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RESUMO 

 

 

 O câncer colorretal é um dos tumores humanos mais freqüentes e a terceira 
causa de morte relacionada ao câncer no mundo. Apesar de importantes progressos 
terapêuticos, os resultados na doença avançada ainda são muito modestos. Isto 
deve-se ao fato de que a droga mais utilizada nesta neoplasia, o antimetabólito 5-
fluorouracil (5-FU), foi desenvolvido a mais de 40 anos produzindo taxas de 
respostas de somente 10-15%. Recentemente, o inibidor da topoisomerase I 
irinotecan (CPT-11) demonstrou, em carcinoma de cólon avançado, respostas 
comparáveis tanto em pacientes não tratados quanto naqueles que tiveram recaída 
após terapia com 5-FU. Estes resultados justificam a avaliação da combinação 5-
FU/CPT-11 nesta doença. Apesar das respostas dos estudos clínicos serem 
promissoras, a melhor seqüência de administração destes agentes ainda não foi 
determinada. 
 Neste estudo, avaliamos a combinação CPT-11/5-FU quanto ao aumento da 
inibição do crescimento celular quando comparada com os agentes sozinhos nas 
linhagens celulares de carcinoma de cólon humano SW620, HT-29 e SNU-C4. Para 
isto, as células foram expostas às drogas sozinhas ou a várias combinações e 
seqüências de dose baixa e fixa (IC20) de um dos agentes na presença de dose alta 
e seriada do outro. As células foram avaliadas imediatamente após os tratamentos 
e/ou cultivadas por mais 2 dias em meio de cultura sem drogas através de coloração 
com sulforodamina B. As interações entre CPT-11 e 5-FU foram avaliadas por um 
programa de computador que permite calcular os índices de combinação (CIs) das 
drogas indicando sinergismo, adição, ou antagonismo (CI < 1, = 1, ou > 1, 
respectivamente). As respostas celulares foram relacionadas com as atividades das 
enzimas timidilato sintase, topoisomerase I e carboxil esterase, que foram 
determinadas através de ensaio que mede os sítios de ligação e atividade catalítica 
da enzima, ensaio de decatenação do DNA e método espectrofotométrico, 
respectivamente. Estando a toxicidade no DNA envolvida no mecanismo de ação 
das duas drogas, também relacionamos as respostas celulares com a introdução de 
danos ao DNA por método fluorescente. Para melhor entendermos as interações 
entre as drogas, examinamos os efeitos da exposição à IC20, IC50 e/ou IC80 do CPT-
11 ou 5-FU por 2 h ou 24 h em alvos celulares possivelmente relacionados com a 
citotoxicidade destes agentes. Estes incluem: capacidade de reparo por excisão do 

 



