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Resumo

O sistema do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é um regulador
critico da angiogénese conhecido por promover o crescimento e invasédo tumoral no
carcinoma colorretal (CCR). Por estas razdes, 0 VEGF emergiu como o principal alvo das
abordagens antiangiogénicas da oncologia. As terapéuticas alvo anti-VEGF foram
inicialmente desenvolvidas com o conceito de que iriam inibir o crescimento de novos vasos
sanguineos e, assim, privar os tumores do oxigénio e nutrientes essenciais. Contudo tornou-
se cada vez mais evidente que o beneficio terapéutico associado a este tratamento €
complexo e provavelmente envolve varios mecanismos.

O bevacizumab é atualmente o Unico inibidor do VEGF com provas claras de eficacia
no CCR, mas a sua utilizagdo ideal nos varios estadios da doencga ainda se encontra sob
investigacao. Apesar do bevacizumab ter demonstrado melhorar a sobrevida livre de
progressao e a sobrevida global no carcinoma colorretal metastatico, ndo parece oferecer
beneficios a longo prazo no tratamento adjuvante ou nas terapéuticas-alvo combinadas. A
sua utilizagéo ideal e sequenciamento com as outras modalidades terapéuticas, como a
cirurgia, precisam de ser aperfeigcoadas.

Outras terapéuticas biolégicas continuam a ser desenvolvidas e discutidas, mas
ainda néo existe um consenso de qual sera o melhor alvo tumoral, nem de quais as
moléculas antitumorais a usar no tratamento do CCR metastatico. Além disso, o
desenvolvimento de biomarcadores é essencial para ajudar na selecao dos pacientes que
mais provavelmente responderdo a terapia antiangiogénica, e assim racionalizar os

tratamentos e melhorar os resultados.

Palavras-chave: angiogénese, VEGF, alvo terapéutico, terapia antiangiogénica,

bevacizumab, carcinoma colorretal.



Abstract

The vascular endothelial growth factor system (VEGF) is a critical regulator of
angiogenesis known to promote tumor growth and invasion in colorectal cancer (CRC).
Indeed VEGF has emerged as the main target for antiangiogenic approaches in oncology.
Initially VEGF-targeted therapies were developed with the objective to inhibit new blood
vessel growth and thus starve tumors of necessary oxygen and nutrients. However It has
become increasingly apparent that the therapeutic benefit associated with this therapy is
complex, and probably involves multiple mechanisms.

Currently bevacizumab is the only VEGF inhibitor with clear proof of efficacy in CRC
but the optimal use in various stages of the disease is still under investigation. Despite
bevacizumab have shown to improve outcomes in terms of progression-free and overall
survival in metastatic CRC, it does not appear to provide long-term benefit in the adjuvant
setting or in combined targeted therapy. Their optimal application and sequencing with other
treatment modalities such as surgery need to be refined.

Others biotherapies continue to be developed and discussed, but these don’t present
a consensus of how to best target the tumor nor which anti-tumoral molecules to use in the
treatment of metastatic CRC. Furthermore, the development of biomarker is essential to aid
selection of patients that probably respond to antiangiogenic therapy rationalizing the

medical treatments and improving outcomes.

Key-words: angiogenesis, VEGF, therapeutic target, antiangiogenic therapy, bevacizumab,

colorectal carcinoma.
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LISTA DE ABREVIATURAS

5-FU — 5-fluorouracilo

BRITE — Bevacizumab Regimens: Investigation of Treatment Effects and safety
CCR - carcinoma colorretal

CCRm — carcinoma colorretal metastatico

DCE-MRI — ressonéncia magnética dindmica contrastada

DCs — células dendriticas

EGFR - recetor do fator de crescimento epidérmico (epidermal growth factor receptor)
EPCs — células progenitoras endoteliais

FDA — Food and Drug Administration

FOLFIRI — irinotecano, 5-FU infusional, leucovorina

FOLFOX — 5-FU infusional, LV, oxaliplatina

HPCs — células progenitoras hematopoiéticas

IFL — irinotecano, 5-FU em bélus, leucovorina

LV — leucovorina (acido folinico)

NSABP — National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project
OS — sobrevida global (overall survival)

PFS — sobrevida livre de progresséo (progression free survival)
PIGF — fator de crescimento placentario (placenta growth fator)
QT — quimioterapia

RTK — recetor tirosina-cinase

TKI — Inibidores tirosina-cinase

VEGF - fator de crescimento do endotélio vascular

XELOX — capecitabina, oxaliplatina



INTRODUCAO

O carcinoma colorretal (CCR) é a segunda maior causa de morte por cancro em
ambos 0s sexos, e a taxa de mortalidade especifica por doenca € de aproximadamente 33%
no mundo ocidental. Em todo o mundo, mais de um milhdo de pessoas vai desenvolver
carcinoma colorretal anualmente(1-3).

Ao longo dos ultimos anos a mortalidade tem diminuido progressivamente
provavelmente em consequéncia de um diagndstico mais precoce, da utilizacdo do rastreio,
da melhoria nos procedimentos cirdrgicos, e por abordagens quimioradioterapéuticas mais
eficazes. No entanto e apesar destes avancgos a taxa de sobrevida aos 5 anos ainda é
inferior a 60% na maioria dos paises europeus(4). Esta sobrevida € ainda inferior no grupo
de doentes com CCR metastatico (CCRm), para o qual a cirurgia néo oferece a
possibilidade de cura. A quimioterapia paliativa pode melhorar a sobrevida, diminuir os
sintomas, melhorar a qualidade de vida dos doentes com CCRm(3).

A angiogénese apresenta um papel crucial na sobrevivéncia, invasao local, e
metastizacdo das células tumorais, e por isso tem-se tornado um importante alvo na
terapéutica do cancro(5). As células tumorais que se dividem rapidamente fazem aumentar
0 seu suprimento sanguineo, desencadeando uma sobreregulacdo de mediadores
proangiogénicos, o que promove a formacao de novos vasos sanguineos necessarios para
sustentar o crescimento tumoral. Entre esses mediadores, o fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) parece ser o regulador chave deste processo e por essa razdo
tem emergido como o principal alvo para abordagens terapéuticas antiangiogénicas na

oncologia(5, 6).



BIOLOGIA DA ANGIOGENESE

O processo de angiogénese tumoral foi inicialmente definido como crescimento de
vénulas pés-capilares através de vasos pré-existentes. No entanto a definicdo atual de
angiogénese tumoral secundaria ao VEGF envolve uma complexa série de eventos
incluindo a angiogénese classica, perda de pericitos, aumento da permeabilidade,
vasodilatacdo e incorporacao de células progenitoras endoteliais derivadas da medula
Ossea(b).

O VEGF é um regulador chave da angiogénese fisiolégica que ocorre durante a
embriogénese, o crescimento e as fungdes reprodutoras. No entanto o VEGF tem também
sido implicado na angiogénese patolégica associada a neoplasias(7). De acordo com a
hip6tese de Folkman, os tumores estabelecem uma rede vascular propria através da
angiogénese, uma vez que atingem um tamanho critico (~2mm?®) de forma a providenciar
oxigénio e nutrientes suficientes para a sua sobrevivéncia(6).

A familia de fatores de crescimento angiogénicos e linfangiogénicos relacionados
com o VEGF engloba seis glicoproteinas designadas por VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E e fator de crescimento placentéario (PIGF) -1 e -2(7-9).

