricoxib, valdecoxib e lumirocoxib, demostrou efeitos
antiproliferativos, sugerindo uma auséncia de efeito da classe e do papel da
Cox-2 (18).

O celecoxib tem a capacidade de afetar seletivamente o0s enterdcitos
transformados por ter como alvo genes e vias patoldgicas envolvidas na
transformacdo, nomeadamente a ciclina D1. O processo de “down-regulation”
da ciclina D1 pelo celecoxib mostra-se como um mecanismo significativo pelo
qual inibe o crescimento celular de células cancerigenas sem afetar as normais
(19).

Ainda que o0s mecanismos moleculares responsaveis pelo efeito
antiproliferativo do celecoxib ndo estejam totalmente esclarecidos, S.
Schiffmann et al sugerem a possibilidade de se tratar de uma combinacéo
sinérgica de varios efeitos Cox-2 independentes dadas as mdultiplas proteinas

gue se encontram reguladas apos o tratamento com o farmaco (18, 20). Foi
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sugerida uma correlacdo entre a eficacia dos farmacos celecoxib e
metilcelecoxib, um analogo estrutural do celecoxib desprovido de efeito sobre a
enzima Cox-2, em inibir a Akt cinase. O mesmo estudo conclui que 0 mesmo
efeito ndo se verifica noutros farmacos inibidores seletivos Cox-2, assumindo
ndo se tratar de um mecanismo Cox-2 dependente, mas sim de uma
caracteristica prépria do celecoxib (18).

O celecoxib tem a capacidade de induzir apoptose e autofagia em células
cancerigenas em oposicao a proteina Bcl-2, que regula negativamente ambos.
A sobre-expressdo da proteina antiapoptoética Bcl-2 atenua a citotoxicidade e
clivagem da caspase-3 induzidas pelo celecoxib. O ABT-737, capaz de
antagonizar a proteina Bcl-2, mostrou potenciar os efeitos do celecoxib. Esta
via pode constituir um novo potencial alvo de estudo, individualmente e/ou em
combinacgéo com o celecoxib (21).

A mutagdo do gene APC ou da B-catenina (menor afinidade para a cinase
GSK-3B) condicionam uma diminuicdo da formagcdo do complexo de
degradacdo e culminam num processo semelhante a ativacdo inapropriada da
via Wnt, como mostra a Figura 3 (5). A acumulagcéo de [(-catenina nuclear
associa-se a transcricdo de genes envolvidos na diferenciacéo, proliferacdo e
sobrevida (C-myc) (5, 22, 23).

Mutacbes de recetores tirosina cinase associam-se a sobrevida e progressao
do CCR, sendo que o c-Met (recetor tirosina cinase) encontra-se sobre
expresso em CCR avancados (pior prognostio). Um dos efeitos major do
celecoxib parece recair na correpressao c-Met e p-catenina. O c-Met como alvo

por inibidores c-Met ou analogos do celecoxib permite uma sinalizacdo
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negativa da via Wnt em pacientes com CCR, que se acompanha pelo aumento
da GSK-3B e consequente fosforilagdo da p-catenina e sua sinalizacdo para a

degradacéo (23).

WNT receptor,
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Figura 3: A-The role of APC in regulating the stability and function of B-
catenina. B-When cells are stimulated by secreted WNT molecules. C-When

APS is mutated or absent.

Imagem retirada de Vinay Kumar, Nelson Fausto. Robbins and Cotran Pathologic Basis of

Disease. 7" edicdo, p.317, Copyright Elsevier (2012).

F. Bozzo et al num estudo onde pretende analisar a eficacia de derivados
dadores de oxido nitrico do celecoxib (potencialmente com menores efeitos CV

adversos), associa ao celecoxib a capacidade de redistribuir a B-catenina na
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célula. A expressédo de beta-catenina nuclear em tumores malignos associa-se
com frequéncia a um comportamento mais agressivo das ceélulas tumorais,
atuando como fator de transcricdo, de genes que promovem a carcinogénese
como referido anteriormente. O tratamento com celecoxib e seus derivados
dadores de oOxido nitrico demonstraram a capacidade de aumentar a fracao
membranosa de [(-catenina e promover um aumento na expressao de E-
caderina na membrana capaz de formar complexos, contribuindo para a
diminuicdo da migracdo celular e invasividade tumoral, aumentando a adeséo

célula a célula (22).

3.3-Efeitos adversos:

O AAS associa-se pela inibicdo Cox-1 ao aumento de complicacdes gastro-
intestinais (Gl) adversas. Mesmo em baixas doses, o risco de hemorragia em
individuos tratados com AAS é 2,5 vezes superior ao risco de individuos
tratados com placebo. Outros estudos concluem existir um risco de
complicacbes hemorragicas por parte dos inibidores seletivos, inferior ao dos
AINE capazes de inibir ambas as isoformas da Cox, ainda que apresentem um
risco superior aos grupos de controlo tratados com placebo (9).

Alguns ensaios adiantam a hipotese da inibicdo cronica da Cox-2, através da
diminuicdo da sintese de prostaciclina (PGI2), exercer efeitos deletérios no
processo de aterogénese, pressdo sanguinea e remodelacdo cardiaca,
aumentando o risco de eventos cardiovasculares nos doentes submetidos a

estes tratamentos (9, 16, 17, 22).
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O rofecoxib associou-se a um aumento na frequéncia de reacdes
cardiovasculares adversas em pacientes com um tempo de tratamento médio
de 7,4 meses (24), apesar de alguns ensaios terem verificado a capacidade em
diminuir a recorréncia de adenomas (25, 26).

Ensaios clinicos e estudos observacionais demonstraram um risco aumentado
de enfarte agudo do miocardio, acidente vascular cerebral, hipertensdo e
paragem cardiaca e conduziram a retirada do rofecoxib e valdecoxib do
mercado em 2004 e 2005 respetivamente. Também a toxicidade hepatica levou
a descontinuacédo da aprovacédo do lumirocoxib nos EUA em 2007 (20).