 10

DNA, distribuição das células nas fases do ciclo celular, integridade da membrana 
plasmática e formação de complexos DNA-topoisomerase I. Para isto, utilizamos 
método de incorporação de [3H-metil]timidina, citometria de fluxo, liberação de 
lactato desidrogenase (LDH) no meio de cultura e ensaio de precipitação com SDS, 
respectivamente. 
 Os estudos de inibição do crescimento celular revelaram valores de IC50 do 5-
FU nas linhagens SW620, HT-29 e SNU-C4 de aproximadamente 15, 8 e 2 µM, 
respectivamente, e do CPT-11 próximos a 2, 2 e 4 µM, respectivamente. As 
diferentes sensibilidades ao 5-FU nas três linhagens foram determinadas 
principalmente pela diferença na afinidade ao substrato. As respostas comparáveis 
obtidas pela exposição ao CPT-11 podem ser explicadas pelo equilíbrio entre as 
diferentes atividades das enzimas topoisomerase I e carboxil esterase, entre as 
linhagens. O programa de análise da combinação das drogas mostrou adição ou 
sinergismo após exposição a IC20 do CPT-11 seguido do 5-FU, nas três linhagens 
celulares. Por outro lado, o pré-tratamento com IC20 do 5-FU antagonizou a inibição 
do crescimento mediada pelo CPT-11. Nenhum dos tratamentos simultâneos 
determinou um aumento na inibição do crescimento nas linhagens SW620 e HT-29; 
mas mostraram adição ou antagonismo na linhagem SNU-C4. Observamos um 
significativo acréscimo na introdução de danos ao DNA nas linhagens celulares 
SW620 e HT-29 somente quando a IC20 do CPT-11 precedeu a IC50 do 5-FU. Já na 
linhagem SNU-C4, não somente este tratamento, mas também a utilização 
simultânea dos agentes introduziu mais dano ao DNA. 
 Os tratamentos por 2 h ou 24 h com IC20, IC50, e/ou IC80 do 5-FU ou CPT-11 
não causaram mudanças significativas na distribuição das células nas fases do ciclo 
celular, concentração de LDH no meio de cultura, ou formação de complexos DNA-
topoisomerse I. Indicando que alterações nestes processos não estão envolvidas 
com os efeitos modulatórios dos pré-tratamentos na citotoxicidade das drogas. 
Entretanto, a incorporação de [3H-metil]timidina no DNA de células tratadas com 
CPT-11, aumentou em função da dose e tempo de exposição à droga. Este 
resultado sugere que o dano ao DNA introduzido pelo CPT-11 depende da dose e 
tempo de exposição podendo ser reparado por mecanismos de excisão. Somente foi 
observada significativa incorporação de [3H-metil]timidina em células tratadas com 
IC20 do 5-FU por 2 h, sugerindo que o reparo por excisão só ocorre após exposição 
por curto período e à doses baixas deste agente.  
 Juntos, os resultados deste estudo mostraram que tanto os efeitos anti-
proliferativos quanto a introdução de danos ao DNA pela combinação CPT-11/5-FU 
em dose baixa e fixa de um agente junto com dose alta do outro, nas linhagens 
celulares de carcinoma de cólon humano SW620, HT-29 e SNU-C4, dependem da 
seqüência de administração das drogas. Estes achados podem ter sido 
determinados pelos diferentes efeitos do tratamento com uma dose baixa dos 
agentes nos mecanismos de reparo por excisão do DNA.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Epidemiologia e Etiologia  

 

 Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), a cada ano o 

câncer atinge aproximadamente 9 milhões de pessoas e mata cerca de 5 milhões. 

Na maioria dos países, é a segunda causa de morte por enfermidade, logo depois 

das doenças cardiovasculares (Ministério da Saúde, 1999). No Brasil, em 1994, as 

neoplasias malignas foram responsáveis por 10,9% dos óbitos relacionados a 

doenças, sendo 53,8% em homens e 46% em mulheres. Na região nordeste, 

diferente do restante do país, o câncer é a terceira causa de morte (6,3% dos 

óbitos), atrás das doenças infecciosas e parasitárias. Nas outras regiões, permanece 

como a segunda causa de mortalidade, quando desconsideramos fatores externos, 

aumentando proporcionalmente na medida em que se desloca para a região sul 

(15,2%) (Ministério da Saúde, 1999). 

 Os carcinomas da região colorretal representam o quarto tipo mais comum de 

neoplasia maligna (aproximadamente 150.000 novos casos por ano) e a terceira 

causa de mortalidade relacionada ao câncer no mundo (60.000 mortes por ano) 

(Jessup et al., 1996; Chronic Deases, 1998). A ocorrência deste tumor varia entre 
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raças e países, demonstrando taxas mais elevadas em países industrializados (35.8 

casos em 100.000 habitantes) e menores taxas na Ásia e na África (3.4 casos em 

100.000 habitantes) (Wingo et al., 1995). Nas capitais brasileiras com estilo de vida 

ocidental e rápida urbanização, o tumor de cólon é a quarta causa de câncer em 

ambos os sexos. Em Porto Alegre, por exemplo, a incidência deste é de 24 por 

100.000 habitantes, sendo a segunda causa de morte por câncer em mulheres 

(Ministério da Saúde, 1999). 

 O aparecimento da doença aumenta após os 40 anos de idade e atinge sua 

incidência máxima aos 70 anos, sendo muito raro em crianças. Este fato é 

determinado por um longo período de latência de 10-35 anos na sua carcinogênese 

(Cohen et al., 1997). Parece existir uma maior incidência desta neoplasia em 

homens, quando comparado com a ocorrência em mulheres (Chronic Diseases, 

1998; Venook et al., 1996). 

 A história natural do câncer de cólon não é bem compreendida, mas 

provavelmente depende de uma interação entre fatores hereditários e ambientais. 