O VEGF-A é comummente referido como VEGF, e é uma glicoproteina com um
diverso leque de fung¢des angiogénicas. Este € o mais bem caracterizado membro da
familia-VEGF e é expresso como diversas isoformas resultantes de splicing alternativo, que
leva a proteinas maduras de 121, 165, 189 e 206 aminoacidos. A VEGF 45 € a isoforma
predominante e € frequentemente sobre-expressa numa série de neoplasias solidas
humanas(6). Estudos in vivo demostraram que a sua expressao esta temporoespacialmente
associada a eventos chave na vasculogénese fisiologica e angiogénese. VEGF-A é
imprescindivel para o desenvolvimento fetal e € também importante para uma variedade de
processos angiogénicos pos-natais incluindo a cicatrizacdo, menstruagdo, manutencao da

pressdo arterial e gravidez. O VEGF-A esta também ligado a diversas condi¢des patoldgicas



associadas com aumento da angiogénese, incluindo a artrite, psoriase, degeneracao
macular e a retinopatia diabética(8).

A auséncia de VEGF-B e PIGF em ratos ndo provoca altera¢des na vasculogénese
embrionaria, ou alteragces no desenvolvimento, sugerindo que o papel destas duas
glicoproteinas pode ser redundante. No entanto a perda de PIGF compromete a
angiogénese, o extravasamento do plasma, o crescimento colateral durante a isquemia,
inflamacao e crescimento tumoral, sugerindo que o PIGF podera estar relacionado com
estados patologicos no adulto(8).

O VEGF-C e VEGF-D desempenham papéis importantes durante a linfangiogénese
embrionaria e pds-natal(8).

Os efeitos biol6gicos do VEGF sdo mediados por trés recetores tirosina-cinase,
VEGFR1 (também designado FLT1), VEGFR2 (FLK/KDR) e VEGFR3 (FLT4)(7). Os
ligandos VEGF tém diferentes especificidades de ligacdo para cada um destes recetores, 0
gue contribui para a sua diversidade de fung&o(6).

A expressdo de VEGFR2 é restrita aos vasos sanguineos e é o mediador chave da
angiogénese induzida pelo VEGF. O VEGFRL1 é expresso nos vasos sanguineos mas
também numa diversidade de outros tipos celulares. O seu papel exato no endotélio
vascular continua por ser elucidado. O VEGFR1 tem dez vezes mais afinidade para o VEGF,
mas exerce menos ativagao intracelular do que o VEGFR2. Assim o VEGFR1 pode resultar
como um regulador negativo da angiogénese, dado que ao se ligar ao VEGF deixa menos
ligando disponivel para ativar o VEGFR2. O VEGFR3 liga preferencialmente o VEGF-C e
VEGF-D, e tem um papel importante no desenvolvimento das redes vasculares durante a
embriogénese e na linfangiogénese pos-natais(6, 9).

As neurofilinas (NP1 e NP2) atuam como coreceptores dos VEGFRs, aumentando a
afinidade de ligacdo do VEGF para os VEGFRs(6).

O VEGF promove a angiogénese tumoral e por isso o fluxo sanguineo através de
diversos mecanismos incluindo melhoria da proliferacéo e sobrevivéncia das células

endoteliais, aumento da migracao e invasao das células endoteliais, aumento da



permeabilidade vascular formando uma rede laxa para a migragédo das células endoteliais, e
melhoria da quimiotaxia e alojamento das células percursoras vasculares derivadas da
medula dssea. Além disso, o VEGF tem também importantes fun¢des independentes do
processo vascular, incluindo efeitos autocrinos nas fungdes das células tumorais
(sobrevivéncia, migracao e invasao), supressao imunoldgica e alojamento de progenitores

da medula 6ssea para preparar 0 6rgdo para as metastases subsequentes(6).



MECANISMOS DE ACAO DA TERAPEUTICA ANTI-VEGF

O reconhecimento do VEGF como um regulador chave da angiogénese tem levado
ao desenvolvimento de diversos agentes anti-VEGF. No entanto e apesar de estudos
extensos com a terapéutica direcionada ao VEGF, os mecanismos responsaveis pela
atividade antitumoral destes agentes ainda ndo estdo completamente estabelecidos. Dados
recentes sugerem gue multiplos mecanismos contribuem para a eficacia das terapéuticas
anti-VEGF, o que originalmente se pensava ser o resultado da sua capacidade para inibir o
crescimento de novos vasos(6).

O estudo das terapéuticas anti-VEGF e seus mecanismos de a¢gédo nos modelos pré-
clinicos levou a bem sucedidas interpretac6es na clinica. No entanto os modelos pré-clinicos
tém limitacdes, o que limita a interpretacdo dos mecanismos associados & inibigcdo do
VEGF. Exemplo disso é o facto dos modelos pré-clinicos de crescimento tumoral serem
muito rapidos e suportados por estruturas vasculares que crescem rapidamente. Por esta
raz&o a vascularizacdo dos modelos murinos tém tendéncia a ser mais plastica e responsiva
a terapéutica anti-VEGF. E necessério haver estudos clinicos randomizados e
cuidadosamente controlados para poder validar clinicamente as hipéteses relacionadas com
a terapéutica anti-VEGF(6).

Relativamente & inibicdo do crescimento de novos vasos, embora a densidade de
microvasos se tenha revelado um fiavel marcador de prognéstico, 0 nimero de vasos ndo
se relacionou com a eficacia da terapéutica anti-VEGF. Alteracdes na funcéo da
vascularizagédo sdo provavelmente muito mais importantes como parametro de atividade
antiangiogénica do que a simples presenca dos vasos, e sao melhor estudadas com
técnicas de imagem né&o-invasivas(6).

Um outro mecanismo de acao da terapéutica anti-VEGF parece ser a inducao da
apoptose das células endoteliais. O VEGF medeia numerosas vias indutoras da
sobrevivéncia das células endoteliais, nomeadamente a ativacdo do BCL2, Akt e proteinas
inibidoras da apoptose. Por este motivo tem sido proposto que a inibicdo do VEGF leve a

10



apoptose das células endoteliais. Estudos usando terapéuticas anti-VEGF em modelos
murinos demonstraram que a inibicdo da sinalizacédo pelo VEGF ndo apenas inibiu a
angiogénese mas também levou & morte das células endoteliais tumorais(6, 10).

As células endoteliais tumorais em divisdo tornam-se sensiveis & quimioterapia
convencional citotdxica, tal como as outras células em divisdo. Kerbel explorou a utilizacédo
de quimioterapia continua, em baixa dose (quimioterapia metronémica), administrada em
combinacdo com terapéutica anti-VEGF. O principio desta abordagem reside na hip6tese de
que a quimioterapia ataca as células endoteliais em divisdo, enquanto a terapéutica anti-
VEGF diminui o sinal de sobrevivéncia das células endoteliais, tornando-as mais suscetiveis
a apoptose induzida pela quimioterapia. A eficacia da quimioterapia metronémica parece
aumentar quando administrada em combinacao com drogas antiangiogénicas especificas(6,
11).

O VEGF tem também a capacidade de estimular a vasculogénese nos tumores
através da recruta de células progenitoras hematopoiéticas (HPCs) e células progenitoras
endoteliais (EPCs) derivadas da medula éssea(9, 12, 13). Os tumores libertam VEGF que
tem um efeito quimiotatico para as células progenitoras endoteliais e hematopoiéticas
derivadas da medula éssea. As células VEGFRL1 + tém a capacidade de migrar para os
locais de metastases a distancia, de forma a preparar o 6rgéo para o crescimento da
metastase. Além disso as células progenitoras VEGFR2 + tém a capacidade de se
incorporar na cama vascular em crescimento e contribuir para a angiogénese tumoral. Assim
o bloqueio da sinalizacdo pelo VEGF pode prevenir que estas células progenitoras
contribuam para a angiogénese tumoral e metastizacdo(13, 14).