O celecoxib parece ser mais seguro que outros inibidores Cox-2 seletivos, no
entanto, alguns cuidados adicionais poderdo ser tidos em conta no caso de
pacientes com risco prévio de patologia CV (20).

Bresalier, R. S. conclui que a prevencao de doencas ndo deve passar apenas
pela preocupacdo de uma em particular, e vé o individuo como um todo. Atribui
importancia a ponderacéo de risco e beneficios individualmente (9).

O aperfeicoamento de mecanismos farmacol6gicos que permitam a chegada
do farmaco diretamente a mucosa do colon podera permitir uma reducao
consideravel da dose necessaria e dos efeitos sistémicos colaterais. Estes
mecanismos poderdo passar por pro-farmacos, formulacbes tempo
dependentes, sistemas dependentes de pH ou sistemas de ativacéo pela flora

colonica, mas ainda carecem de mais evidéncias in vivo (27).
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4-Novas vias em estudo:

4.1-Combinacdes entre AINE e outras substancias que potenciem os seus

efeitos benéficos ou conduzem a um “down-regulation” da Cox-2:

Os efeitos sinérgicos conseguidos com uso de inibidores seletivos e nao
seletivos da Cox-2, em combinacdo com outros farmacos, assumem especial
importancia pelo facto de permitirem diminuir as doses usadas e

concomitantemente os efeitos adversos associados ao seu uso.

Esquemas de 5-fluorouracil combinados com inibidor seletivo Cox-2 na
inibicdo de metastases hepéticas do CCR:

O figado é um local importante de metastizacdo do CCR envolvido em 15-25%
dos tumores priméarios na altura do diagnéstico e que mais 35 a 45% dos
doentes desenvolvem no decurso da doenga. O tratamento consiste, sempre
que possivel, na resseccdo hepatica adequada. A sobrevida aos 5 anos € de
apenas 20-50%, apresentando uma taxa de recorréncia de 50% (28). O
tratamento citostatico evolui nos ultimos anos, utilizando-se atualmente
associados aos esquemas com 5-fluorouracil anticorpos monoclonais:
cetuximab no caso do gene k-ras wild-type e bevacizumab no caso de k-ras
mutado. Pelos estudos mostrados em linhagens celulares com elevada
capacidade de metastizacdo (LM-H3), a combinacdo de esquemas com 5-
fluorouracil com um inibidor Cox-2 pode ser utii no tratamento da

quimioprevencao de metastases hepaticas do CCR apds resseccéo primaria do
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tumor ou de uma metastase hepatica (28). Os inibidores Cox-2 demonstram
uma inibicdo significativa, dose-dependente, da capacidade de invasibilidade

das células cancerigenas em parte pela diminuicdo da expressédo de MMP (28).

Regulacdo da expresséo genética por nutrientes da dieta:

No processo de carcinogénese também participam fatores ambientais e uma
dieta personalizada pode ajudar na prevencdo da doenca. O butirato e a
carnitina, nutrientes presentes na dieta diaria, possuem a capacidade de
regulacdo de alguns genes e diminuicdo da expressao de Cox-2. O butirato,
acido gordo de cadeia curta, é capaz de inibir a proliferacdo e induzir apoptose
pela sua capacidade de inibicdo de proteinas reguladoras. A carnitina possui
propriedades antioxidantes e anticarcinogénicas, além de aumentar a semivida
do butirato. Apesar dos beneficios demonstrados in vitro com o uso quer do
butirato, quer da carnitina isoladamente, a combinacdo de ambos foi mais
potente que cada um isoladamente, demonstrando uma reducdo da
proliferacdo até 40% comparando com controlos, e uma inibicdo da sintese de
PGE-2 até 40%. Apenas no que respeita ao aumento da taxa de apoptose, a
combinacdo demonstrou um aumento de 63% e n&o superou o butirato per se,
que foi capaz de incrementar a taxa de apoptose em 85% (29).

A circumina, outro nutriente da dieta, mostrou promover a reducdo da
proliferacédo celular, induzir a apoptose e inibir a Cox-2 (30). Mostrou potenciar
os efeitos do celecoxib permitindo uma inducdo da apoptose com doses 10
vezes inferiores a habitualmente usada. Esta atuacdo sinérgica com os AINE e

inibidores seletivos permite um uso de doses menores, o que possibilita
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contornar as principais limitacdes do seu uso, os efeitos laterais deletérios (31).
Tratando-se de um mecanismo dependente ou independente da Cox-2, a
combinacgéo circumina com celecoxib permitiu uma frenacdo de PGE-2 superior

a verificada com uso isolado do celecoxib (31).

Efeitos antimetastaticos da inibicdo Cox-2 e do “epidermal growth
receptor” (EGFR):

A inibicdo seletiva da Cox-2 promove reducdo do potencial metastatico (28,
32). A PGE-2 tem a capacidade de atuar na motilidade celular por atuacédo nos
recetores EP4 e também por transactivacdo EGFR. A combinacdo entre
Sulindac, um AINE e EKB-569, um inibidor EGFR, mostrou em experiéncias
animais que 50% dos ratos com mutacdo APC+/min ndo desenvolveram
polipos ao contrario do que seria de esperar (33). Estes resultados sugerem
que a inibicdo das vias Cox-2 e EGFR simultaneamente podem ser Uteis no

tratamento e prevengdo do CCR (33).

“Down-regulation” da Cox-2 pela somatostatina:

Tem como alvo fatores endogenos envolvidos no controlo da via e ndo a
inibicdo direta da Cox-2. Pensa-se que a acdo antiproliferativa da
somatostatina advém da sua capacidade de neutralizar a promocdo da
proliferacdo de que a gastrina & capaz no CCR. A hipergatrinemia € um fator
associado a maior risco de CCR segundo Colucci, R et al, e além disso a
maioria dos pacientes apresenta-se com aumento da expressao de gastrina e

Cox-2. Esta acado é mediada por recetores sst5 (maior expressao nas células
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tumorais do que na mucosa normal) e culmina na diminuicdo da producédo de

PGE2. Outros recetores como sst3 estdo também envolvidos (34).