Entre estes, salientamos o estilo de vida, a dieta, a exposição ocupacional à 

carcinógenos e o histórico familiar de câncer e doenças relacionadas a este. 

Aproximadamente 10 % dos casos de câncer colorretal ocorre, em parte, devido a 

uma predisposição genética, sendo várias síndromes hereditárias associadas a este 

fato (Cohen et al., 1997). A mais importante é a Polipose Adenomatosa Familiar 

(FAP), doença autossômica dominante, caracterizada pela presença de inúmeros 

pólipos adenomatosos no cólon, que, ao sofrerem transformação, levam ao 

aparecimento do carcinoma (Fearon, 1995). Menos freqüente, a síndrome de 
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Gardner (Gardner, 1962), é uma desordem genética semelhante a FAP. A síndrome 

de Turcot, uma doença autossômica recessiva, na qual também observa-se pólipos 

no intestino (Turcot et al., 1959). A síndrome de Lynch (Lynch et al., 1983), doença 

autossômica dominante, sem a presença de pólipos, é caracterizada pelo 

aparecimento prematuro de adenocarcinomas, incluindo o intestino grosso. E o 

câncer colorretal familiar não poliposo (HNPCC), uma síndrome hereditária 

autossômica dominante responsável por 4-13% dos tumores de cólon (Cohen et al., 

1997; Fearon, 1995). 

 Relacionam-se, também, ao desenvolvimento deste tumor, algumas doenças 

inflamatórias do intestino, como a colite granulomatosa (Doença de Crohn) e a colite 

ulcerativa crônica, a qual aumenta o risco de aparecimento do câncer de cólon em 

até 40 vezes (Cohen et al., 1997). 

 Determinados componentes alimentares apresentam relação com o 

desenvolvimento do câncer de cólon. Esses incluem os alimentos com níveis altos 

de agentes carcinogênicos, como os nitritos utilizados em conservantes. Além disso, 

hábitos nutricionais, ricos em carne e gordura animal, parecem criar um ambiente 

favorável para o crescimento desta neoplasia. Por outro lado, há evidências de que o 

consumo de vegetais, fibras, cereais e suplemento de cálcio, bem como a realização 

de atividades físicas, podem reduzir o risco do câncer intestinal (Ministério da Saúde, 

1999). Mais ainda, quando grupos com baixo risco de desenvolver o câncer de cólon 

se mudam para áreas de alto risco, as taxas de incidência deste tumor aumentam 

nessa população (Venook et al., 1996). Cohen et al. (1997) demonstraram que 

japoneses, no seu país de origem, apresentam uma incidência muito baixa desse 
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tipo de câncer (6-8 casos por 100.000 habitantes), enquanto que a primeira geração 

de imigrantes nos Estados Unidos, em contato com uma dieta rica em colesterol e 

pobre em fibras, aumentaram em 2.5 vezes o risco de desenvolver o câncer de 

cólon. Estudos com animais demonstraram que tanto o tipo, quanto a quantidade de 

gordura agem promovendo a carcinogênese (Cohen et al., 1997). Ou ainda, que a 

baixa ingestão de fibras desacelera o ritmo intestinal, favorecendo uma exposição 

mais prolongada da mucosa aos agentes cancerígenos na luz do intestino (Ministério 

da Saúde, 1999). Além disso, o histórico familiar (Potter, 1992; Bostick et al., 1993), 

o hábito de fumar e o consumo de álcool (Giovannucci et al., 1994) estão associados 

com o aumento do risco do desenvolvimento do câncer de cólon. 

 

 

1.2 Biologia Molecular  

 

 O desenvolvimento do carcinoma de cólon tem sido associado a sucessivas 

mutações nas células epiteliais de revestimento do intestino, durante vários anos. 

Esse fato levou à formulação de um modelo molecular da carcinogênese desta 

doença (Fig. 1, Tabela 1) (Volgestein et al., 1988; Weinberg, 1991). As fases iniciais 

se caracterizam pela proliferação descontrolada das células da cripta, determinando 

uma hiperproliferação das células da mucosa, que progride até a invasão da 

membrana basal (Nowell, 1986).  