O VEGF desempenha ainda efeitos sobre a fungdo vascular. Leva ao aumento da
expressao de 6xido nitrico (NO), prostaciclinas, e outros mediadores que promovem a
vasodilatacdo. Nos estudos clinicos observou-se uma diminuigcéo precoce (dentro das
primeiras 48h) da perfusao tumoral nos estudos radiograficos ap6s administracéo de
terapéutica anti-VEGF, possivelmente devido & diminuicdo da producao destes
vasodilatadores. Esta vasoconstricdo pode hipoteticamente levar a isquemia e necrose

11



tumoral. Isto é de particular relevancia em tumores como o CCR, pela sua intensa
vascularizacdo. Esta vasoconstricdo néo é limitada & vasculariza¢do tumoral, sendo por isso
a hipertensdo um dos principais efeitos secundarios desta terapéutica(6).

Na maioria dos tumores a vascularizacao é caracterizada por um fluxo sanguineo
relativamente ineficiente que difere das redes vasculares normais. Nos tumores ha aumento
da permeabilidade, dilatacdo vascular, tortuosidade, alteracéo da cobertura pelos pericitos, e
membrana basal irregular, alteracfes estas que sdo mediadas essencialmente pelo VEGF.
A opinido generalizada é de que as terapéuticas antiangiogénicas destroem a
vascularizagdo tumoral privando assim o tumor de receber oxigénio e nutrientes. No entanto
h& dados que sugerem uma hipétese alternativa, a de que certos agentes antiangiogénicos
podem também transitoriamente normalizar a anormal estrutura e funcéo dos vasos
sanguineos, permitindo uma distribuicdo mais eficiente do oxigénio e farmacos. Assim estes
farmacos antiangiogénicos que induzem a normalizagdo vascular podem atenuar a hipoxia e
aumentar a eficacia da quimioterapia convencional(9, 15). Dickson estudou esta hipotese no
neuroblastoma, observando que o bloqueio do VEGF mediado pelo bevacizumab levou a
alteracdes na fisiologia vascular tumoral (diminuigdo da densidade de microvasos,
diminuicdo da permeabilidade vascular, e melhoria da perfuséo intratumoral), 0 que permitiu
uma melhoria na distribuicao e eficacia da quimioterapia(16). Em contraste com esta teoria
Kasman e seus associados reportaram que o anticorpo anti-VEGF ndo aumenta a
distribuicdo da quimioterapia em excertos de tumores humanos em modelos murinos, em
vez disso leva a um aumento do dano vascular quando combinado com a quimioterapia(6).
Estes achados estdo de acordo com 0s mecanismos antiangiogénicos propostos da
guimioterapia metronémica, sugerindo que a terapéutica anti-VEGF pode sensibilizar o
compartimento vascular tumoral para os agentes citotoxicos(11).

Foi também detetada a expressédo de VEGFRs nas células tumorais, o que leva a
pensar que a terapéutica anti-VEGF podera ter efeitos diretos sobre as células tumorais
para além de efeitos sobre a vasculariza¢do. No entanto tem sido dificil obter evidéncia
clinica que suporte esta hipétese. O VEGF medeia numerosas func¢des das células tumorais,

12



incluindo sobrevivéncia celular, migragéo e invasdo. Estudos in vitro usando células de CCR
humano que expressam VEGFR1 mostraram que a utilizacdo de anticorpo monoclonal para
o VEGFR1 bloqueou a migracao das células tumorais, a invaséo e a formacéao de
colénias(17). Este e outros estudos sugerem que a terapéutica alvo anti-VEGF pode ter um
papel direto na inibicdo do crescimento tumoral.

Evidéncia acumulada tem também sugerido que o VEGF tem um importante papel
em estabelecer privilégio imunoldgico de tumores através do bloqueio da diferenciacao das
células dendriticas (DCs). As células dendriticas sdo células que apresentam antigénios e
tem um papel crucial na iniciacdo de respostas imunes contra patogeneos estranhos bem
como na apresentacao dos antigénios tumorais as varias populagfes imunes efectoras.
Fatores libertados do microambiente tumoral, incluindo o VEGF, estimulam a recruta de DCs
imaturas da medula éssea e tecidos periféricos para os locais de crescimento tumoral. No
microambiente tumoral as células tumorais apoptoticas libertam estimulos k levam a
diferenciagcéo das DCs imaturas em DCs maduras. Essas DCs maduras migram para 0s
nodulos linfaticos periféricos onde apresentam os antigénios as células T CD4" e CD8". O
VEGEF libertado pelas células tumorais inibe esta maturagdo das DCs imaturas, resultando
numa ineficiente apresentacdo dos antigénios tumorais ao sistema imunitario do hospedeiro,
0 que se traduz em tolerancia e privilégio imunoldgico do tumor no hospedeiro(6). Estes
achados pré-clinicos sugerem que o bloqueio da sinalizagéo pelo VEGF pode melhorar a
resposta antitumoral em pacientes através da melhoria na funcéo das DCs e

reconhecimento das células tumorais(6).
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DADOS CLINICOS SOBRE A INIBICAO DA ANGIOGENESE NO CCR

O Bevacizumab é um anticorpo monoclonal murino humanizado (93%humano e
7%murino), direcionado contra o VEGF ao qual se liga neutralizando-o funcionalmente.E
atualmente o Unico anticorpo antiangiogenico aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA). Inicialmente aprovado para utilizacdo no CCR metastatico, as suas indicacdes tem
expandido para o cancro do pulmao, cancro da mama, cancro renal e glioblastoma
multiforme. A sua eficacia no CCR tem sido demonstrada em combinag¢éo com

quimioterapia citotoxica em diversos estudos clinicos(5, 9, 18).

Bevacizumab no tratamento de 12 linha do CCRm

A aprovacado do bevacizumab pela FDA para utilizacdo com qualquer esquema
guimioterapico contendo fluorouracilo intravenoso como tratamento de 12 linha no CCR
metastatico, foi baseada nos resultados do estudo piloto de fase Il (Hurwitz et al)(19), que
randomizou doentes para receber irinotecano , fluorouracilo (5-FU) em bélus e leucovorina
(LV) (protocolo IFL), juntamente com bevacizumab ou placebo. Foi obtido um
impressionante aumento de 4,7 meses (15,6 vs 20,3 meses) na sobrevida global média (OS)
no grupo de doentes que recebeu bevacizumab. Também a taxa de resposta e a sobrevida
média livre de progresséo (PFS) foram significativamente maiores quando o bevacizumab
foi administrado (ver tabela 1).

Os resultados deste estudo permitiram completar um outro estudo (Kabbinavar) que
avaliou a associacao de 5-fluorouracilo em bélus com leucovorina e bevacizumab, tendo-se
obtido um aumento estatisticamente significativo na PFS dos doentes que receberam
bevacizumab, embora sem aumento significativo na OS (ver tabela 1)(20).