4.2-Vias relacionadas com a Cox2 por explorar:

Inibicdo da enzima 11BHSD2 (11B-Hydroxysteroid dehydrogenase type Il)
e aumento da atividade glicocorticoide na supressao Cox-2:

Os niveis séricos da enzima 11BHSD2 encontram-se aumentados em
adenomas do célon quando comparados com o tecido normal (35, 36). A
inativagdo do cortisol via 11BHSD2 pode ser um importante processo
oncogénico envolvido na proliferacdo celular (36). A inibicdo desta enzima leva
ao aumento da concentracdo do cortisol, promovendo a atividade
glicocorticoide intracelular, condicionando uma supresséao da atividade da Cox-
2 e consequente diminuicdo da PGE-2 (Figura 2) (5, 35). No que concerne aos
efeitos laterais desta via, a seletividade Cox-2 permite isengdo dos efeitos Gl
condicionados pelos AINE classicos (35). Como esta enzima é expressada de
forma quase restrita no colon e nos rins, a inibicdo da sua atividade né&o
pressupde os riscos CV subjacentes aos inibidores seletivos que sédo capazes
de suprimir a producéo de PGI2 nas células endoteliais (35).

Apesar de alguns estudos evidenciarem um efeito da administracdo sistémica
de glicocorticoides na inibicdo do crescimento de algumas linhagens celulares,
este método ndo constitui um bom meio de quimioprevencgdo/quimioterapia
pelos vastos efeitos laterais e risco de imunossupressao (35). Por outro lado, o

aumento da atividade glicocorticoide conseguido com a inibigdo da 11BHSD2 é
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de esperar apenas nos locais onde a enzima se expresse, evitando como tal os
efeitos sistémicos indesejaveis antes referidos (35). O &cido glicirrizico, um
composto existente na raiz de alcacuz, uma planta da familia das leguminosas
com propriedades anti-inflamatérias e capacidade de inibicdo da 11BHSD2,
constitui um excelente protoétipo para estudo desta via (35). Para que possa ser
tida em consideracdo como via alternativa a inibicdo da Cox-2, a inibicdo pela
11BHSD2 devera ser tdo ou mais eficaz e um perfil de seguranca a longo prazo
mais favoravel (36). Em relacdo ao primeiro aspeto o0s estudos parecem
mostrar resultados favoraveis, quanto a questédo do perfil de seguranca a longo
prazo existe a possibilidade de surgirem complicacbées como hipocalémia e
aumento das pressdes arteriais por efeitos a nivel renal (35). A necessidade de
monotorizacdo dos niveis de potassio e das pressfes sanguineas arteriais ndo
devera ser critério de exclusdo automética do uso da inibicdo da enzima
11BHSD2 como estratégia de inibigdo da expressao Cox-2 tumoral. Além disso,
a possibilidade do uso da via entérica e atuacdo local podera constituir um
mecanismo de fuga a estes efeitos laterais e permitir dar um passo em frente

no tratamento do CCR (35).

Ativadores PPARY (peroxisome proliferator activated-recetor Y), como a
pioglitazona, promovem “down-regulation” da Cox-2:

O recetor nuclear PPARY ativado forma um heterodimero com um recetor
nuclear dos retindides, o RXRY, capaz de se ligar a regido promotora do gene
da Cox-2, promovendo um processo do down-regulation da expressdo da

enzima (11). Ciclina D1, C-myc, B-catenina e Cox-2 sao alvos do PPARY (37).
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Agonistas PPARY mostram um efeito inibitério na proliferacdo e no
desenvolvimento de metastases hepaticas de modo dose e tempo dependente
(37).

A eficacia dos agonistas PPARY, tiazolinedionas, e dos agonistas RXRY,
rexinoides, € aumentada pela combinacdo de ambos. A combinacdo atua de
forma sinérgica no estimulo da apoptose (verificou-se um aumento da proteina
Bax e diminuicao Bcl-2), diminuicdo da sobre expressdo Cox-2 e diminuicdo da
capacidade de invaséo (diminui os niveis de MMP2 e MMP9 e a capacidade de
migracdo e por modulacdo no sistem E-caderian/B-catenina). A pioglitazona,
agonista PPARY’, pode ser um candidato para prevencdo e/ou tratamento de
metastases hepaticas (principal local de metastizacdo) em doentes com CCR

(11, 37).

Inducéo de via da apoptose, COX-2 dependente:

Um dos principais problemas no tratamento do CCR reside na resisténcia a
quimioterapia e promocdo da apoptose, devido a acumulacdo de diversas
mutacbes, nomeadamente na proteina pro-apoptotica Bax. A resisténcia a
apoptose resulta na falha do tratamento.(38)

Alguns autores sugerem um aproveitamento da expressdo aberrante da Cox-2
verificada no CCR. A anandamida, um canabindide enddgeno, mostrou-se
capaz de promover a apoptose em linhagens celulares previamente resistentes
(HCT116 Bax-/-). Verificou-se 0 aumento da sensibilidade a apoptose pela
anandamida quando a Cox-2 foi induzida em linhagens com baixa expressao

(SW480) e pelo contrario, diminuicdo da sensibilidade a apoptose quando a
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expressdo de Cox-2 foi suprimida em linhagens que a expressam
abundantemente (HCA7). Esta capacidade de inducdo da apoptose pela
anandamida em células previamente resistentes, mostrou-se dependente da
expressdo da Cox-2, favorecendo uma potencial manipulacdo da sua

expressao aberrante a favor do tratamento (38).

