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Butirato e cancro colo-retal

Resumo

O cancro colo-retal € uma das principais causas de morbilidade e mortalidade em
todo o mundo e a sua incidéncia tem aumentado nos ultimos anos. A sua etiologia é
multifatorial estando cerca de 80% destes carcinomas associados a fatores ambientais.
Multiplos estudos epidemiologicos e experimentais mostraram que a ingestdo de uma dieta
rica em fibras diminui a incidéncia de cancro colo-retal e este efeito protetor foi associado a

producao de butirato.

O butirato € um acido gordo de cadeia curta produzido pela degradacao das fibras
alimentares no célon humano pelas bactérias intestinais. A sua producgéo esta associada a
diminuigao da incidéncia de cancro colo-retal devido a sua capacidade de promover a
diferenciacéo das células neoplasicas, inibir a proliferagcéo celular, estimular a apoptose e
regular a expressao de genes. O objetivo desta revisao é descrever a agao do butirato na

mucosa do colon saudavel e no cancro colo-retal.

Palavras-chave: Butirato, cancro colo-retal, doenca inflamatoéria intestinal, fibras



Abstract

Colorectal cancer is a major cause of morbidity and mortality worldwide and its
incidence has increased in recent years. Its etiology is multifactorial with around 80% of
these cancers associated with environmental factors. Multiple epidemiological and
experimental studies have shown that eating a diet high in fiber reduces the incidence of

colorectal cancer and this protective effect was associated with the production of butyrate.

Butyrate is a short-chain fatty acid produced by the degradation of dietary fiber in
human colon by intestinal bacteria. Its production is associated with reduced incidence of
colorectal cancer because of its ability to promote the differentiation of neoplastic cells, inhibit
cell proliferation, stimulate apoptosis and regulate gene expression. The purpose of this
revision is to describe the action of butyrate in the healthy colon mucosa and in colorectal

cancer.

Keywords: butyrate, colorectal cancer, inflammatory bowel disease, fiber
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Lista de Abreviaturas

AGCC - acidos gordos de cadeia curta

BCRP - proteina de resisténcia do cancro da mama

CCR - cancro colo-retal

CU — colite ulcerosa

DIl — doenga inflamatéria intestinal

DRS5 - death receptor 5

EGCG - epigalocatequina galato

HDAC- desacetilase das histonas

INF-y — interferdo-y

MCT1 - transportador dos monocarboxilatos tipo 1

MDMA — metilenodioximetanfetamina

NFKB — fator de transcrigéo nuclear KB

SMCT1 - transportador dos monocarboxilatos tipo 1 acoplado com o sédio

TNF-a - fator de necrose tumoral-alfa

TRAIL — tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand



2. Introdugao

Muitos tumores sao resistentes aos protocolos de tratamento atuais e isto constitui
um dos principais problemas na terapia do cancro colo-retal (CCR). O epitélio do célon esta
em contacto direto com os alimentos ingeridos, o que pode influenciar o padrao de
crescimento, diferenciacdo e morte celular. Assim, a eliminagéo de células pré-neoplasicas
ou neoplasicas através da alimentacao ou intervengbes quimiopreventivas representa uma

abordagem promissora para diminuir a incidéncia de CCR (citado em [1]).

A nocao de que o consumo de fibras poderia estar associada a reducgéo da
incidéncia do CCR foi proposta por Burkitt que estabeleceu a associagéo entre a ingestao de
uma dieta rica em fibras e a baixa incidéncia de CCR (citado em [2, 3]). Esta observagéo foi
confirmada por varios estudos epidemiologicos que mostram que existe uma relagéo inversa
entre a ingestéo de fibras e a incidéncia de CCR [4], sendo que a ingest&o diaria de 30 g de
fibras reduz em cerca de 50% o risco de desenvolver CCR (citado em [2, 5]). A inulina, uma
fibra alimentar, e os produtos da sua fermentacéo diminuem o risco de CCR (citado em [6,
7]). Estes efeitos protetores foram associados a produgao de butirato [8], que tem efeitos
anticarcinogénicos devido a sua capacidade de induzir a apoptose [9], de inibir a

proliferagéo e promover um fenétipo mais diferenciado nos colonécitos neoplasicos [10].

No entanto, nem todos os estudos in vivo mostram que o butirato tem uma acgéo
protetora sobre a carcinogénese colo-retal. Quando se compara o resultado destes estudos
€ necessario ter em conta que o butirato exerce diferentes efeitos em células sob diferentes
condicbes microambientais, que as mesmas células em diferentes estados respondem de
maneiras diferentes ao butirato, que ha heterogeneidade na exposigéo do butirato in vivo e

0 que meio intracelular das células neoplasicas pode modificar as a¢des do butirato [11].



3. Métodos

Em 28 de setembro de 2011 efetuou-se uma pesquisa na PubMed com a seguinte
equacgao de pesquisa: (("butyrates"[MeSH Terms] OR "butyrates"[All Fields] OR
"butyrate"[All Fields]) AND ("colorectal neoplasms"[MeSH Terms] OR ("colorectal"[All Fields]
AND "neoplasms"[All Fields]) OR "colorectal neoplasms"[All Fields] OR ("colorectal"[All
Fields] AND "cancer"[All Fields]) OR "colorectal cancer"[All Fields])).