Estes resultados permitiram estabelecer um novo tratamento de primeira linha para o
CCRm e solicitaram a alteragé@o de diversos estudos clinicos de forma a incluir o
bevacizumab. Um desses estudos foi 0 NO16966, de fase Ill, que demonstrou mais
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evidéncia do beneficio do bevacizumab quando adicionado a quimioterapia convencional no
CCRm. Este estudo randomizou 1400 pacientes e avaliou a adi¢cdo de bevacizumab ao
esquema terapéutico FOLFOX4 (5-FU/LV/oxaliplatina) ou XELOX
(capecitabina/oxaliplatina), com o objectivo de demonstrar a superioridade do bevacizumab
guando adicionado a ambos 0s regimes terapéuticos com oxaliplatina. Verificou-se um
aumento estatisticamente significativo na PFS (8 vs 9,4 meses) nos grupos que receberam

bevacizumab (ver tabela I)(21).

Bevacizumab no tratamento de 22 linha do CCRm

Num estudo de fase Il de larga escala (E3200) foi avaliado o uso de bevacizumab
como tratamento de 22 linha para 0 CCRm. Foram randomizados 829 pacientes que eram
considerados refratérios ao irinotecano, para receber FOLFOX4, FOLFOX4 com
bevacizumab (10mg/kg), ou bevacizumab (10mg/kg) apenas(22). A associacao de
FOLFOX4 com bevacizumab foi superior em todos os parametros de eficacia
comparativamente ao FOLFOX4 isolado. A OS obtida foi de 12,9 meses nos pacientes que
receberam FOLFOX4 e bevacizumab, contra 10,8 meses nos pacientes que receberam
apenas FOLFOX4 (ver tabela I).

O estudo do grupo que recebeu apenas bevacizumab foi descontinuado devido &
diminuta eficacia comparativamente com o0s grupos recebendo quimioterapia associada,
evidenciando que pelo menos no CCRm o bevacizumab apresenta um efeito muito limitado
guando usado como agente isolado(22). Com base nestes resultados o bevacizumab foi

aprovado para tratamento de segunda linha no CCRm(23).

Bevacizumab como tratamento adjuvante

Foi levantada a questéo se o bevacizumab seria ou ndo eficaz a melhorar o outcome

de pacientes com CCR de alto risco no estadio Il ou lll quando tratados com FOLFOX. Esta
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hipotese foi avaliada no estudo NSABP C-08 que randomizou 2672 doentes para receberem
FOLFOX 6 ou FOLFOX6 com bevacizumab. Contrariamente ao que se esperava, ndo foi
atingido o objetivo de prolongar a sobrevida livre de doenca (DFS) aos 3 anos. Observou-se
um beneficio inicial estatisticamente significativo até aos 15 meses de seguimento, que no
entanto foi subsequentemente perdido antes de atingir os 3 anos(24, 25). A reducdo
transitoria de eventos enquanto os doentes recebiam bevacizumab fornece interessantes
gquestdes acerca do seu potencial mecanismo de a¢cédo na terapéutica adjuvante, e
porventura na terapéutica paliativa. O beneficio terapéutico foi limitado a duragéo da
terapéutica e pouco apos a sua descontinuacao, o que faz parecer que o bevacizumab
apenas atrasa a recorréncia tumoral, em oposi¢ao a terapéutica citotoxica na qual o
beneficio permanece ao longo do tempo e no qual o indice de cura esta aumentado(5).

Um segundo estudo (AVANT) avaliou a utilizacdo de FOLFOX4 com bevacizumab
em 3500 doentes com CCR estadio Il ou lll, tendo reportado também auséncia de aumento
da DFS no grupo que recebeu bevacizumab(26).

Com base na auséncia de beneficio na sobrevida livre de doenca aos 3 anos, o

bevacizumab néo esta recomendado como terapéutica adjuvante.

Bevacizumab no tratamento para além da progressao tumoral

O bevacizumab é por vezes continuado apés progressao da doenca no CCRm,
embora ndo existam estudos clinicos prospetivos que demonstrem beneficio clinico com
esta utilizacéo.

Dados do estudo BRITE sugerem que a terapéutica anti-VEGF com bevacizumab
qguando continuada apés a progressao tumoral pode estar associada com um significativo
beneficio clinico. Neste estudo de coorte observacional prospetivo, 44% dos doentes que
inicialmente tinham recebido bevacizumab, continuaram esta terapéutica apos progressao
da doencga. A OS média destes doentes foi marcadamente superior & OS dos doentes que
nao continuaram esta terapéutica (31,8 vs 19,9 meses)(27). O estudo BRITE demonstrou
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ainda que a exposicdo ao bevacizumab a longo prazo foi bem tolerada, sem aumento na
incidéncia de efeitos secundarios graves relacionados com o bevacizumab(27).

No entanto como este € um estudo observacional, a informac&o aqui obtida apenas
pode ser utilizada para formulacéo de hipoteses. Por esta razdo estdo a decorrer dois
estudos de fase Ill para avaliar a utilizacdo de bevacizumab ap6s a progresséo da doenca
(AlO0504 e S0600)(27).

Apesar destes resultados apontarem para uma vantagem na utilizacdo do
bevacizumab para além da progressao tumoral, alguns estudos sugerem que prolongar o
tratamento tumoral com agentes antiangiogénicos pode alterar o comportamento biol6gico
do tumor, nomeadamente estimulando a adaptacéo e progresséo tumoral para estadios de
maior malignidade, com aumento da capacidade de invasdo e em alguns casos aumento da

metastizacao linfatica e a distancia(28, 29).

Conversao para aressecabilidade

Tém sido consideradas as vantagens que a utilizacdo de tratamentos combinados
altamente ativos pode ter na taxa de ressecgdo tumoral, em pacientes para os quais a
cirurgia ndo era anteriormente uma opc¢ao. A elevada taxa de resposta obtida com as
combinacg®es terapéuticas triplas, indicando a elevada taxa de doentes com uma diminuig&o
relevante do tumor, pode permitir a ressec¢ao secundéria de metéstases inicialmente
irressecaveis.

Esta conversdo de uma intencéo inicialmente puramente paliativa para uma
abordagem potencialmente curativa, representa um beneficio por si, dado que a resseccéo
cirurgica possibilita uma hipotese de cura. Apesar de haver alguns estudos que tenham
investigado esta abordagem com a utilizacdo de cetuximab, ainda ndo ha estudos que nos
permitam tirar conclusdes fidedignas sobre este efeito com a utilizacdo de bevacizumab. No

entanto dados recentes de pacientes que realizaram ressecc¢ao de metastases hepaticas
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mostraram uma significativa reducéo das células tumorais viaveis na metastase ressecada,

apos tratamento com bevacizumab(30).

Bioterapia combinada

A terapéutica dual-targeted com inibicdo do VEGF e EGFR inicialmente parecia
promissora, baseado nos resultados de um estudo randomizado de fase Il, BOND 2, que
avaliou 83 pacientes com CCR refratério ao irinotecano. Estes doentes receberam
irinotecano com cetuximab e bevacizumab, ou uma combinagéo de cetuximab com
bevacizumab apenas (ver tabela I). Comparativamente com os controlos histéricos do
cetuximab ou cetuximab com irinotecano, a adigdo de bevacizumab parecia aumentar
substancialmente a atividade, sem aumento da toxicidade expectavel(31).

Dois estudos subsequentes em pacientes com CCR néo tratado, PACCE e CAIRO2,
demonstraram, no entanto, resultados inferiores nos grupos de estudo a receber a
associacao dos inibidores do VEGF e do EGFR. Ambos os estudos demonstraram que a
terapéutica com os dois anticorpos estava associada com uma PFS inferior, e no estudo
PACCE menor OS, além de um aumento na toxicidade (ver tabela 1)(32-34). Com base
nestes resultados deduz-se que a terapéutica conjugada destes dois inibidores com
quimioterapia ndo deve ser realizada, exceto em estudos clinicos.