Engenharia genética e manipulacdo do genoma:

Podera no futuro ser uma alternativa inovadora as abordagens farmacoldgicas,
através da inibicdo seletiva da enzima Cox-2 pela interferéncia com o RNA.
Este tipo de tecnologia usa-se com sucesso no silenciamento da proteina Cox-
2 em modelos in vitro, e alguns estudos recaem sobre a possibilidade de
extrapolar este tipo de manipulacdo para novas possibilidades terapéuticas. O
objetivo consiste num silenciamento forte e especifico em determinados
tecidos, que permita uma inibicdo da Cox-2 desprovida de efeitos laterais
indesejados. Um dos principais aspetos a ser alvo de estudo e pesquisa
consiste no vetor que permita este tipo de manipulacdo gendémica na clinica

(39).
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Discussao

O CCR trata-se de uma patologia neoplasica de elevada incidéncia (1 em cada
20 individuos recebera o diagnostico de CCR durante a sua vida) reiterando a
importancia do desenvolvimento de novas estratégias profilaticas e
terapéuticas (1).

Existem evidéncias in vitro e in vivo de um papel da Cox-2 no processo tumoral
e de que a inibicdo da enzima reduz o risco de desenvolver CCR (2).

Vérios estudos demonstraram uma reducao do risco de desenvolver adenomas
ou carcinomas em individuos medicados com AAS ou AINE comparado com
controlos (9).

Alguns autores afirmam a existéncia de um claro papel da Cox-2 no processo
tumoral, corroborado por estudos que mostram a eficacia dos seus inibidores
seletivos e nao seletivos (9), bem como por estudos em que a supressao do
gene responsavel pela Cox-2 conduz, em experiéncias animais, a uma reducao
dréastica do risco de CCR (8). Em menor proporcao, alguns autores, através dos
resultados dos seus estudos colocam em causa o papel da Cox-2 (18). Mesmo
sem um total esclarecimento das vias de patogénese, nem concordancia entre
todos os estudos, o aprofundamento de conhecimentos no papel da enzima
tem permitido abrir novas janelas de oportunidade para a investigacdo. Seja
por mecanismos dependentes ou independentes da Cox-2, alguns farmacos
como o celecoxib, ttm demonstrado resultados positivos. Schiffmann et al,
negam um papel Cox-2 dependente, concluindo que apenas o metilcelecoxib

(um analogo estrutural do celecoxib sem a capacidade de inibir a Cox-2) e o
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celecoxib demonstraram a capacidade de induzir apoptose e diminuir o
crescimento celular num estudo realizado com mais farmacos da mesma
classe. Estes resultados remetem para um papel inerente ao proprio celecoxib
e ndo a toda a classe dos coxib (18).

Véarios agentes orais tém sido testados no combate ao CCR e os farmacos
guimiopreventivos que se mostraram mais eficazes foram o AAS e outros
AINE, por apresentarem capacidade de suprimir a proliferacdo celular dada a
sua capacidade de inibir a sintese de prostaglandinas (40). O uso regular de
AAS reduz o risco de adenomas, CCR e morte pela doenca de uma maneira
dose e tempo dependente, sendo o efeito mais benéfico quanto maior o risco
da populacdo em estudo (12-15).

O tratamento com AAS associou-se a uma reducdo aproximada de 1 a 5% do
risco absoluto de desenvolver CCR, que pode ter implicacdes praticas na
clinica. Em individuos com indicacdo para prevencao de doencas vasculares
pode ser um argumento a favor do uso do AAS em detrimento de outro farmaco
(12-15).

O individuo deve ser visto como um todo, sendo importante a ponderacao de
riscos e beneficios de uma intervencao, especialmente se profilatica.

Os inibidores seletivos da Cox-2, associam-se em alguns estudos a um risco
aumentado de enfarte agudo do miocardio, acidente vascular cerebral,
hipertensdo e paragem cardiaca, 0 que conduziu a retirada do rofecoxib e
valdecoxib do mercado em 2004 e 2005 respetivamente (20, 26). O celecoxib

aparenta ser mais seguro que outros inibidores Cox-2 seletivos, no entanto



32

alguns cuidados adicionais poderdo ser tidos em conta no caso de pacientes
com risco prévio de patologia CV (20).

Apos resultados positivos de um estudo randomizado prospetivo que estudou o
papel do celecoxib na supressdo dos polipos em individuos com PAF a Food
and drug Administration (FDA) aprovou o uso do celecoxib nestes doentes (6).
Algumas questbes acerca do uso prolongado do celecoxib com o intuito
preventivo em individuos com PAF carecem ainda de resposta, nomeadamente
até que ponto estas acdes poderdo ser capazes de substituir, atrasar ou limitar
a extensdo anatoémica de resseccdes do colon e mesmo se serdo capazes de
inibir a progresséao para cancro (7).

Um agente ideal de prevencéo deve ser eficaz, seguro e de custos reduzidos.
O incumprimento de alguns destes pressupostos pode ser aceitavel no caso do
risco de cancro ou das morbilidades associadas a condicdo subjacente serem
elevados, como é o caso de individuos com PAF (30).

Com o objetivo de controlar os efeitos indesejados da inibicdo Cox-2, inUmeros
estudos sugerem combinacdes sinérgicas ou uso de vias que potenciam a
acao dos inibidores Cox-2 e permitam a utilizacao de doses menores (29, 30).
Nas novas possibilidades terapéuticas e profilaticas em estudo, a inibicdo da
enzima 11BHSD2 e aumento da atividade glicocorticoide na supressao Cox-2
mostraram resultados positivos (35, 36), bem como ativadores PPARY
(pioglitazona) na promoc¢édo de “down-regulation” da Cox-2 (11, 37). Outros
estudos particularmente interessantes no contexto sugerem um aproveitamento
da expressédo aberrante da Cox-2 verificada no CCR para colmatar um dos

principais problemas no tratamento desta patologia, que consiste na resisténcia
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a gquimioterapia na promocao da apoptose. Este facto deve-se ao acumulo de
diversas mutacfes na proteina pro-apoptotica Bax e a resisténcia a apoptose
resulta na falha do tratamento. A anadamida (canabindide end6geno) mostrou
ser capaz de induzir apoptose em células previamente resistentes, por uma via
dependente da Cox-2 (38).