A pesquisa foi limitada a artigos publicados nos ultimos 10 anos, sem limite de
lingua. Foram obtidos 313 artigos. Destes foram selecionados, pela leitura do titulo e do
abstract, 64 que correspondiam ao objetivo desta monografia, bem como outros estudos que

permitissem uma abordagem geral deste tema.



4. CCR - Epidemiologia, fatores de risco e patogenia

O CCR é uma causa importante de morbilidade e mortalidade em todo o mundo € a
sua incidéncia tem vindo a aumentar nos ultimos anos. Em 2006, a taxa de incidéncia de
cancro do colon no Norte de Portugal foi de 40,5 novos casos por 100000 pessoas/ano,
enquanto que a taxa de incidéncia de cancro do reto foi de 23,9 novos casos por 100000

pessoas/ano [12].

A lesdo neoplasica que se deteta mais precocemente no célon séo os focos de cripta
aberrante, mas s6 uma pequena fracao destas lesées evolui para cancro [13]. O
desenvolvimento do CCR segue uma sequéncia de alteracbes patologicas bem definida,
nomeadamente o desenvolvimento de células de cripta aberrantes seguido de hiperplasia

epitelial, pélipos adenomatosos, carcinoma e por fim metastases (citado em [1]).

O CCR é mais comum nos paises desenvolvidos do que nos paises em
desenvolvimento, sugerindo que o estilo de vida ocidental pode ser responsavel pelo
aumento do risco (citado em [14]). Fatores ambientais sdo responsaveis por cerca de 80%
dos CCR e a dieta parece ser um dos fatores mais importantes [15, 16]. A ingestédo de
gorduras e os acidos biliares secundarios aumentam o risco enquanto que as fibras tém um
papel protetor (citado em [9]). O consumo de 4cido a-linoleico e acidos gordos w-3 tém um
efeito protetor sobre o aparecimento de CCR em mulheres, enquanto que o consumo de
acido araquidonico aumenta o risco [17]. Outros fatores de risco sdo os sindromes
hereditarios como a Polipose do célon e o Sindrome de Lynch e a doenga inflamatoria

intestinal (DII) [2].

O CCR resulta da acumulagao de multiplas alteracdes genéticas e a via de
sinalizagdo Wnt parece ter um papel importante na sua etiologia (citado em [13, 18]). Foi
estabelecida uma relacéo entre a atividade da via Wnt e os niveis de apoptose nas células
de CCR [19], sendo que a nao ativacado e a ativacdo em niveis elevados estimulam a

apotose [20]. Estudos in vitro sugerem que a ingestao de altos niveis de fibras resultam em



altas concentrag¢des de butirato que induz marcadamente a ativacao da via Wnt e a

apoptose dos colonécitos anormais [3, 19].



5. Fibras e CCR

A maioria dos estudos epidemiol6gicos mostram que existe uma relacao inversa
entre a ingestéo de fibras e a incidéncia de CCR [4, 21]. Em popula¢cdes com um baixo

consumo de fibras, a duplicacdo da ingestdo pode reduzir o risco de CCR em 40% [22].

As fibras influenciam a fisiologia intestinal quer pela sua agéo direta quer pelos
produtos que resultam da sua fermentacéao intestinal [5]. As suas a¢des envolvem a dilui¢cao
dos carcinogéneos, a reducao do tempo de transito intestinal, a estimulagcao da absorgéo
dos 4cidos biliares secundarios [2] e a producao dos acidos gordos de cadeia curta (AGCC),
acetato, propionato e butirato, através da sua fermentacao pelas bactérias intestinais [5, 23].
O butirato € o principal responsavel pelos efeitos benéficos que a flora bacteriana tem na
saude intestinal [24]. Ao contrario das fibras sollveis, as fibras insolUveis tém maior
capacidade de aumentar a concentragédo de butirato nas regides mais distais do intestino,
onde a sua concentragdo normalmente € mais baixa [5] e onde a incidéncia de carcinomas é

maior.

O racio da concentragdo dos AGCC ¢ de cerca de 60% de acetato, 25% propionato e
15% butirato [23]. O butirato é o que desperta mais interesse porque inibe a desacetilase
das histonas (HDAC) e induz a paragem do ciclo celular, diferenciagcao e/ou apoptose de
colonécitos neoplasicos in vitro (citado em [3]), sendo também a principal fonte de energia
dos colonécitos [25]. O butirato pode regular a expressao de genes quer por mecanismos
epigenéticos quer por acao direta e tem um papel importante na reversdo de mecanismos
epigenéticos envolvidos na carcinogénese e na ativacao da apoptose [2]. O butirato inibe a
proliferagéo das células neoplasicas do célon através da acetilagdo das histonas, da
metilagdo do DNA e da modulagéo da atividade do fator de transcrigdo nuclear Kb (NF-

KB)(citado em [26]).