A razdo pela qual existe uma 6Obvia diferenca na eficacia da bioterapia combinada
nos pacientes previamente nao tratados e nos pacientes com CCRm refratario a

guimioterapia continua por elucidar.

Efeitos laterais do bevacizumab

O bevacizumab é no geral bem tolerado. Estudos clinicos de fase /Il reportaram um
aumento do risco de complicagbes nos pacientes que recebem bevacizumab, como
hemorragia, trombose, perfuracao intestinal, aumento da pressao arterial e proteinuria, o
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gue pode estar relacionado com o mecanismo de acado de blogueio do VEGF(9). No entanto
os estudos de fase Ill, bem como o estudo BRITE, ndo reportaram um aumento significativo
da taxa de complica¢Bes tromboembdlicas venosas apds exposicao ao bevacizumab.
Apesar disso foi demonstrado um aumento no risco de hemorragia, perfuragao intestinal,
hipertenséo, e eventos tromboembdlicos arteriais nos pacientes que receberam
bevacizumab(19, 35). O efeito lateral mais comum é a hipertens&o, que ocorre em cerca de
25% dos doentes e requer tratamento médico em 10%.

Apesar do risco cardiovascular aumentado dos doentes com idade superior a 65
anos, estudos recentes ndo tem demonstrado um aumento da toxicidade cardiovascular ou

diminuicdo da eficacia antitumoral nos pacientes desta faixa etaria(27, 36, 37).

Outros inibidores da angiogénese em estudo para tratamento do CCR

Embora o bevacizumab seja correntemente o Unico inibidor do VEGF com provas
claras de eficacia no CCR, e aprovado pela FDA, existem muitos outros agentes anti-VEGF

ou direcionados a outros sistemas proangiogénicos em desenvolvimento clinico.

e Anti-PIGF
O PIGF é um alvo terapéutico interessante ha medida em que parece regular a
angiogénese na doenca, mas ndo em estados nao patoldgicos. O tratamento anti-PIGF inibe
0 crescimento e metastizacao de varios tumores, incluindo aqueles resistentes aos
inibidores do VEGF, e melhora a eficicia da quimioterapia e dos inibidores do VEFGF.
Assim estratégias anti-PIGF, nomeadamente anticorpos monoclonais neutralizantes que
bloqueiem a ligacdo ao VEGFR1 podem ser uma abordagem terapéutica interessante para

os tumores refratarios & terapéutica anti-VEGF(38).

e Pequenas moléculas antiangiogénicas
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Uma outra abordagem no blogqueio da angiogénese s@o pequenas moléculas que
blogueiam o local de ligacdo do ATP no dominio tirosina-cinase do VEGFR. Esta
abordagem pode ainda ser mais eficiente dado que algumas células tumorais tém um
sistema de sobrevivéncia através do qual o VEGF atua como um fator de sobrevivéncia
autocrino interno, através da ligacdo ao VEGFR1 intracelular. A inibicdo do VEGF
extracelular através de anticorpos ndo afeta este sistema intracrino, enquanto as pequenas
moléculas permeaveis na membrana celular que bloqueiam todas as tirosina-cinases VEGF

interferem na ansa intracrina(39).

e Inibidores tirosina-cinase (TKI) seletivos para o VEGFR

O vatalanib (PTK787/ZK) € um inibidor da angiogénese oral, direcionado ao
VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3 e em algum grau ao PDGFR e c-kit. Nos modelos tumorais
pré-clinicos o vatalanib exibiu potentes efeitos antiangiogénicos, mas também efeitos diretos
na proliferacdo e apoptose tumoral(9). Em estudos randomizados de fase Il o vatalanib foi
avaliado em combinacdo com o protocolo FOLFOX4 para tratamento de primeira linha no
CCRm (CONFIRM-1), e em conjunto com FOLFOX em pacientes com CCRm refratérios ao
irinotecano (CONFIRM-2). Obtiveram-se aumentos na PFS embora néo se tenha
demonstrado aumento da sobrevida global (OS)(40).

O cediranib (AZD2171) é um potente inibidor das tirosina-cinases dos VEGFRs. O
estudo HORIZON | foi um estudo randomizado de fase Il de FOLFOX com cediranib ou
bevacizumab, como tratamento de segunda linha para o CCRm. A PFS média foi
semelhante no grupo que recebeu cediranib e no grupo que recebeu bevacizumab (7,2 vs
7,8 meses)(5). Este mesmo esquema terapéutico esta a ser investigado num estudo de fase
[l como tratamento de 12linha para CCRm (HORIZON IIl). HORIZON Il € um estudo
randomizado de fase Il de FOLFOX com cediranib ou placebo também para tratamento de

12 linha do CCRm(41).

e Inibidores tirosina-cinase com multiplos alvos com atividade anti-VEGFR
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O sorafenib é um inibidor multicinase, com varios alvos, incluindo todos os VEGFRs,
PDGFR, c-kit e RAF, que foi aprovado para tratamento do carcinoma hepatocelular. Dados
clinicos precoces sugerem que o sorafenib pode aumentar a atividade antitumoral do
bevacizumab, por inibir a expresséo de VEGF via dois mecanismos diferentes(42, 43). Um
estudo combinando sorafenib e bevacizumab com QT citotoxica esta atualmente em
desenvolvimento(5).

O AV-951 é outro inibidor do VEGFR1, VEGFR2 e VEGFR3 que demonstrou
atividade clinica e tolerabilidade em tumores sélidos, incluindo o CCR. Esta actualmente a
ser estudado em combinacdo com FOLFOX para o tratamento do CCR (NCT00660153)(9).

O axitinib € um TKI que esta atualmente a ser avaliado em estudos clinicos, com
potente atividade sobre as tirosinas cinases dos trés VEGFR. Apés ser avaliado num estudo
de fase | (44), dois estudos de fase Il para avaliar a associagéo de axitinib com
guimioterapia com ou sem bevacizumab para tratamento de 12 linha do CCRm, e com
guimioterapia para tratamento de 22 linha, estado atualmente a decorrer (NCT00460603;
NCT00615056)(5).

O brivanib é um TKI duplo que ajuda a inibir angiogénese através da inibicédo da
sinalizacéo do VEGF e EGFR, e mostrou atividade clinica quando combinado com o
cetuximab no CCRm. Um estudo de fase Ill com esta combinacdo em doentes com CCRm

previamente tratados esta a decorrer (5, 23).

e Moléculas de fuséo
O aflibercept € uma proteina de fusdo recombinante que consiste em componentes
do dominio extracelular de VEGFR1 e VEGFR2 fundidos com a regido Fc da imunoglobulina
G1. Este liga-se ao VEGF-A e PIGF e previne a sua interacdo com os recetores de VEGF.
Num estudo recente de fase Il o aflibercept foi bem tolerado e conseguiu um controlo da
doenca em 30% dos doentes, com uma PFS de 4 meses quando os doentes foram

previamente tratados com bevacizumab(23).
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Biomarcadores da angiogénese e seus inibidores

A ideia generalizada de que a producdo de VEGF é relativamente baixa em adultos
saudaveis levou & nocdo de que o aumento sistémico dos niveis de VEGF poderia refletir
guantitativamente a massa tumoral e a atividade angiogénica. No entanto dados recentes
tém sugerido que a producdo de VEGF j& é comparativamente alta mesmo em pessoas sem
neoplasia. A contribuicdo do VEGF secretado pelo tumor apenas se torna significativa
quando a carga tumoral é bastante grande. Por esta razéo é plausivel que o VEGF néo
possa ser considerado um marcador sensivel da atividade angiogénica(45).