Foi demonstrada a capacidade de regulacdo da expressdo genética por
nutrientes da dieta como o butirato e a carnitina. A circumina, por exemplo,
demonstrou também a capacidade de diminuir a dose de AINE e de inibidores
seletivos da Cox-2 (29, 30).

Com um correto programa de rastreio, sera pouco aceitavel um risco CV
acrescido, por farmacos inibidores seletivos da Cox-2, ainda que diminuto, em
individuos previamente saudaveis. Pelo contrario em individuos com baixo
risco de patologia CV, e um risco moderado ou elevado de CCR, os beneficios
da Cox-2 podem compensar os riscos. Efeitos toxicos poderdo ser aceitaveis
em tratamentos inevitaveis, como tratamento de neoplasias avancadas, mas o
limiar de tolerancia de efeitos adversos diminui quando se fala em
quimioprevencao de individuos previamente saudaveis (41).

Mesmo que as terapéuticas quimiopreventivas ndo alcancem a capacidade de
substituir programas de rastreio, poderdao eventualmente permitir reduzir a sua
periocidade e risco de morte pela doenca, especialmente em individuos de alto
risco (41).

Conclui-se que existem multiplas evidéncias de um papel da Cox-2 no
processo tumoral e de que a sua inibicdo farmacolégica é capaz de reduzir o

risco de desenvolver adenomas e CCR. Seja por mecanismos dependentes ou
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independentes da Cox-2 o celecoxib tem demonstrado resultados positivos,
sendo uma das armas ja utilizadas na PAF. O tratamento com AAS associa-se
a uma reducado aproximada de 1 a 5% do risco absoluto de desenvolver CCR e
o0 seu efeito mostra-se dose e tempo dependentes. Combinacbes que
potenciam a inibicdo Cox-2 ou permitam a utilizacdo de doses menores e

consequentemente menores efeitos laterais poderdo ser alternativas futuras.
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Anexos

Figura 1. Schematic of the morphologic and molecular changes in the
adenoma-carcinoma sequence.

Imagem retirada de Vinay Kumar, Nelson Fausto. Robbins and Cotran Pathologic Basis of
Disease. 7" edicao, p.863, Copyright Elsevier (2012).
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Figura 2: Generation of arachidonic metabolites and their roles in inflammation.

Imagem retirada de Vinay Kumar, Nelson Fausto. Robbins and Cotran Pathologic Basis of

Disease. 7° edicédo, p.69, Copyright Elsevier (2012).
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Figura 3: A-The role of APC in regulating the stability and function of (-
catenina. B-When cells are stimulated by secreted WNT molecules. C-When

APS is mutated or absent.

Imagem retirada de Vinay Kumar, Nelson Fausto. Robbins and Cotran Pathologic Basis of

Disease. 7" edicdo, p.317, Copyright Elsevier (2012).
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principais deve ser, pelo menos, da responsabilidade de um dos autores.

Além disso, e cada vez mais, os ensaios multicéntricos sao atribuidos a um autor institucional (ver referéncia feita atras).
Todos os membros do grupo que sdo nomeados como autores, quer numa posigado de autoria junto ao titulo, quer como
nota, devem cumprir por inteiro os critérios de autoria definidos nos Requisitos Uniformes. Membros ou grupos que nao
cumpram estes critérios devem ser mencionados, com a sua licenga, nos agradecimentos ou no apéndice”. (JAMA
1993;269:2282-6).

Em todos os trabalhos com mais de um autor, devera haver referéncia a participagdo dos autores em cada uma das
seguintes rubricas de concepgéo e elaboracéo (podendo cada um ser referido em mais de uma rubrica e sendo o
numero de rubricas a assinalar dependente da estrutura de cada trabalho): 1 — Concepgao e desenho do trabalho; 2 —
Aquisicdo de dados; 3 — Andlise e Interpretagdo dos dados; 4 — Elaboragdo do Manuscrito; 5 — Reviséo Cientifica; 6 —
Revisao Critica; 7 — Analise e Revisdo dos dados Estatisticos; 8 — Pesquisas Bibliograficas; 9 — Estudos Clinicos; 10 —
Obtengao de Fundos e Bolsas; 11 — Supervisdo do Trabalho

Patrocinios e apoios — deverdo ser referidas todas as entidades que patrocinaram o trabalho, as fontes de suporte

financeiro (apoios directos e/ou Bolsas) e eventuais conflitos de interesses.

Autor responsavel pelos contactos — deve estar referido o nome, endereco, telefone e e-mail do autor a quem deve

ser enviada a correspondéncia.

2. Resumo

Os resumos séao redigidos em Portugués e Inglés ndo devendo ultrapassar as 200 palavras no caso de trabalhos
originais e as 120 se se tratar de caso clinico. Os resumos (abstracts) ndo devem conter abreviaturas, referéncias ou
notas em rodapé e devem ser organizados segundo os seguintes items:

Introducgao, explicando porque foi efectuado o corrente trabalho e (Objectivos) qual o seu propdsito principal e as suas
bases de concepcao.

Métodos, descrevendo os doentes, material de laboratério e outros métodos usados. Deve-se aqui identificar claramente
a natureza do estudo, por exemplo: ensaio clinico randomizado, revisao retrospectiva, estudo experimental.
Resultados, apresentando os achados principais, incluindo valores numéricos importantes.

Conclusdes, apresentando as conclusdes principais mas podendo ser mencionadas observagdes controversas ou
inesperadas.

Deve ser um sumario conciso de todo o trabalho e ndo somente das suas conclusdes permitindo a sua compreensao
sem ser necessario ler todo o trabalho.