 

 
EPITÉLIO NORMAL 
 

MUTAÇÃO NO GENE APC
 
 
 
EPITÉLIO COM HIPERPROLIFERAÇÃO 
 

MUTAÇÃO NO CROMOSSOMO 5q 

 
ADENOMA INICIAL 
 

MUTAÇÃO NO K-ras
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Fig. 1: Modelo genético da tumorigênese do carcinoma de cólon. Reproduzido de 
Fearon et al. (1995).  

 De acordo com este modelo, um dos primeiros passos na tumorigênese 

colorretal é a inativação do gene supressor de tumor APC (adenomatous polyposis 

coli), localizado no braço longo do cromossomo 5 (5q21). Este gene está relacionado 

com a transformação do epitélio normal em micro adenomas. O APC codifica a 

proteína β-catenina, que está envolvida com os mecanismos de adesão celular. A 

inativação do APC se relaciona com a ocorrência da FAP, doença caracterizada pela 

presença de centenas de pólipos no intestino. Quando estes pólipos não são 

removidos cirurgicamente, um ou mais destes irá progredir para a formação de um 

tumor maligno (Fearon, 1995). 

 Apesar de existirem alterações na família dos oncogenes ras (Tabela 1, Fig. 

1) nos passos iniciais da carcinogênese (Bos et al., 1987), nem sempre estas 

mutações ocorrem durante o desenvolvimento do tumor colorretal. 

Aproximadamente 50% dos carcinomas de cólon não apresentam uma mutação 

identificável na família dos oncogenes ras (Volgestein et al., 1988). Quando ocorrem, 

80% destas mutações são no gene K-ras, que codificam a oncoproteína p21ras. Esta 

proteína é uma GTPase associada à membrana plasmática, que atua na cascata de 

transdução de sinais mitogênicos. Quando mutada, ela permanece em seu estado 

ativo, isto é, ligada ao GTP, estimulando o crescimento celular (Lemoine, 1990). As 

mutações no oncogene K-ras estão relacionadas com o crescimento do tumor e o 

surgimento da displasia (Fearon, 1995). 
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 Os passos seguintes envolvem a deleção no braço longo do cromossomo 18 

(18q21) (Fearon et al., 1990), sendo muito freqüente nos carcinomas (70%) e rara 

em adenomas iniciais (6%).  Tal alteração leva  à inativação  de um gene  supressor  

Tabela 1: Mutações freqüentemente observadas em oncogenes e genes 
supressores de tumores no câncer de cólon. 
 

 
GENE 

 
FUNÇÃO 

 
% DE CÂNCER 

COM ALTERAÇÃO
 
Oncogene 

  

K-ras Transdução de sinais 
mitogênicos 

48 

N-ras Transdução de sinais 
mitogênicos 

< 2 

HER-2/erb-B2 Receptor de fator de 
crescimento epidérmico 

< 5 

c-myc Fator de transcrição < 5 

c-myb Fator de transcrição < 5 

 
Gene Supressor de Tumor 

  

p53 Controle de checkpoints 75-85 

APC Adesão celular > 65 

DCC Adesão celular 70-75 

MCC Adesão celular 10-15 

 

Adaptado de Fearon, et al. (1995).  

 

 



 17

de tumor (Tabela 1, Fig. 1) denominado DCC (deleted in colon cancer). Este gene 

tem papel importante no potencial metastático das neoplasias, por estar relacionado 

aos processos de adesão célula-célula e célula-matriz extracelular (Fearon, 1995; 

Volgestein et al., 1988).  

 A mutação mais tardia é uma deleção no braço curto do cromossomo 17 

(17p13). Ela ocorre em aproximadamente 70% dos tumores colorretais e se 

relaciona com a transição de adenomas para carcinomas (Volgestein et al., 1988). A 

região mutada do cromossomo 17p inclui o gene supressor de tumor p53 (Tabela 1, 

Fig. 1), uma fosfoproteína nuclear cuja disfunção contribui para tumorigênese e 

agressividade do tumor (Fearon, 1995). A proteína p53 participa da modulação da 

atividade dos genes relacionados à parada do ciclo celular nas fases G1 e G2, em 

resposta aos danos no DNA. Os mecanismos de checkpoints são de fundamental 

importância para a manutenção da integridade do genoma, pois permitem a ação 

dos mecanismos de reparo do DNA antes da replicação ou a remoção de células 

danificadas através da indução da apoptose. A p53 modula também, a atividade de 

genes envolvidos com o controle da proliferação celular (Levine, 1995). 