Também ao contrario do tratamento com cetuximab, a eficacia do bevacizumab no
CCRm parece ser independente do estado k-ras do tumor(46).

Na auséncia de biomarcadores preditivos para as estratégias angiogénicas, varias
técnicas de imagem tem sido examinadas como potenciais marcadores farmacodinamicos,
incluindo a ressonancia magnética dinamica contrastada (DCE-MRI). Diversos estudos
clinicos descreveram uma diminuigdo da perfusdo tumoral em resposta ao tratamento
antiangiogénico. No entanto alguns dos efeitos detetados com a DCE-MRI podem ser
simplesmente devido & vasoconstricao induzida pela inibicdo do VEGF. Além disso a
cinética da diminuicdo do fluxo sanguineo tumoral é rapida, tornando improvavel que se
deva a destruicao vascular. Assim a DCE-MRI deve ser avaliada em futuros estudos
clinicos, mas ainda ndo esté apta a ser usada na pratica clinica(47).

Dado que a vasoconstricao e consequentemente a hipertensao é um efeito lateral
decorrente da terapéutica antiangiogénica, alguns autores colocam a hipotese de se podera
ser a hipertensdo um marcador de eficacia da terapéutica antiangiogénica. Alguns estudos
sugerem que de facto a hipertensao arterial relacionada com o bevacizumab pode
representar um fator preditivo da resposta clinica ao bevacizumab(48, 49).

Atualmente, e apesar da investigacao até agora realizada, ndo existe nenhum
biomarcador preditivo da eficacia dos inibidores da angiogénese, nomeadamente do
bevacizumab.
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CONCLUSAO

Nos ultimos anos tem-se verificado uma melhoria substancial no tratamento do
CCRm, o que se deve a quimioterapias mais efetivas, bem como & introducéo de
tratamentos-alvo no algoritmo terapéutico. Os anticorpos anti-VEGF tém demonstrado
melhorar a PFS substancialmente, e aumentar a eficicia particularmente das quimioterapias
menos intensas. Até ao momento entre as varias terapéuticas antiangiogénicas estudadas,
apenas o bevacizumab foi validado para tratamento do CCRm.

Um elevado numero de estudo pré-clinicos tem gerado diversos mecanismos
hipotéticos para tentar explicar a atividade clinica observada com os agentes anti-VEGF. No
entanto a confirmacdo desses mecanismos tem-se mostrado um desafio. Enquanto ndo se
entenderem claramente estes mecanismos torna-se dificil identificar marcadores preditivos
da atividade dos agentes anti-VEGF. E de facto, apesar de uma investigacao extensiva
nessa area, atualmente ainda nao se conhece nenhum marcador preditivo da terapéutica
anti-VEGF.

Ha ainda a necessidade de desenvolver melhores agentes e melhores combinactes
de farmacos que aumentem a eficacia do tratamento anti-VEGF. Estudos pré-clinicos
sugerem que inibir outros membros da familia VEGF como o PIGF pode ser uma medida

eficaz para combater as resisténcias aos farmacos anti-VEGF.
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APENDICE

Tabela I: Estudos randomizados com bevacizumab

Taxa de
resposta

Populacéo Grupos Doentes

tratamento (n)

estudada

PFS media
(meses)

oS
media

Tratamento de 12 linha CCRm com bevacizumab

((UEED)

Kabbinavar 5-FU/LV vs
0,
(2005) N&o tratados ~ 5-FUILV + 209 2450V 55vs9,2 129vs
. 34,1% 16,6 (ns)
(20) bevacizumab
Hurwitz et al 9
UTWitZ ) IFL vs a11vs  OMBBVS oo s 106 156vs
(A% Ne BrEiEnlos IFL+bevacizumab 402 “ Hid (p <0,001) 20,3
(19) (p=0004) P (p <0,001)
N016966 XELOX /FOLFOX 19,9 vs
(2008) NAo tratados Vs 701 vs 49% vs 8,0vs 9.4 213
XELOX/ FOLFOX 699 47% (p=0,0023) '
(21) . (p=0,077)
+ Bevacizumab
Tratamento de 22 linha CCRm com bevacizumab
0,
E3200 N FOLFOX vs 201vs  O0%vs 47vs73vs  L0BVS
(2007) Refratariosao FOLFOX + 286 vs 22,7% vs 27 12,9 vs
(22) irinotecano Bevacizumab vs 243 3,3% ( l<0 001) 10,2
Bevacizumab (p=0,001) p<o, (p=0,001)
Bioterapia combinada anti-VEGF e anti-EGFR
Cetuximab +
bevacizumab vs
Refratarios ao ) 20% vs 11,4 vs
BOND 2 (31 '
O (32) irinotecano Innotgcano + 40 vs 43 37%% 49vs 7,3 145
cetuximab +
bevacizumab
QT com
oxaliplatina +
bevacizumab vs
PACCE (32)  Naotratados QT com ﬁg VS 48%vs46% 11,4 vs 10,0 ig'i vs
oxaliplatina + '
bevacizumab +
panitumumab
XELOX +
bevacizumab vs
368 vs 50% vs 52,7 10,7vs 9,4 20,3 vs
CAIRO-2 (33 Na XELOX + ' ' ' '
(33)  Néo tratados o 368 % (p=0,01) 19,4
bevacizumab +
cetuximab

5-FU: 5-fluorouracilo; LV: leucovorina (acido folinico); IFL: irinotecano, 5-FU em bélus,

leucovorina ; FOLFIRI: irinotecano, 5-FU infusional, leucovorina; FOLFOX: 5-FU infusional,

LV, oxaliplatina; XELOX: capecitabina, oxaliplatina; QT: quimioterapia
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ANEXO

Normas de publicacéo da revista

ARQUIVOS DE MEDICINA

Estas instrugdes seguem os “Uniform Requirements for Manuscripts

Submitted to Biomedical Journals” (disponivel em URL: www.icmje.org).

Os ARQUIVOS DE MEDICINA publicam investigagdo original
nas diferentes areas da medicina, favorecendo investigagao de

qualidade, particularmente a que descreva a realidade nacional.

Os manuscritos sdo avaliados inicialmente por membros do corpo
editorial e a publicagdo daqueles que forem considerados adequados fica
dependente do parecer técnico de pelo menos dois revisores externos. A
reviséo é feita anonimamente, podendo os revisores propor, por escrito,
alterag6es de conteddo ou de forma ao(s) autor(es), condicionando a
publicacéo do artigo a sua efectivagao.

Todos os artigos solicitados seréo submetidos a avaliag@o externa e
seguirdo o mesmo processo editorial dos artigos de investigacéo original.
Apesar dos editores e dos revisores desenvolverem os esforgos

necessarios para assegurar a qualidade técnica e cientifica dos manuscritos

publicados, a responsabilidade final do contetido das publicacdes

é dos autores.