A acetilagéo de algumas histonas especificas, através da inibicdo da HDAC, &

considerado o mecanismo principal pelo qual o butirato inibe a proliferagcao e estimula a
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apoptose e a diferenciagéo celular. O butirato causa hiperacetilagdo das histonas através da
inibicdo ndo-competitiva e reversivel da HDAC, aumentando a acessibilidade para a ligagcéo
dos fatores de transcricdo aos seus promotores no DNA (citado em [27, 28]). Além disso,
promove o crescimento e a proliferagdo dos colonécitos normais; estimula a absorgéo de
fluidos e eletrélitos; estimula a secrecdo de muco; aumenta a vascularizacao e a motilidade;
reduz a percegao e o desconforto intestinal e a dor; inibe a inflamagéo colbnica e o stress

oxidativo; e melhora as fun¢des de defesa da barreira intestinal (citado em [29]).

11



6. Butirato

6.1 Producao, destino e metabolismo

A concentragédo dos AGCC pode chegar aproximadamente aos 100 mM com cerca
de 20-30% de butirato, variando portanto a sua concentragao entre os 2 a 10 mM (citado em
[25, 30]). Cerca de 95% dos AGCC produzidos no intestino grosso sdo absorvidos e
metabolizados nos colonécitos [31] a nivel mitocondrial através da B-oxidacao e da via dos

acidos tricarboxilicos [32].

A concentragao de butirato € maior no cego e diminui nas regides mais distais do
célon, devido a sua absorgéo pela mucosa. A maioria dos CCR aparecem nos segmentos
mais distais do célon onde a concentragdo de butirato é mais baixa, o que permite
estabelecer uma relacéo inversa entre os dois [11]. A concentragdo de butirato na veia porta
€ cerca de 1000 vezes inferior a concentragéo no lumen do célon, devido a sua grande
metabolizag&o no interior dos colonécitos (citado em [11, 33]). Posteriormente, o figado
metaboliza a maior parte do butirato resultando em concentragdes sistémicas ainda mais

baixas (citado em [33]).

O butirato é a principal fonte de energia dos colonécitos normais [34], mas com a
transformacg&o maligna as células passam a usar a glicose como principal fonte de energia.
No entanto, o butirato tem a capacidade de alterar o metabolismo da glicose em alguns tipos
celulares [28, 35], sendo que as células cancerigenas podem mudar para um fenétipo que

usa preferencialmente o butirato como fonte de energia [28].

6.2 Absorgao intestinal

Teoricamente, os AGCC podem ser transportados para os colonécitos por dois
mecanismos diferentes: por difusdo passiva da forma nao dissociada e por um transportador
especifico para a forma aniénica [25]. No entanto, no [lUmen do célon quase todo o butirato
se encontra na forma dissociada, que ndao consegue atravessar a membrana do colonécito
por difusdo simples e por isso requer um sistema de transporte especifico. O transporte da

12



forma ionizada pode envolver o antiporte SCFA/HCOj’, o transportador dos
monocarboxilatos (MCT1 ou SLC16A1) que transporta o butirato acoplado com o H* ou o
transportador dos monocarboxilatos (SMCT1 ou SLC5A8) que o transporta acoplado com o
Na® [25]. O MCT1 tem uma distribui¢cdo ubiquitaria, sendo a isoforma mais expressa a nivel
intestinal; enquanto que o SMCT1 é expresso apenas no rim, no célon, no ileo e na tiroide

[36, 37].

O papel do butirato no desenvolvimento do CCR foi comprovado recentemente pela
demonstragéo da diminuigéo da expressao dos seus tranportadores (MCT1 e SMCT1) nos
colonécitos neoplasicos, resultando em diminuigéo da sua captagao e do seu metabolismo
(citado em [33]). O seu transporte em células epiteliais intestinais n&o transformadas
envolve principalmente o MCT1, com uma contribuicdo pequena do SMCT1 [38]; enquanto

que a captacao por células tumorais (Caco-2) é mediada apenas pelo MCT1 [4].

6.2.1 MCT1 e SMCT1

Os MCT's fazem o cotransporte dos monocarboxilatos com o H*, com uma
estereoquimica de 1:1, sendo por isso o seu transporte electroneutro [39]. Existem 14
isoformas mas apenas o MCT1, MCT2, MCT3 e o MCT4 transportam monocarboxilatos
acoplados com o H* [40]. Nos colondcitos humanos ocorre uma expressao polarizada das
isoformas do MCT. O MCT1 é expresso na membrana apical dos colonécitos, enquanto que
o0 MCT4 e o MCT5 sé&o expressos na membrana basolateral (citado em [32]). A absorg¢ao do

butirato mediada pelo MCT1 é aumentada pelo proprio butirato [41, 42].

A observacéo de que o butirato induz a expressdo do MCT1 pode explicar porque o
MCT1 é mais expresso no colon (maior concentragédo de butirato) que no intestino delgado
e sugere que o butirato pode regular o seu préprio transporte pelos colonécitos, de modo a

aumentar a sua concentragao intracelular [32].
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O SMCT1 é um transportador de monocarboxilatos cujo transporte é dependente do
Na® e é electrogénico (citado em [39]). O gene SLC5A8 pode ser silenciado através da
metilacado do DNA e a sua expressao encontra-se reduzida no CCR [37, 43]. A reexpressao
do SLC5A8 no CCR induz apoptose apenas na presenca de butirato. Assim, o SMCT1
medeia o efeito supressor tumoral do butirato, atuando como um gene supressor tumoral

(citado em[18, 37, 43, 44]).