 Embora a maioria dos tumores colorretais apresentem as alterações descritas 

na Fig. 1, esta seqüência não é necessariamente rígida. Muitos casos não 

apresentam tais mutações e alguns demonstram alterações em outros genes 

(Tabela 1). O fato mais importante é a acumulação destes diversos defeitos. Parece 

que a interação destas mutações determina o fenótipo das células tumorais, sendo 

responsável pela heterogeneidade observada no câncer de cólon (Fearon, 1995). 
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1.3 Características Clínicas 

 

 Do ponto de vista etiológico, podemos identificar três sub-tipos de tumores 

colorretais: o associado a FAP; o HNPCC; e o câncer colorretal esporádico 

(Bevilacqua et al., 1997). Aproximadamente 1% dos casos de câncer de cólon 

provém da polipose familiar, que tem sua origem associada a mutações no gene 

APC (Bevilacqua et al., 1997). O HNPCC está relacionado com a síndrome de Lynch 

e é provocado por mutações em genes ligados ao reparo recombinacional do DNA. 

Em 90% das famílias ocorre mutação no gene hMLH1 (cromossomo 3p) e nas 

outras famílias, no gene hMSH2 (cromossomo 2p) (Volgestein et al., 1988; Liu et al., 

1995). Aproximadamente 70% dos casos de carcinomas colorretais são classificados 

como esporádicos, e se caracterizam por não apresentarem alteração genética 

inicial herdada. Em aproximadamente 60% dos casos de câncer colorretal 

esporádicos foi identificada mutação no locus do gene APC (Bevilacqua et al., 1997).  

 O câncer colorretal pode, também, ser classificado quanto a sua histologia 

em: carcinoma, adenocarcinoma e sarcoma. O adenocarcinoma é o tipo histológico 

mais freqüente, sendo responsável por 90% a 95% dos casos (Cohen et al., 1997). 

Os tumores malignos do intestino grosso apresentam-se com padrões proliferativo e 

infiltrativo. O padrão proliferativo cresce para a luz do intestino e, quando necrosado, 

exibe úlceras de bordas salientes e irregulares. Os tumores infiltrativos invadem a 

parede no sentido circular ou anular (Ramos, 1984).  

Tabela 2: Classificação de Dukes modificada para estadiamento do câncer de cólon.  
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ESTÁDIO 

 
CARACTERÍSTICAS 

 
A 

 
Tumor limitado à mucosa. 

B1 Tumor invade a muscular própria, mas não a ultrapassa. Sem 
envolvimento de linfonodos. 

B2 Tumor através de toda a parede.  
Sem envolvimento de linfonodos. 

C1 Tumor limitado à parede. 
Com envolvimento de linfonodos regionais. 

C2 Tumor ultrapassa a parede. 
Com envolvimento de linfonodos regionais. 

D Metástases à distância. 

 

Adaptado de Gastrointestinal Tumor Study Group (1975). 

 

 A evolução e prognóstico do câncer de cólon dependem principalmente do 

estádio clínico do tumor, que se baseia no grau de penetração das células 

neoplásicas na parede intestinal e no número de linfonodos envolvidos (Cohen et al., 

1997). O adenocarcinoma de cólon foi estadiado pelo sistema de Dukes (Dukes et 

al., 1954), recebendo posteriormente diversas modificações. A mais importante foi 

proposta por Astler & Coller (1958) sendo incorporada ao sistema, ficando conhecido 

como sistema de Dukes modificado (Tabela 2). 

 Pela classificação de Dukes (Tabela 2, Fig. 2), o arranjo das células é mais 

importante que o percentual de células diferenciadas (Sistema de Broders). Este 

sistema também divide os adenocarcinomas em 3 graus: Grau 1 = células mais 
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diferenciadas, com túbulos bem formados, baixo polimorfismo nuclear e baixa taxa 

de mitoses; Grau 2 = intermediário entre 1 e 3; Grau 3 = apresenta células menos 

diferenciadas, células pleomórficas e alta taxa de mitoses (Cohen et al., 1997). 