Todos os artigos publicados passam a ser propriedade dos ARQUIVOS
DE MEDICINA. Uma vez aceites, 0s 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

gue ndo estejam ainda publicados, na integra ou em parte (incluindo
tabelas e figuras), e que ndo estejam a ser submetidos para publicagdo
noutros locais. Esta restricdo néo se aplica a notas de imprensa ou a
resumos publicados no &mbito de reunides cientificas. Quando existem
publicacdes semelhantes a que é submetida ou quando existirem ddvidas
relativamente ao cumprimento dos critérios acima mencionados estas
devem ser anexadas ao manuscrito em submisséo.

Antes de submeter um manuscrito aos ARQUIVOS DE MEDICINA

0s autores tém que assegurar todas as autorizagdes necessarias para a
publicacéo do material submetido.

De acordo com uma avaliagdo efectuada sobre o material apresentado
a revista 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 recepgao sem avaliagdo externa.

Artigos de investigagédo original

Resultados de investigacéo original, qualitativa ou quantitativa.

O texto deve ser limitado a 2000 palavras, excluindo referéncias e
tabelas, e organizado em introdugdo, métodos, resultados e discussao,
com um maximo de 4 tabelas e/ou figuras (total) e até 15 referéncias.
Todos os artigos de investigacéo original devem apresentar resumos
estruturados em portugués e em inglés, com um méaximo de 250

palavras cada.

Publicagdes breves

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

O texto deve ser limitado a 1000 palavras, excluindo referéncias e
tabelas, e organizado em introdugdo, métodos, resultados e discussao,
com um maximo de 2 tabelas e/ou figuras (total) e até 10 referéncias.
As publicagbes breves devem apresentar resumos estruturados em
portugués e em inglés, com um méaximo de 250 palavras cada.

Artigos de revisédo

Artigos de revisdo sobre temas das diferentes areas da medicina e
dirigidos aos profissionais de salde, particularmente com impacto na
sua pratica.

Os ARQUIVOS DE MEDICINA publicam essencialmente artigos de
revisdo solicitados pelos editores. Contudo, também ser&o avaliados
artigos de revisdo submetidos sem solicitacdo 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 introducéo, métodos,
resultados e discusséo.

As revisdes devem apresentar resumos nado estruturados em portugués
e em inglés, com um méaximo de 250 palavras cada, devendo ser

estruturados no caso das revisdes quantitativas.

Comentarios

Comentarios, ensaios, analises criticas ou declaracdes de posicdo

acerca de topicos de interesse na area da salde, designadamente politicas
de salde e educacdo 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¢éo de casos clinicos verdadeiramente exemplares,
profundamente estudados e discutidos. O texto deve ser limitado a 1200
palavras, excluindo referéncias e tabelas, com um méaximo de 2 tabelas
e/ou figuras (total) e até 10 referéncias.

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

Séries de casos

Descricdes de séries de casos, tanto numa perspectiva de tratamento
estatistico como de reflexdo sobre uma experiéncia particular de
diagnostico,tratamento ou progndstico.

O texto deve ser limitado a 1200 palavras, excluindo referéncias e

tabelas, organizado em introducéo, métodos, resultados e discusséo,

com um méaximo de 2 tabelas e/ou figuras (total) e até 10 referéncias.

As séries de casos devem apresentar resumos estruturados em portugués
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e em inglés, com um méaximo de 250 palavras cada.

Cartas ao editor

Comentarios sucintos a artigos publicados nos ARQUIVOS DE MEDICINA
ou relatando de forma muito objectiva os resultados de observacéo

clinica ou investigagéo original que néo 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.

Revis@es de livros ou software

Revisdes 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 formatacéo dos artigos submetidos para publicacdo nos ARQUIVOS
DE MEDICINA deve seguir os “Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals”.

Todo o manuscrito, incluindo referéncias, tabelas e legendas de

figuras, deve ser redigido a dois espacos, com letra a 11 pontos, e
justificadoa esquerda.

Aconselha-se a utilizacéo das letras Times, Times New Roman, Courier,
Helvetica, Arial, e Symbol para caracteres especiais.

Devem ser numeradas todas as paginas, incluindo a pagina do titulo.
Devem ser apresentadas margens com 2,5 cm em todo o manuscrito.
Devem ser inseridas quebras de pagina entre cada seccéo.

N&o devem ser inseridos cabecalhos nem rodapés.

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

Apenas sera efectuada a reproducdo de citagées, tabelas ou ilustragdes
de fontes sujeitas a direitos de autor com citacdo completa da fonte

e com autorizacdes do detentor dos direitos de autor.

Unidades de medida

Devem ser utilizadas as unidades de medida do Sistema Internacional
(Sl), mas os editores podem solicitar a apresentacéo de outras
unidades nédo pertencentes ao Sl.

Abreviaturas

Devem ser evitados acronimos e abreviaturas, especialmente no

titulo e nos resumos. Quando for necesséaria a sua utilizagcdo devem ser
definidos na primeira vez que sé@o 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 investigacéo, 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 méaximo de 40 caracteres, incluindo
espacos);

3) os nomes dos autores, incluindo o primeiro nome (ndo incluir

graus académicos ou titulos honorificos);

4) a filiag&o institucional de cada autor no momento em que o trabalho
foi realizado;

5) o nome e contactos do autor que devera receber a correspondéncia,
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 Submitted

to Biomedical Journals”, a autoria requer uma contribuigdo

substancial para:

1) concepgéo e desenho do estudo, ou obtencdo dos dados, ou andlise
e interpretagdo dos dados;

2) redacgd@o do manuscrito ou reviséo critica do seu contetdo
intelectual;

3) aprovacao final da versédo submetida para publicacao.

A obtencéo de financiamento, a recolha de dados ou a supervisdo

geral do grupo de trabalho, por si s6, néo justificam autoria.

E necessario especificar na carta de apresentagéo o contributo de

cada autor para o trabalho. Esta informagao sera publicada.

Exemplo: José Silva concebeu o estudo e supervisionou todos os
aspectos da sua implementacgéo. Anténio Silva colaborou na concepcéo
do estudo e efectuou a andlise dos dados. Manuel Silva efectuou a recolha
de dados e colaborou na sua analise. Todos os autores contribuiram para
a interpretacdo 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 razao de uma autoria
tdo alargada.

E necesséaria a aprovacéo de todos os autores, por escrito, de quaisquer
modificagGes da autoria do artigo apds a sua submissao.

Agradecimentos

Devem ser mencionados na secgéo de agradecimentos os colaboradores
que contribuiram substancialmente para o trabalho mas que ndo
cumpram os critérios para autoria, especificando o seu contributo, bem
como as fontes de financiamento, incluindo bolsas de estudo.

Resumos

Os resumos de artigos de investigacéo original, publicacdes breves,
revisfes quantitativas e séries de casos devem ser estruturados
(introducéo, métodos, resultados e conclus6es) e apresentar contetido
semelhante ao do manuscrito.

Os resumos de manuscritos ndo estruturados (revisdes ndo quantitativas
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.

Introducédo
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Deve mencionar os objectivos do trabalho e a justificagéo para a

sua realizagéo.

Nesta seccéo apenas devem ser efectuadas as referéncias indispensaveis
para justificar os objectivos do estudo.

Métodos

Nesta sec¢do devem descrever-se:

1) a amostra em estudo;

2) a localizag&o do estudo no tempo e no espago;
3) os métodos de recolha de dados;

4) analise dos dados.

As consideragdes éticas devem ser efectuadas no final desta seccéo.

Anélise dos dados

Os métodos estatisticos devem ser descritos com o detalhe suficiente
para que possa ser possivel reproduzir os resultados apresentados.
Sempre que possivel deve ser quantificada a imprecisao das estimativas
apresentadas, designadamente através da apresentacao de

intervalos de confianca. Deve evitar-se uma utilizagao excessiva de testes
de hipéteses, com o uso de valores de p, que nao fornecem informagao
quantitativa importante.