Seréo seguidos de 3 a 7 palavras-chave, seguindo o MeSH (Medical Subject Headings) do Index Medicus, em

portugués e em inglés, para descrigéo do trabalho para indexagéo.

3. Introducdo, 4. Material e Métodos, 5. Resultados e 6. Discussao

O texto deve ser preciso e conciso, evitando-se repeticdes desnecessarias. Deve incluir referéncia a aprovagao da
Comissao de Etica da Instituicdo e aos métodos estatisticos utilizados. Quando sejam mencionados materiais
especificos, equipamentos ou medicamentos comerciais, deve ser mencionado entre paréntesis o seu nome curto e o
nome do fabricante. Todos os farmacos devem ser referidos pelo seu nome genérico, sendo eventuais referéncias a
nomes comerciais, acompanhadas do nome, cidade e pais do fabricante, feitas em rodapé.

As abreviaturas, que sdo desaconselhadas, devem ser especificadas na sua primeira utilizagdo e usadas depois



consistentemente. Os parametros utilizados devem ser expressos em Unidades Internacionais, com indicagao dos
valores normais. A identificagdo das figuras devera ser feita em numeragao arabe e a dos quadros em numeragao

romana.

O texto principal do trabalho deve ter secgdes separadas de Introdugao, Material e Métodos, Resultados e

Discussao.

Um curto paragrafo de Agradecimentos também pode ser incluido, antes da Bibliografia; s6 deve ser mencionado quem

contribui directamente, de forma cientifica ou técnica, para o artigo.

7. Bibliografia

Deve ser referenciada em numeragao arabe, por ordem de aparecimento no texto. Nos artigos originais ou de revisdo
nao ha limite pré-estabelecido de referéncias. Nos casos clinicos ndo devem ultrapassar as 5. As referéncias de
comunicagdes pessoais e de dados ndo publicados serao feitas directamente no texto, ndo sendo numeradas. Deveréo
ser feitas utilizando as abreviaturas do Index Medicus.

Escreva as referéncias a duplo espago no estilo Vancouver (usando numeros em superscript e apresentando uma lista
completa das referéncias no final do trabalho, pela ordem em que aparecem no texto). Citagdes online devem incluir a
data de acesso. Use o Index Medicus para os nomes dos jornais cientificos. Comunicagdes pessoais e Dados nao
publicados n&o seréo incluidos como referéncias; esta informacéo € para ser incluida no préprio texto com a indicagéo
apropriada: (A. autor, dados n&o publicados) ou (B. Autor, comunicacéo pessoal); estes elementos s6 devem ser usados

se houver autorizagéo.

As Referéncias devem ser apresentadas de acordo com o estabelecido no “Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals”

8. Legendas

Devem ser dactilografadas a dois espagos em folhas separadas e numeradas em sequéncia (uma pagina para cada
legenda). As legendas devem ser numeradas em algarismos arabes pela sequéncia da citagéo no texto, e fornecerem a
informacéo suficiente para permitir a interpretagéo da figura sem necessidade de consulta do texto. Todos os simbolos
(setas, letras, etc.) e abreviaturas existentes devem ser claramente explicadas na legenda. A numeracéo tem de

corresponder a das figuras a que se referem.

9. Figuras

Se nao forem em suporte digital, todas as figuras, imagens e fotografias devem ser enviadas em quadriplicado em fo-
tografia a preto e branco — ou a cores considerando a nota abaixo — (10x14 ou 12x18), ndo montadas e em papel
brilhante, ou em impresséo a impressora laser. Para a sec¢édo Imagens para Cirurgides as imagens poderao ir até 18x24
cm.

Tém de ser bem desenhadas, com boa impressdo ou como fotografia de elevada qualidade, numeradas segundo a
ordem de apresentagao no texto em algarismos arabes. As ilustragdes desenhadas profissional ou semi-
profissionalmente devem ser enviadas sob a sua forma original de desenho a tinta da China, ndo se aceitando
fotocopias.

Radiografias, microfotografias e imagens similares devem ser apresentadas ndo montadas na forma de imagens
impressas brilhantes, transparéncias originais ou negativos e, nas microfotografias, indique o valor do aumento bem
como as coloragdes usadas.

A sua identificagéo sera feita através do numero e do titulo da figura e das iniciais e nome do primeiro autor escritos num
autocolante colocado no verso, que devera ainda conter sinalizagao clara indicando qual a sua parte superior.

As letras e simbolos que aparegam nas figuras ndo poderao ser manuscritas (utilizar de preferéncia simbolos/letras



desenhadas a escantilhdo, decalcadas ou mecanicamente impressas), devendo ser legiveis apds eventual diminui¢cao
das dimensdes da figura em 50%.

As figuras deverao ser brancas em fundos escuros e/ou negras em fundos claros. As fotografias a cores devem ser
enviadas impressas em papel; em alternativa, poderéo ser enviadas em suporte electrénico, desde que digitalizadas em
alta definicdo (ver em baixo).

As fotografias que mostrem doentes ou individuos que possam ser identificados pela imagem original devem ser objecto
de tratamento informatico que cubra de forma eficaz as partes que permitam a identificagdo, mantendo a visdo da zona
de imagem com interesse cientifico. Se for necessaria a imagem identificando o doente é preciso que seja enviado em
conjunto com a(s) imagem(ns) uma autorizagéo, por escrito, do proprio doente ou do seu representante, autorizando a
publicagéo.

Qualquer tabela ou ilustragéo reproduzida de um trabalho publicado deve indicar por completo qual a fonte original e os

autores devem fornecer o documento apropriado de autorizagédo de uso (ver abaixo)

Graficos a preto e branco gerados em computador e impressos em impressoras laser de alta qualidade podem ser
usados para publicagdo. A decis&o técnica da sua possivel utilizagédo sera feita pelos Editores ouvida a Empresa Grafica.
Todas as figuras inapropriadas para publicagdo ou nao seguindo estas regras seréo devolvidas para reviséo e re-envio
em tempo Util de 2 semanas, no caso

de o artigo ter sido aceite para publicagéo.