6.2.2 Efeito de farmacos, alimentos e drogas de abuso

O transporte do butirato € modulado pela dieta e pela exposi¢cao aguda ou crénica a
alguns agentes farmacoldégicos, alimentos e drogas de abuso. A absorgéo do butirato
mediada pelo MCT1 é aumentada pelo butirato, leptina, proteina cinase C, somatostatina,
cafeina e &cido acetilsalicilico. E inibida pela E.coli enteropatogénea, interferdo-y (INF-y) e
fator de necrose tumoral-alpha (TNF-a), tecfilina, tetrahidrocanabinol, MDMA (ecstasy),
acetaldeido, indometacina e compostos polifendlicos (citado em [29, 38]). Diferentes
xenobi6ticos modulam de modo diferente a captagéo do butirato em células epiteliais ndo
transformadas (IEC-6) e em células epiteliais transformadas (Caco-2), com excegéo da
exposicdo aguda ao acetaldeido, indometacina, resveratrol e quercetina que inibem a
captacgéao do butirato nas duas linhas celulares. Isto pode ser explicado pelo facto de o

butirato ter efeitos opostos em células cancerigenas e em células ndo cancerigenas [38].

A captacgao do butirato em células tumorais (Caco-2) ¢ inibida pela exposi¢cédo aguda
e cronica a varios xenobidticos (etanol, acetaldeido, indometacina, resveratrol e quercetina)
[4]. A captagdo do butirato em baixa concentragéo (correspondente a concentragéo
encontrada entre as refei¢cdes) é reduzida pela exposigdo aguda ao acetaldeido, ao acido
acetilsalicilico, a indometacina, a cafeina e a teofilina e aumentada pelo MDMA e é
aumentada pela exposig¢éo cronica a cafeina e diminuida pelo tetrahidrocanabinol e MDMA.
Por outro lado, a exposi¢cao aguda ao acetaldeido, a indometacina e ao MDMA reduzem a

captagéo do butirato em alta concentragéo (correspondente a concentragéo obtida apds

14



digestao de fibras da dieta), enquanto o acido acetilsalicilico aumenta-a e a captagéo do
butirato em alta concentracdo nao ¢ afetada pela exposig¢éo crénica a qualquer um destes
agentes. A influéncia que estes compostos tém no desenvolvimento/defesa do CCR pode
ser explicada pela alteragdo da captacéo do butirato que eles provocam, explicando porque
os anti-inflamatorios nao esteroides e o tetrahidrocanabinol tém um efeito protetor e o
acetaldeido um papel promotor no aparecimento do CCR [4]. Adicionalmente em células n&o
tumorais (IEC-6), a exposicao aguda ao etanol e ao seu metabolito (acetaldeido) reduz a
captagcéo de butirato, podendo explicar o efeito promotor que estes agentes tém no CCR

[38].

Recentemente, verificou-se que a modulagéo da atividade do MCT1 pode estar
envolvida no efeito anticarcinogénico de alguns polifenéis. De facto, a capta¢ao do butirato
em baixa concentragdo é diminuida pela exposicao aguda ao resveratrol, quercetina,
miricetina e crisina e aumentada pelo xanto-humol, catequina e epicatequina e € diminuida
por exposi¢ao cronica a miricetina, rutina, crisina e xantohumol, mas aumentada pela
quercetina e epigalocatequina galato (EGCG). Por outro lado, a captagéo do butirato em alta
concentracao é diminuida pela exposi¢cao aguda ao resveratrol, quercetina, miricetina,
crisina, EGCG e epicatequina, e aumentada pela exposicao cronica a catequina, quercetina,
miricetina, rutina, EGCG e crisina. No entanto, a combinagéao de polifendis com o butirato
ndo modifica as agdes do butirato sobre a viabilidade celular, proliferagéo celular,
diferenciacéo e apoptose [45]. Este efeito dos polifendis no transporte do butirato pode
contribuir para o seu conhecido efeito anticarcinogénico. Nos ultimos anos, varios estudos
mostraram que os polifendis e os alimentos ricos nestes compostos (frutas e vegetais) tém

um papel protetor contra o desenvolvimento do CCR [46].

Por ultimo, o acido quenodesoxicélico é um inibidor competitivo da captagéo de
butirato em células n&o tumorais, inibindo a captagdo mediada quer pelo MCT1 quer pelo
SMCT1 apesar do efeito inibitério ser maior para o MCT1. Este mecanismo pode contribuir

para o efeito pré-carcinogénico do acido quenodesoxicélico a nivel intestinal [29].
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6.3 Mucosa normal vs CCR

O butirato tem agdes diferentes nos colonécitos normais e nos colonécitos
neoplasicos, pelo menos no que diz respeito a proliferacao celular e a apoptose (citado em
[16, 47, 48]) e este fendmeno foi designado pelo “Paradoxo do Butirato”. A agao do butirato
depende pois do fenoétipo celular (citado em [33]). Em células cancerigenas, ndo
diferenciadas e muito proliferativas, o butirato inibe a proliferagdo, aumenta a diferenciacéao
e a apoptose. Nas células normais ou em células diferenciadas, a proliferagéo e a
regeneracgao do epitélio com lesdo nao é afetado pela exposi¢do ao butirato. Isto demonstra
que o butirato pode exercer um efeito antiproliferativo na progresséo tumoral, mas a sua

producao € segura e ndo tem consequéncias para o crescimento do epitélio normal [10].

