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INTRODUCAO

O cancer colorretal € um dos tumores humanos mais
frequentes e a terceira causa de morte relacionada ao cancer no
mundo. Apesar de Importantes progressos terapéuticos, 0sS
resultados na doenca avancada ainda sao muito modestos. Isto
deve-se ao fato de que a droga mais utilizada nesta neoplasia, o
antimetabolito 5-fluorouracil (5-FU), fol desenvolvido a mais de 40
anos produzindo taxas de respostas de somente 10-15%.

Muitos estudos tém sido realizados no intuito de avaliar a
combinacdo do Irinotecan ( CPT-11)/5-FU quanto a sua eficacia
terapéutica no carcinoma de coélon. Evidéncias in vivo e In Vitro
sugerem uma interacao de citotoxicidade dependente da sequéncia
de administracao do 5-FU e CPT-11. Porém, nao esta bem elucidado
0 mecanismo que isso ocorre. A combinacao do 5-FU e CPT-11 pode
representar uma opcao importante, no tratamento do carcinoma
colorretal avancado.

Neste estudo, avaliamos a combinacao CPT-11/5-FU quanto
ao aumento da inibicao do crescimento celular quando comparada
com 0s agentes sozinhos nas linhagens celulares de carcinoma de
colon humano e o efeito nas enzimas topoisomerase | e carboxil
esterase.

MATERIAL E METODOS

As linhagens SW620, HT-29 e SNU-C4 de carcinoma de coélon
humano foram tratadas:
* Por 24 h com IC., do 5-FU ou IC., do CPT-11;
* Por 24 h com IC,,do CPT-11 simultaneamente com IC., do 5-FU e
vice-versa;
 Por2hcomlIC,, CPT-11, seguido por 22 h de IC., do 5-FU e vice-
versa.

O efeito citotoxico foi avaliado pelo ensaio colorimétrico de
SRB, Imediatamente ap0s o0 tratamento. As absorvancias no
comprimento de onda de 515 nm foram utilizadas para derivar 0s
valores de IC,, IC,, e ICg, ISto €, a concentracdo de droga
necessaria para inibir 20%, 50% e 80% do crescimento celular.

A atividade catalitica da topoisomerase | foi determinada
atraves da capacidade da enzima, presente nos extratos nucleares,
converter o DNA superenrolado em DNA relaxado usando um Kit para
determinacao de Topoisomerase | (Topoisomerase | Assay Kit;
TopoGEN, Columbus, OH, EUA),

A atividade da carboxil esterase fol determinadas na fracao
microssomal das células através da conversao do acetato de para-
nitrofenil no seu metabolito para-nitrofenol. As atividades da enzima
foram expressas em mU/mg proteina.

RESULTADOS

A linhagem HT-29 demonstrou menor sensibilidade ao 5-FU
(1Cs, 8,2 UM) , enquanto que a linhagem SNU-C4 apresentou maior
sensibilidade a esta droga (IC;, 2,2 uM). As 2 linhagens apresentaram
sensibilidade comparavel ao CPT-11 (IC, 2,5 e 3,8 uM) (Tabela 1).

Tabela 1: Valores de IC,, (UM; médias £ DP, n = 6) nas linhagens
celulares de carcinoma de colon humano apos tratamento por 24 h
com 5-FU ou CPT-11, isolado ou combinado.

HT-29 SNU-C4
5-FU 24 h 8.2+1.3 2.2+ 0.7
CPT-11 IC,o + 5-FU,24 h simultanemente 109 +1.2 5.4 + 0.9%
CPT-11 IC5 2 h, seguidode 5-FU 22 h 1.5 + 0.5% 1.1 + 0.2°
CPT-11 alone, 24 h 2.5+ 0.5 3.8+ 0.3
5-FU IC,, + CPT-11,24 h simultaneamente 22+0.4 2.2 +0.2°
5-FU ICy 2 h, seguido de 5.5+ 0.7° 18.2 + 0.6°

CPT-11 22 h

CPT-11 IC,,2 h antes do 5-FU age aditiva ou sinergisticamente
nas 2 linhagens celulares (4, 2 vezes nas linhagens HT-29, SNU-C4).
5-FU IC,;, 2 h antes do CPT-11 tem efeito antagonico nas 2 linhagens
celulares (2, 2, 4 vezes nas linhagens HT-29, SNU-C4). Somente na
linhagem SNU-C4 (mais sensivel ao 5-FU) o tratamento simultaneo
com CPT-11 IC,, antagoniza o efeito do 5-FU (2 vezes), enquanto
que a exposi¢cao simultanea a 5-FU IC,,aumenta o efeito do CPT-11
(2 vezes) (Tabela 1).

A avaliacao da atividade da topoisomerase | revelou valores de
1 e 1,5 unidades arbitrarias, para as linhagens HT-29 e SNU-C4,
respectivamente. Estes resultados indicam que a linhagem SNU-C4
apresenta 50% mais atividade desta enzima quando comparada com
a HT-29 (Figura 1).

A atividade da carboxil esterase na linhagem SNU-C4 foi cerca
de 2,5 vezes menor do que na linhagem HT-29.

HT-29 SNU-C4 M

M=marker, R=relaxed DNA, S=supercoiled DNA

Figura 1. Conversao do DNA superenrolado (SC) de plasmidio pHOT1 em DNA
relaxado (RE) através de diferentes diluicdes (1:5, 1:2, 1:1) de extratos nucleares
de culturas nao tratadas das linhagens HT-29 (colunas 1-3) e SNU-C4 (colunas
5-7). Coluna 9 mostra o relaxamento do DNA de plasmidio pHOT1 pela topo |
purificada.

CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que a sensibilidade ao CPT-11 foi

determinada por um equilibrio entre as atividades da topoisomerase | e
carboxiel esterase.
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