O material enviado em suporte digital deve ser acompanhado da informag&o necessaria (como acima mencionado) para
a sua total compreenséo.

10. Quadros e Tabelas

Devem ser enviados e devidamente assinalados no texto os locais onde os quadros devem ser inseridos. Se nao for
enviado em formato digital, cada quadro constara numa folha separada e deve ser enviado na dimens&o original. Serao
dactilografados a espacgo duplo. Terdo um titulo informativo na parte superior e serdo numerados com algarismos
romanos pela ordem de apari¢édo no texto. Na parte inferior colocar-se-a a explicagao das abreviaturas utilizadas e
informativas (abreviaturas, significado estatistico,etc). Todas as abreviaturas devem ser explicitadas e as notas de
rodapé as tabelas indicadas com letras mindsculas em superscript. A nota de rodapé devera ter indicagao de publicagao
prévia da tabela.

Deve evitar-se as linhas de separacéo verticais e limitar a utilizagdo das horizontais aos titulos e subtitulos. Os quadros
devem sublinhar e melhorar a informacgéo e nao duplica-la; os dados apresentados em tabelas ndo devem ser repetidos

em graficos.

O material enviado em suporte digital deve ser acompanhado da informag&o necessaria (como acima mencionado) para

a sua total compreenséo.

Estatistica

Os autores s&o responsaveis pela exactiddo das suas afirmagdes, incluindo todos os célculos estatisticos e doses de
medicamentos.

Ao avaliar um manuscrito, os Editores e os revisores irdo considerar o desenho do estudo, a apresentagéo e a analise
dos dados e a interpretagéo dos resultados.

Todas as curvas de sobrevida devem ser acompanhadas por uma tabela indicando o niumero actual de doentes em
risco em cada ponto temporal.

Desenho: os objectivos e tipo (prospectivo, retrospectivo, aleatorio, ...) do estudo devem ser claros, as hipéteses
primarias e secundarias identificadas, os pontos de avaliagdo (end-points) escolhidos e a dimens&o da amostra

justificada.



Apresentacao: sempre que possivel, deve ser usada representagao grafica para ilustrar os principais resultados do
estudo. O uso do desvio padréo e do erro padrao deve ser claramente demonstrado e apresentado entre parentesis
depois dos valores médios.

Analise: os métodos usados para cada analise devem ser descritos. Métodos que ndo sejam de uso comum devem ser
referenciados. Os resultados de testes estatisticos mostrando o valor desse teste, o nimero de graus de liberdade e o
valor P até a terceira casa decimal devem ser relatados. Os resultados das analises primarias deve ser apresentados

usando intervalos de confianga em vez de, ou além de, valores de P.

Etica

Todos os trabalhos apresentados devem estar conformes com as recomendacgdes éticas da declaragéo de Helsinquia e
as normas internacionais de protec¢do ao animal. Material que esteja relacionado com investigagdo humana e
experimentagdo animal deve estar também de acordo com os padrdes do pais de origem e ter sido aprovado pelas
comissoes locais de ética, se for esse o caso de aplicagdo. Consentimentos informados por escrito devem ser obtidos,
dos doentes, responsaveis legais ou executores, para publicacdo de quaisquer detalhes escritos ou fotografias que
possam identificar o individuo. Este consentimento deve ser apresentado juntamente com o manuscrito.

Revisao e Andlise dos Trabalhos

As copias dos trabalhos enviados com o pedido de publicagédo serao enviadas, de forma anénima, a 3 revisores, que se
manterao também andénimos, escolhidos pelos Editores e que receberéo os artigos sob a forma de “informagao
confidencial”, sendo, na medida do possivel, “apagadas” electronicamente do texto referéncias que possam identificar os
autores do trabalho, n&o alterando o sentido do mesmo. Somente os trabalhos que cumpram todas as regras editoriais
serdo considerados para revisdo. Todos os trabalhos que ndo cumpram as regras serao devolvidos aos autores com
indicagdo da(s) omissao(des). A apreciagao dos trabalhos é feita segundo regras idénticas para todos e dentro de prazos
claramente estipulados. O autor responsavel pelos contactos sera notificado da decisdo dos Editores. Somente serdo
aceites para publicagdo os trabalhos que cumpram os critérios mencionados, seja inicialmente, por aceitacdo dos
Revisores, seja apos a introdugédo das eventuais modificagdes propostas (os autores dispde de um prazo de 6 semanas

para estas alteragdes). Caso estas modificagdes ndo sejam aceites o trabalho ndo sera aceite para publicagao.

Antes da publicagao, as provas tipograficas finais serdo — sempre que possivel — enviadas ao autor responsavel pelos
contactos que dispora de 1 semana para as enviar com revisao e correcgao (de forma tipografica e ndo de contetido).
Correcgdes nao tipograficas implicardo um atraso na publicagdo e uma eventual re-avaliagéo do trabalho. Se o trabalho
ndo for enviado dentro do prazo estabelecido, sera publicado conforme as Provas, sob a responsabilidade dos autores,

implicando a aceitagao pelos autores da revisdo das provas efectuada pelos servigos da Revista.

Direitos de Propriedade do Artigo (Copyright)

Para permitir ao editor a disseminagéo do trabalho do(s) autor(es) na sua maxima extensao, o(s) autor(es) tera(do) de
assinar uma Declaragao de Cedéncia dos Direitos de Propriedade (Copyright). O acordo de transferéncia, (Transfer
Agreement), transfere a propriedade do artigo do(s) autor(es) para a Sociedade Portuguesa de Cirurgia e devem entregar
esse acordo original assinado, juntamente com o artigo apresentado para publicagdo. Uma cépia-modelo deste acordo

para ser preenchido e asinado ser-lhe-a enviado por e-mail quando fér recebido o manuscrito.