No epitélio intestinal normal, o butirato aumenta a proliferacdo dos colonécitos da
base da cripta intestinal onde a sua concentracgao é baixa e induz a diferenciagéo e
apoptose das células no topo da cripta onde a sua concentracao ¢é alta (citado em [23, 49]).
A perfusdo da mucosa normal com uma solugéo de butirato com uma concentragéo
semelhante a concentracgéo fisiologica estimula a proliferagéo das células das criptas em
ratos. Os AGCC tém um efeito tréfico sobre a mucosa retal humana e a sua auséncia esta

associada a atrofia da mucosa e morte dos colondcitos (citado em [25, 31]).

6.4 Efeitos Celulares do butirato

6.4.1 Ciclo Celular

A ciclina B1, a ciclina D1 e a p21 sao reguladores do ciclo celular com um papel
importante na carcinogénese colo-retal e cuja expressao pode ser alterada pela exposigcéo
ao butirato. O butirato induz paragem do ciclo celular via mecanismos dependentes e
independentes da p21 [43]. A p21WAFCPY & ym inibidor das cinases dependentes de
ciclinas que regula a apoptose, a diferenciac¢éo celular e induz paragem do ciclo celular na
fase G1. A sua expressao encontra-se reduzida no CCR [50]. O butirato induz a expresséao
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da p21 mediante a inibigdo da HDAC [9, 50], ativando o promotor da p21, num mecanismo
que é independente da p53 [25, 51]. A administragdo de butirato aumenta os niveis do
RNAm e da proteina p21 e reduz a incidéncia de CCR induzido pela 1,2-dimetilhidrazina em
ratinhos [52]. A atuagao do butirato no ciclo celular por mecanismos independentes da p21
envolve a ativagdo de membros da familia INK4 (inibidores CDK) ou a estabilizagdo da

p27K"1 [43].

O butirato diminui a transcrigéo da ciclina D1 [53] e da ciclina B1 [9] que tém um
papel importante na carcinogénese intestinal, induzindo a paragem do ciclo celular e a

diferenciacéo das células neoplasicas [25, 27].
6.4.2 Apoptose

A apoptose pode ser ativada pela via extrinseca (citoplasmatica) ou pela via
intrinseca (mitocondrial). A via extrinseca é desencadeada pelo recetor CD95 (Fas) e por
alguns membros da superfamilia do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a). A via intrinseca &
caracterizada pela ativagdo mitocondrial que leva a libertagao de citocromo-c e a formacgao
do apoptossoma. As duas vias convergem na ativagdo da cascata de caspases que clivam
moléculas estruturais levando a morte celular (citado em [1]). O butirato estimula a apoptose

através da ativagdo de mecanismos diferentes em duas linhas celulares distintas [54].

O TGF-B € um importante regulador da proliferagéo dos colonécitos. O TGF-3 ao
ligar-se ao seu recetor induz a fosforilagcado do Smad-2 e do Smad-3 que posteriormente
formam um heterodimero com o Smad-4. Este complexo regula a transcricdo de genes,
como o p27 e o c-myc. A fosforilagdo do Smad-3 é amplificada pelo butirato. Assim, o efeito
pré-apoptotico do butirato pode em parte ser explicado pela regulagéo da fosforilagdo do

Smad-3 [13, 55].

O butirato causa sobreregulacéo do death receptor 5 (DR5) nas células neoplasicas
sensibilizando-as para a apoptose induzida por um outro agente quimioterapéutico, o tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), sem afetar as células normais
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(citado em [43]). O butirato estimula seletivamente a expressao do DR5 sem afetar a
expressao dos outros recetores para o TRAIL (DR4, DcR1 e DcR2). Enquanto que as
células neoplasicas expressam como recetor o0 DR5, as células normais expressam o DcR1

ou DcR2 que sao recetores que nao ativam a apoptose [56].

O butirato induz a apoptose através da hiperacetilagéo das histonas, que resulta na
ativacao da caspase-3. A incubacéao de células HT-29 com butirato aumenta o numero de
células apoptéticas, verificando-se aumento da atividade da caspase-3 e da caspase-9
sugerindo que a apoptose é ativada pela via mitocondrial nesta linha celular [1]. O butirato
também induz a apoptose em células Caco-2 pela via mitocondrial, através da
sobreexpressao da Bak e da translocagao do citocromo-c para o citoplasma ocorrendo a
formagéo do apoptossoma e a ativagédo das caspases [57]. Estudos in vivo mostram que a
apoptose desencadeada pelo butirato esta associada a uma alteracdo da expresséo das
proteinas da familia Bcl2, ocorrendo sobreexpressdo da BAK que é uma proteina

proapoptética e diminuicao da BcelxL que € uma proteina antiapoptotica [23, 31, 58].