Deve ser mencionado o software utilizado na analise dos dados.

Consideracdes éticas e consentimento informado

Os autores devem assegurar que todas as investigacdes envolvendo
seres humanos foram aprovadas por comissées de ética das instituicdes
em que a investigagéo tenha sido desenvolvida, de acordo com a
Declaragao

de Helsinquia da Associacéo Médica Mundial (www.wma.net).

Na seccao de métodos do manuscrito deve ser mencionada esta
aprovacéao e a obtengdo de consentimento informado, quando aplicavel.

Resultados

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

N&o deve ser fornecida informag&o em duplicado no texto e nas tabelas
ou figuras, bastando descrever as principais observagoes 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 utilizagao resultarem claros beneficios para a compreenséo dos
resultados.

Apresentacdo de dados nimericos

A precisdo numérica utilizada na apresentagao dos resultados nédo
deve ser superior a permitida pelos instrumentos de avaliagéo.

Para variaveis quantitativas as medidas apresentadas nédo deverédo

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 0s coeficientes de
correlagéo

devem ser apresentados com um méaximo de duas casas decimais.

Os valores de p devem ser apresentados com um ou dois algarismos
significativos e nunca na forma de p=NS, p<0,05 ou p>0,05, na medida em
a informag&o 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, numeradas
(numeragdo arabe separadamente para tabelas e figuras) de acordo
com a ordem em que sé&o discutidas no texto.

Cada tabela ou figura deve ser acompanhada de um titulo e notas
explicativas (ex. definicdes de abreviaturas) de modo a serem
compreendidas

e interpretadas sem recurso ao texto do manuscrito.

Para as notas explicativas das tabelas ou figuras devem ser utilizados
0s seguintes simbolos, nesta mesma sequéncia:

SHES LT

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 gréaficos, mapas, ilustracdes, 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 fotografias
ou ilustracdes.

A dimenséo das figuras é habitualmente reduzida a largura de uma
coluna, pelo que as figuras e o texto que as acompanha devem ser
facilmente legiveis apds reducéo.

Na primeira submissdo do manuscrito ndo devem ser enviados
originais de fotografias, ilustracdes ou outros materiais como peliculas
de raios-X. As figuras, criadas em computador ou convertidas em formato
electrénico apos digitalizagdo devem ser inseridas no ficheiro do
manuscrito.

Uma vez que a impresséo final sera a preto e branco ou em tons de
cinzento, os gréaficos ndo dever&o ter cores. Graficos a trés dimensdes
apenas serdo aceites em situacdes 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.

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

Os custos da publicacéo das figuras a cores serédo suportados pelos
autores.

Em caso de aceitagdo do manuscrito, seréo solicitadas as figuras nos
formatos mais adequados para a producgéo da revista.

Discusséo

Na discussdo ndo deve ser repetida detalhadamente a informagéo
fornecida na seccéo dos resultados, mas devem ser discutidas as limitagbes
do estudo, a relacéo dos resultados obtidos com o observado

noutras investigagdes e devem ser evidenciados os aspectos inovadores

do estudo e as conclusdes que deles resultam.

E importante que as conclusdes estejam de acordo com os objectivos

do estudo, mas devem ser evitadas afirmag6es e conclusdes que ndo sejam

completamente apoiadas pelos resultados da investigacdo em causa.

Referéncias
As referéncias devem ser listadas apés o texto principal, numeradas

consecutivamente de acordo com a ordem da sua citagéo. Os nimeros
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das referéncias devem ser apresentados entre parentesis. Ndo deve ser
utilizado software para numeracéo automatica das referéncias.

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

alguns exemplos:

1. Artigo

* Vega KJ, Pina |, Krevsky B. Heart transplantation is associated
with an increase risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med
1996;124:980-3.

2. Artigo com Organizagéo como Autor

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

3. Artigo publicado em Volume com Suplemento

» 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 NUmero com Suplemento
payne DK, Sullivan MD, Massie MJ. 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))

Norman 13, 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 SJ, 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 acordo
com o adoptado pelo Index Medicus. Uma lista de publicagdes pode
ser obtida em http://www.nIm.nih.gov.

Deve ser evitada a cita¢éo de resumos e comunicagfes pessoais.

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

Anexos
Material muito extenso para a publicagdo com o manuscrito,
designadamente 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 submiss&o a existéncia de conflitos de interesse ou declarar
a sua inexisténcia.

Essa informagao ser4 mantida confidencial durante a revisdo do manuscrito
pelos avaliadores externos e néo influenciara a deciséo editorial
mas sera publicada se o artigo for aceite.

Autorizagdes

Antes de submeter um manuscrito aos ARQUIVOS DE MEDICINA os
autores devem ter em sua posse 0s seguintes documentos que poderao
ser solicitados pelo corpo editorial:

- consentimento informado de cada participante;

- consentimento informado de cada individuo presente em fotografias,
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 secgéo de
agradecimentos.

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 apresentacéao.

Carta de apresentagéo

Deve incluir a seguinte informagao:

1) Titulo completo do manuscrito;

2) Nomes dos autores com especificagdo do contributo de cada um
para 0 manuscrito;

3) Justificacdo de um nimero elevado de autores, quando aplicavel;
4) Tipo de artigo, de acordo com a classifica¢gdo dos ARQUIVOS DE
MEDICINA,

5) Fontes de financiamento, incluindo bolsas;

6) Revelacéo de conflitos de interesse ou declaracdo da sua auséncia;
7) Declaracéo de que o manuscrito ndo foi ainda publicado, na integra
ou em parte, e que nenhuma versdo do manuscrito esta a ser
avaliada por outra revista;

8) Declaracéo de que todos os autores aprovaram a versdo do manuscrito
que esta a ser submetida;

9) Assinatura de todos os autores.

E dada preferéncia & submissdo dos manuscritos por e-mail (submit@
arquivosdemedicina.org).

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

Se néo for possivel efectuar a submisséo por e-mail esta pode ser

efectuada por correio para o seguinte enderego:

ARQUIVOS DE MEDICINA
Faculdade de Medicina do Porto
Alameda Prof. Hernani Monteiro
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4200 - 319 Porto, Portugal

Os manuscritos devem, entéo, ser submetidos em triplicado (1

original impresso apenas numa das paginas e 2 copias com impressao
frente e verso), acompanhados da carta de apresentacgao.

Os manuscritos rejeitados ou o material que os acompanha néo serdo
devolvidos, excepto quando expressamente solicitado no momento da

submisséo.

A aceitagdo dos manuscritos relativamente aos quais forem solicitadas
alteragGes fica condicionada a sua realizagéo.

A versao corrigida do manuscrito deve ser enviada com as alteraces
sublinhadas para facilitar a sua verificagéo e deve ser acompanhada
duma carta respondendo a cada um dos comentarios efectuados.

Os manuscritos s6 poderdo ser considerados aceites apés confirmacéo
das alteragdes solicitadas.

Uma vez comunicada a aceitacdo dos manuscritos, deve ser enviada

a sua versao final em ficheirto de Word®©, formatada de acordo com as
instru¢des acima indicadas.

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

A revisdo das provas deve ser efectuada e aprovada por todos os autores
dentro de trés dias Uteis. Nesta fase apenas se aceitam modificacdes

gue 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.
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