Se o artigo contiver extractos (incluindo ilustragdes) de, ou for baseado no todo ou em parte em outros trabalhos com
copyright (incluindo, para evitar duvidas, material de fontes online ou de intranet), o(s) autor(es) tem(ém) de obter dos
proprietarios dos respectivos copyrights autorizagao escrita para reproducéo desses extractos do(s) artigo(s) em todos os
territérios e edigdes e em todos os meios de expressao e linguas. Todas os formularios de autorizagdo devem ser

fornecidos aos editores quando da entrega do artigo.



Pedido de Publicagao por E-mail
O manuscrito completo pode ser enviado, por e-mail como um ficheiro Unico Word, acompanhado por uma carta de

pedido de publicagéo para o Editor em http://revista.spcir.com . Se o manuscrito for aceite para revisdo sera necessario,

o posterior envio de toda a documentagéo e texto sob forma fisica.

Apresentacao Electronica

A copia electronica do manuscrito final, revisto, deve ser enviada ao Editor, em conjunto com a cdpia final em papel.

Deve ser mencionado o tipo de programa de software utilizado, a sua versao, o titulo do trabalho, o nome do autor e o
nome da Revista. Podem ser utilizados os programas de processamento de texto mais comuns mas é recomendado o
uso do programa Microsoft Word. O suporte deve ter a seguinte informacéo bem visivel: Revista Portuguesa de Cirurgia /
Titulo abreviado do Trabalho / Nome do primeiro Autor / Sistema Operativo/ Programa de processamento de texto e
versao / Programa de desenho das gravuras e esquemas, e sua versao / Programa de Processamento de Imagem e sua
versao / Formato de compresséo (se for necessario — ainda que nao recomendado — zip, rar, ...)

A extenséo do ficheiro dada pelo programa de software ndo deve ser alterada.

No suporte electronico, ndo devem vir mais ficheiros do que os relacionados com o trabalho. O ficheiro electrénico de
texto ndo deve conter formatagao especial, e deve ser escrito sem tabulagdes, quebra de paginas, notas de cabegalho
ou de rodapé ou fonte especial (usar Arial 12). A fungéo de paginagédo automatica para colocar a numeragéo nas paginas
deve ser usada. E necessaria atengdo ao uso de 1(um) e I(letra L) bem como de O(zero) e O(letra O). O sinal - (menos)
devera ser representado como um hifen precedido de espaco. Se houver no texto caracteres ndo convencionais (letras
gregas ou simbolos matematicos) é necessaria atengao ao seu uso consistente e é necessario enviar separadamente a
lista desses caracteres.

S6 em caso excepcional devera o ficheiro vir sob forma comprimida (zip, rar, winzip) e devera ser feita mengao especifica
a essa situagao.

Se for usado o Microsoft Word deve ser utilizada a fungao prépria de tabelas para construir as tabelas que sejam

necessarias.

Cada imagem deve ser guardada como um ficheiro separado nos formatos TIFF ou EPS e incluir também o ficheiro de
origem. Deve ser mencionado o nome do programa de software, e sua versao, usado para criar estes ficheiros; a
preferéncia vai para programas de ilustragdo e ndo para ferramentas como o Microsoft Excel ou o Microsoft PowerPoint.
As imagens devem também ser enviadas em forma fisica que sera considerada como a final.

a) Imagens/llustragbes em Meios Tons

Estas imagens devem ser guardadas como RGB (8 bits por canal) em formato TIFF. O modo cor ndo deve ser utilizado
se as ilustragdes vao ser reproduzidas em preto e branco uma vez que a definicdo de perde com a conversdo da cor em
tons de cinzento.

Programas adequados: Adobe Photoshop, Picture Publisher, Photo Paint, Paint Shop Pro.

b) Graficos Vectoriais

Estes graficos quando exportados de um programa de desenho devem ser guardados no formato EPS. As fontes usadas
nos graficos devem ser incluidas (com o comando: "Convert text objects [fonts] to path outlines").

N&o devem ser realizados desenhos com linhas muito finas. A espessura minima de linha é de 0.2 mm (i.e., 0.567 pt)
quando medida na escala final.

Programas adequados: Freehand, lllustrator, Corel Draw, Designer.

c) Gréficos elaborados por folhas de calculo: Podem ser aceites, por vezes, graficos exportados para EPS por programas
como o Microsoft Excel, o Microsoft PowerPoint ou o Freelance. Devem ser usados padrdes e ndo cores para o
preenchimento dos graficos ja que as cores se mesclam com os tons de cinzento.



As legendas das figuras e das tabelas devem ser colocadas no fim do manuscrito.

Digitalizagao
Original Modo de Digitalizagéo Resolucao Final Formato
llustragéo a cores RGB (24 bit) 300 dpi TIFF

(foto ou diapositivo)

llustragdo a uma cor Escala de cinzento (8 bit) 300 dpi TIFF

(foto ou diapositivo)

Figura com linhas Linhas 800-1200 dpi EPS

A preto e branco

O original deve ser verificado, ap6s ajuste de dimensao (redugdo ou ampliagéo), se tem, pelo menos, os valores de

resolugdo da tabela acima. S6 se assim for € que a qualidade de impressao da imagem digitalizada sera suficiente.

Outra informagao

Sera enviado, ao autor indicado, um ficheiro .pdf, com a cépia exacta do artigo, na forma final em que foi aceite para
publicagéo, bem como um exemplar da Revista em que o artigo foi publicado, salvo informagéo contraria. Mais
exemplares da Revista podem ser encomendados a custo que sera definido conforme o numero pretendido. Caso o
numero pretendido seja superior a 10 exemplares, esta informagéo devera ser indicada antes da publicacéo.

Nota: Os modelos de cartas, critérios de autoria, declaragéo de Helsinquia, os “Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals” e outros textos acima mencionados estardo disponiveis para consulta e
descarregamento no site da Revista Portuguesa de Cirurgia, http://revista.spcir.com .