A elevacao da concentragao de AGCC no lumen do célon n&do aumenta diretamente
a taxa de apoptose dos colon6citos normais, mas causa um aumento significativo apés a
inducdo de um dano celular causado por um genotéxico [59]. Estes dados indicam que o
butirato ndo induz apoptose per si, mas sensibiliza as células para o dano celular, o que
também pode explicar as diferentes agdes que ele tem nas células epiteliais transformadas

e nas células epiteliais nao transformadas (citado em [60]).

6.4.3 Viabilidade, proliferagao e diferenciacao celular

O butirato diminui a viabilidade e a proliferagéo celular e aumenta a diferenciagao
celular e a apoptose [2, 29, 45]. O butirato induz a diferenciagédo de colonécitos neoplasicos
in vitro produzindo um fenétipo tipicamente associado ao de uma célula madura normal e
isto € demonstrado pelo aumento da atividade da fosfatase alcalina [25, 45, 61]. O butirato

consegue estimular um fenétipo absortivo em células Caco-2 (citado em [62]). A
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diferenciagéo induzida pelo butirato altera a morfologia e a ultraestrutura das células
tumorais, resultando na perda da maioria das caracteristicas malignas das células

cancerigenas (citado em [58]).

A proteina de resisténcia do cancro da mama (BCRP) € uma proteina da
superfamilia de transportadores ABC que promove o efluxo pela membrana apical do
butirato no célon humano. A sua expressao € abundante nos colonécitos normais, ao
contrario do que acontece no CCR em que a sua expressao se encontra reduzida. Assim, a
sua reduzida expressao no CCR pode explicar porque estas células sdo mais sensiveis aos
efeitos do butirato do que os colonécitos n&o neoplasicos. Além disso, a inibicao da BCRP

potencia o efeito do butirato sobre a proliferacédo celular em colonécitos normais [63].

6.4.4 Outros efeitos celulares

Multiplos estudos utilizando analise protedmica tentaram identificar as vias pelas
quais o butirato exerce a sua agao quimiopreventiva. Tan et al mostraram que o butirato
regula a expressao dos genes envolvidos no controlo do ciclo celular, da apoptose, do

metabolismo e da metastizacéo [15].

O butirato altera a expressao de varias proteinas reguladoras do ciclo celular (p16,
p21 e c-myc) e reduz a sintese de nucleotideos, induzindo a paragem do crescimento
celular. Aumenta a expressao de genes supressores tumorais (galectina-1, metalotioneina-
1X e proibitina-2), de proteinas que ativam a apoptose (complexos de transporte da cadeia
transportadora de eletrées e sintase do ATP), de enzimas envolvidas no metabolismo
celular (desidrogénase do malato, desidrogénase do oxoglutarato e transaldélase) e de
proteinas associadas ao citoesqueleto (citoesqueleto 18, citoesqueleto 19 e filaminas),
diminuindo o potencial metastatico das células [15]. A analise protedbmica de duas linhas
celulares, uma sensivel e outra resistente ao butirato, identificou 154 proteinas que séo

expressas de modo diferencial ap6s exposi¢ao ao butirato [64].
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A influéncia do butirato na expresséo de alguns outros genes foi alvo de estudos,

cujos resultados sédo apresentados em seguida.

A) A protecao contra o CCR exercida pelo butirato pode envolver a ativagéo de
enzimas que metabolizam os carcinogéneos [65], nomeadamente varios tipos de glutationa-

S-transferase [16, 35].

B) O butirato diminui a expressao de neurofilina-1, uma molécula essencial na
regulacéo da apoptose e da angiogénese que promove a migragao celular e a sobrevivéncia
das células neoplasicas [66]. Um estudo in vivo mostrou que os niveis de neurofilina-1 estdo

inversamente associados aos niveis de butirato no célon [67].

C) A existéncia de niveis intestinais mais elevados de butirato estdo associados a
diminuicdo da expresséo de queratina-8, uma molécula que confere resisténcia a apoptose,

no CCR [68].

D) O butirato estimula a expressdo do RNAm e da proteina do gene homeobox Cdx2
através da ativagao transcripcional do seu promotor, o que pode representar um novo
mecanismo pelo qual controla a proliferagéo e diferenciagéo das células do CCR. O Cdx-2 é
um fator de transcrigdo produzido no epitélio intestinal que inibe o crescimento celular e

estimula a proliferagéo intestinal [69].

E) O butirato estimula a producao de mucina-2 numa linha celular de cancro do

célon, sendo que a mucina-2 é importante na proteg¢édo contra doencas colo-retais [70].

F) O butirato diminui o potencial metastatico e invasivo das células neoplasicas
através da diminuicao da atividade de varios genes envolvidos na capacidade de

metastizagdo, como a metaloproteinase de matriz (citado em [43]).

G) A GPR43 e a GPR109A séo recetores para o butirato que ndo s&o expressos nas

células neoplasicas e que podem atuar como genes supressores tumorais. A reexpresséo
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da GPR43 numa linha de adenocarcinoma induz a paragem celular e o aumento da

apoptose depois do tratamento com butirato/propionato [24, 71].