 Outro sistema utilizado é a classificação TNM (Tabela 3, Fig. 2), proposta pela 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) e pela Union Internationale Contra le 

Cancer (UICC). O sistema TNM se baseia na combinação de três características: T - 

tamanho do tumor primário e/ou grau de extensão local; N - presença ou não de 

metástases nos linfonodos regionais; M - presença ou não de metástases a 

distância. Além das letras acrescenta-se números indicando a progressão da 

doença. TX - tumor primário não pode ser determinado; T0 - sem evidência de tumor 

primário; Tis - carcinoma in situ; T1 - tumor invade submucosa; T2 - tumor invade 

muscular própria; T3 - tumor invade até a subserosa; T4 - tumor invade outros 

órgãos ou estruturas. NX - linfonodos regionais não podem ser determinados; N0 - 

sem metástases em linfonodo regional; N1 - metástases em 1-3 linfonodos 

pericólicos ou perirretais; N2 - metástases em 4 ou mais linfonodos pericólicos ou 

perirretais; N3 - metástases em qualquer linfonodo. MX - metástases a distância não 

pode ser determinada; M0 - sem metástases a distância; M1 - metástases a 

distância (American Joint Committee of Colon and Rectum Cancer, 1988).  
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Tabela 3: Sistema TNM para estadiamento do câncer de cólon. 

 

 
ESTÁDIO 

 
CARACTERÍSTICAS 

  
T 

 
N 

 
M 

 
0 

 
Tis 

 
N0 

 
M0 

I T1 
T2 

N0 
N0 

M0 
M0 

II T3 
T4 

N0 
N0 

M0 
M0 

III Qualquer T 
Qualquer T 

N1 
N2, N3 

M0 
M0 

IV Qualquer T Qualquer N M1 

 

Adaptado do American Joint Committee of Colon and Rectum Cancer (1988) 

 

 Os tumores classificados como T1 e T2 (Dukes A e B), N0 e M0 apresentam 

sobrevida pós-operatória por mais de 5 anos em 75% dos casos. Os classificados 

como T3, N1, N2, N3 a sobrevida cai para 20 a 35% dos casos e os M1 somente 5 a 

10% dos casos apresentam sobrevida de 5 anos (Ramos, 1984). 

 A disseminação do tumor de cólon pode ocorrer por invasão direta para os 

órgãos vizinhos ou através de metástases venosa e linfática. As metástases são 

mais frequentes nos nódulos linfáticos regionais, seguidos do fígado, pulmão, ossos, 

peritônio, bexiga e cérebro. Os riscos de metástases nos nódulos linfáticos, bem 

como o número de linfonodos aumenta proporcionalmente com o aumento do grau 
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do tumor (Ramos, 1984). De fato, linfonodos positivos estão associados a 30% dos 

tumores de baixo grau e com 81% dos tumores de alto grau (Dukes et al., 1954). 

 O câncer de cólon, na sua fase inicial, não apresenta sintomas específicos, 

sendo necessários esforços para identificar esta doença através de screening nas 

populações de risco (Cohen et al., 1997). Considera-se sinais de alerta o sangue nas 

fezes, alterações nos hábitos intestinais, desconforto estomacal, perda de peso 

inexplicável e histórico familiar ou pessoal de câncer e/ou doenças intestinais.  Após 

 

 

 
MUCOSA 
 
 
 
SUBMUCOSA 
 
 
 
MUSCULAR 
 
 
 
SUBSEROSA 
 
SEROSA 
 
ORGAOS ADJACENTES 
 
LINFONODOS REGIONAIS 
 
 
 
LINFONODOS 

Fig. 2: Comparação de diversos sistemas de estágios patológicos do câncer de 
cólon. Reproduzido de Cohen et al. (1997). 
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os 40 anos é recomendado a realização de sigmoidoscopia anual e identificação de 

sangue nas fezes. (Murphy et al., 1995). A diminuição nas taxas de mortalidade 

relacionada a esta neoplasia observada na última década, possivelmente foram 

resultantes da detecção precoce do câncer colorretal (Venook et al., 1996). 