Todos estes estudos demonstram que o butirato, para além de regular a expresséo
de genes envolvidos no controlo do ciclo celular, diferenciagédo celular e apoptose, regula

outros genes que tém um papel importante na manutencado da homeostasia intestinal.
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7. Butirato e Doencga Inflamatéria Intestinal

A DIl de longa duragao aumenta o risco de desenvolvimento de CCR (citado em
[32]). Foram reportadas alteragées na concentracao de butirato e na sua oxidagéo na Colite
Ulcerosa (CU). No entanto, nos doentes com CU inativa a oxidag&o do butirato in vivo é
normal, o que sugere que a alteracado da sua oxidagédo ndo é um defeito primario na CU [32].
As citocinas pré-inflamatérias que sdo expressas abundantemente na DIl, nomeadamente o
TNFa e o INFy, diminuem a expressao do MCT1 via inibicdo da sua transcricdo. A
diminui¢cdo da oxidag¢ao do butirato na mucosa inflamada pode assim ser consequéncia da
reducéo da expressao do MCT1, com consequente diminui¢do da captagéo do butirato, o
que pode afetar os seus efeitos reguladores a nivel celular [72]. A diminuicdo da expresséo
do MCT1 é maior nos doentes que tém DIl e CCR do que naqueles que tém DIl que ndo
complicou com CCR [32]. De modo semelhante, o TNFa também diminui a expresséo do
SMCT1 via inibicdo da sua transcricao [73]. Assim, as citocinas pro-inflamatérias diminuem
a expressao dos dois principais transportadores do butirato nos colonécitos, diminuindo
deste modo a sua oxidagdo na mucosa inflamada. A diminuigdo da captacéo e da oxidagéo
do butirato que ocorre durante a inflamacgao pode explicar porque os doentes com DIl tém

um risco maior de desenvolver CCR.

A inativacdo do NF-Kb é o efeito anti-inflamatério mais estudado do butirato. Em
doentes com CU, a administragdo de butirato diminuiu os niveis de NF-Kb e a manifestagéo
clinica da doenca. Este efeito anti-inflamatério do butirato via inibicdo do NF-Kb reduz a
concentracao de mieloperoxidase, ciclo-oxigénase 2, moléculas de adeséao e citocinas

(citado em [33]).

O butirato induz a expressao da catalase, e inibe a expressao da ciclooxigénase2 e
da superoéxidodismutase?2 (citado em [8, 74]), o que também contribui para a sua agéo anti-

inflamatoria. A indugéo da catalase reduz a concentragéo de perdxido de hidrogénio que é
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genotoxico. O butirato sozinho ou numa mistura com outros AGCC tem um efeito protetor

contra danos no DNA causados pelo H,O, [75].
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8. Conclusao

O butirato é o principal produto da fermentacao das fibras no intestino humano e tem
um papel importante na manutengdo da homeostasia intestinal. As suas ac¢des sao multiplas
e envolvem diferentes mecanismos de ag¢éo, sendo o mais importante a modulagao
epigenética da expressao de varios genes através da sua capacidade de inibir a HDAC.
Entre as varias agbes induzidas pelo butirato destacam-se a indugédo da apoptose, o

bloqueio do ciclo celular e a estimulagao da diferenciagéo celular.

A producao de butirato pode ser apenas um dos mecanismos pelos quais as fibras
exercem o seu efeito protetor relativamente ao CCR, pois o aumento da concentracado de
butirato também é acompanhada por outras alteracdes a nivel intestinal. Embora a maioria
dos estudos apontem para que o butirato tenha um papel protetor sobre a mucosa colénica,
mais estudos sdo necessarios, nomeadamente estudos in vivo, para se conseguir perceber

as acoes que ele desencadeia na mucosa do célon normal e no CCR.
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Estasinstrucdes seguem os “Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals” (disponivel em URL: www.icmje.org).

Os ARQUIVOS DE MEDICINA publicam investiga¢do original
nas diferentes areas da medicina, favorecendo investigacio de
qualidade, particularmente a que descreva a realidade nacional.

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

Todos os artigos solicitados serdo submetidos a avaliagdo externa e
seguirdo o mesmo processo editorial dosartigos de investigacdo original.

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

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

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

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

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

Artigos de investigacao original

Resultados de investiga¢do original, qualitativa ou quantitativa.

0 texto deve ser limitado a 2000 palavras, excluindo referéncias e
tabelas, e organizado em introdugdo, métodos, resultados e discussdo,
com um maximo de 4 tabelas e/ou figuras (total) e até 15 referéncias.

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

Publicagdes breves

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

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

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

Artigos de revisao

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

0 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 introduc¢do, métodos,
resultados e discussao.

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

Comentarios

Comentérios, ensaios, analises criticas ou declaracdes de posicdo
acerca de topicos de interesse na area da satde, designadamente politi-
cas de satude 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 selec¢do acordada com o corpo editorial da revista. No entanto é
bem vinda a descri¢do de casos clinicos verdadeiramente exemplares,
profundamente estudados e discutidos. O texto deve ser limitadoa 1200
palavras, excluindo referéncias e tabelas, com um maximo de 2 tabelas
e/ou figuras (total) e até 10 referéncias.

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

Séries de casos

Descrigoes de séries de casos, tanto numa perspectiva de tratamento
estatistico como de reflexdo sobre uma experiéncia particular de diag-
noéstico, tratamento ou prognoéstico.

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

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

Cartas ao editor

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

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

As cartas ao editor ndo devem apresentar resumos.

Revisoes de livros ou software

Revisoes criticas de livros, software ou sitios da internet.

0 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 formatagdo dos artigos submetidos para publicagdo nos ARQUI-
VOS DE MEDICINA deve seguir os “Uniform Requirements for Manus-
cripts Submitted to Biomedical Journals”.

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

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

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

Devem ser inseridas quebras de pagina entre cada secgdo.

Nao devem ser inseridos cabegalhos nem rodapés.

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

Apenas sera efectuada a reproducio de citagdes, tabelas ou ilustra-
¢oes de fontes sujeitas a direitos de autor com citacdo completa da fonte
e com autorizagdes do detentor dos direitos de autor.

Unidades de medida

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

Abreviaturas

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

Nomes de medicamentos

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

Pagina do titulo

Na primeira pagina do manuscrito deve constar:

1) o titulo (conciso e descritivo);

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

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

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

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

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

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

Autoria

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

1) concepgdo e desenho do estudo, ou obten¢do dos dados, ou analise
e interpretacgdo dos dados;

2) redac¢do do manuscrito ou revisdo critica do seu contetido
intelectual;

3) aprovagdo final da versdo submetida para publicagdo.

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

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

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

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

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

Agradecimentos

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

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

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

Nos resumos nao 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.

Introducao

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

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

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

As consideragdes éticas devem ser efectuadas no final desta secg¢ao.

Analise dos dados

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

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

Deve ser mencionado o software utilizado na analise dos dados.

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

Resultados

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

Nio deve ser fornecida informagio em duplicado no texto e nas ta-
belas ou figuras, bastando descrever as principais observagoes referidas
nas tabelas ou figuras.

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

Apresentacio de dados numericos

A precisdao numérica utilizada na apresentagdo dos resultados nao
deve ser superior a permitida pelos instrumentos de avaliagao.

Para variaveis quantitativas as medidas apresentadas ndo deverao
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 nao devem ser apresentadas
casas decimais.

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

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



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

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

As tabelas devem surgir ap6s as referéncias. As figuras devem surgir
apos as tabelas.

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

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

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

R AT At S =3

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

Nas tabelas devem ser utilizadas apenas linhas horizontais.

As figuras, incluindo graficos, 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 foto-
grafias ou ilustragdes.

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

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 for-
mato electrénico ap6s digitalizagdo devem ser inseridas no ficheiro do
manuscrito.

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

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

Aslegendas, simbolos, setas ouletras devem serinseridas no ficheiro
da imagem das fotografias ou ilustragdes.

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

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

Discussao

Na discussdo ndo deve ser repetida detalhadamente a informagao
fornecida na secgao dos resultados, mas devem ser discutidas as limi-
tagdes do estudo, a relagdo dos resultados obtidos com o observado
noutras investiga¢des e devem ser evidenciados os aspectos inovadores
do estudo e as conclusoes que deles resultam.

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

Referéncias

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

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

1. Artigo

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

with an increase risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med

1996;124:980-3.

2. Artigo com Organizagdo como Autor

e The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise
stress testing.safety and performance guidelines. Med ] Aust 1996;
64:282-4.
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3. Artigo publicado em Volume com Suplemento

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

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

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

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

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

8. Capitulo de Livro

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

9. Artigo em Formato Electrénico

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

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

Deve ser evitada a citagdo de resumos e comunicagdes pessoais.

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

Anexos

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

Conflitos de interesse

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

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

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

Os manuscritos submetidos aos ARQUIVOS DE MEDICINA devem ser
preparados de acordo com as recomendagdes acima indicadas e devem
ser acompanhados de uma carta de apresentagdo.
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Carta de apresentacao
Deve incluir a seguinte informacgao:
1) Titulo completo do manuscrito;
2) Nomes dos autores com especificagdo do contributo de cada um
para o manuscrito;
3) Justificagdo de um nuimero elevado de autores, quando aplicavel;
4) Tipo de artigo, de acordo com a classificagdo dos ARQUIVOS DE
MEDICINA;
5) Fontes de financiamento, incluindo bolsas;
6) Revelagdo de conflitos de interesse ou declaragdo da sua auséncia;
7) Declaragdo de que o manuscrito ndo foi ainda publicado, na in-
tegra ou em parte, e que nenhuma versao do manuscrito esta a ser
avaliada por outra revista;
8) Declaragdo de que todos os autores aprovaram a versdo do ma-
nuscrito que esta a ser submetida;
9) Assinatura de todos os autores.

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

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

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

ARQUIVOS DE MEDICINA

Faculdade de Medicina do Porto

Alameda Prof. Hernani Monteiro

4200 - 319 Porto, Portugal

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

Osmanuscritosrejeitados ou o material que osacompanhando serao
devolvidos, excepto quando expressamente solicitado no momento da
submissdo.
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A aceitagdo dos manuscritos relativamente aos quais forem solicita-

arta respondendo a cada um d rio 1ados.
Os manuscritos s6 poderdo ser considerados aceites ap6s confirma-
¢do das alteragdes solicitadas.

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

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

Arevisdo das provas deve ser efectuada e aprovada por todos os au-
tores dentro de trés dias titeis. Nesta fase apenas se aceitam modificagcdes
que decorram da correcg¢do 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.