 

 

1.4 Tratamento 

 

 O câncer de cólon, quando diagnosticado precocemente, apresenta taxas de 

cura relativamente altas (aproximadamente 50% dos pacientes) (Cohen et al., 1997; 

Carter, 1976; Haller, 1988). A cirurgia é a única modalidade de terapia com fins 

curativos neste tipo de câncer, sendo o tratamento de primeira linha na doença 

localizada. O prognóstico para pacientes após a cirurgia depende do grau do tumor 

(Cohen et al., 1997). Sendo uma neoplasia de difícil diagnóstico inicial, a maioria dos 

pacientes se apresenta com a doença em fase muito avançada, já com metástases 

nos linfonodos ou em outros órgãos. Nestes casos, a cirurgia curativa não é possível 

e a quimioterapia apresenta respostas muito modestas com baixas taxas de 

sobrevida. Portanto, o tratamento quimioterápico em pacientes com carcinoma 

colorretal avançado, é apenas paliativo. Além disso o risco de recaída de pacientes 

com a doença avançada é muito alto (Carter, 1976; Haller, 1988).  

 Desde 1957, quando foi desenvolvido, o 5-fluorouracil (5-FU) (Heidelberg et 

al., 1957) é o único quimioterápico que apresenta significativa atividade contra o 

câncer de cólon avançado (Benson III, 1998). Durante os anos 70 e 80 pesquisas se 
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concentraram em melhorar as respostas com o 5-FU através de mudanças no 

esquema de administração, por exemplo, infusão continua versus administração em 

bolo objetivando o aumento de intensidade da dose (Pinedo & Peters, 1988). Além 

disto, vários estudos tem sido desenvolvidos no sentido de modular bioquimicamente 

a atividade do 5-FU, para melhorar os índices terapêuticos. Tais estudos envolvem 

manipulação de rotas metabólicas da droga (Peters & Van Groeningen, 1991) pela 

combinação deste agente com diversos moduladores, tais como leucovorin (ácido 

folínico), interferon-α, N-fosfo-acetil-L-aspartato (PALA), ou levamisole (Benson III, 

1998; Peters & Van Groeningen, 1991).  

 Meta-análise destes estudos, revelou que a combinação do 5-FU com 

leucovorin, aumenta as respostas em aproximadamente 2 vezes com uma toxicidade 

aceitável, quando comparada com outras estratégias (Peters & Van Groeningen, 

1991; Advancced Colorectal Cancer Meta-analysis Project, 1992). O ácido folínico 

tem a capacidade de aumentar a ligação do 5-FU com a enzima Timidilato Sintase 

(TS), levando a uma maior inibição da síntese do DNA (Pinedo & Peters, 1988; 

Peters & Van Groeningen, 1991). Estes achados justificam a utilização do 5-FU junto 

com leucovorin no tratamento de primeira linha no carcinoma de cólon avançado 

(Cohen et al., 1997; Peters & Kohne, 1997). A utilização do anti-helmíntico 

levamisole junto com o 5-FU, como terapia adjuvante, tende a diminuir em 41% a 

chance de recorrência do câncer de cólon em pacientes com estágio C da doença 

de Duke. Apesar de agir como um imunomodulador, o mecanismo de ação do 

levamisole permanece ainda desconhecido (Peters & Kohne, 1997). 

 Nos anos 80 outros agentes antineoplásicos que se tornaram disponíveis, 

demonstraram respostas promissoras tanto em pacientes não tratados, como 
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naqueles que tiveram recaída após terapia com 5-FU. Entre eles, um análogo da 

camptotecina, o irinotecan (CPT-11), que demonstrou taxas de respostas 

semelhantes as obtidas com o 5-FU (Shimada et al., 1993); o Tomudex (Jackman et 

al., 1995), um novo inibidor da TS; e a Oxaliplatina (Machover et al., 1996), um 

análogo dos compostos platinos. Estudos clínicos combinando 5-FU ou 5-

FU/leucovorin com Oxaliplatina ou CPT-11 estão em andamento (Benson III, 1998). 

 

 

1.5 5-Fluorouracil 

 

 O 5-FU, um agente antimetabólito de peso molecular 130.1 D, se caracteriza 

por apresentar semelhanças estruturais com intermediários da síntese dos ácidos 

nucléicos, podendo substituí-los e causar alterações na duplicação celular (Grem, 

1996). Os agentes antimetabólitos são particularmente ativos em células que se 

encontram na fase de síntese (fase S) do ciclo celular (Peters, 1995). O 5-FU é um 

análogo estrutural do Uracil que apresenta um flúor substituindo o hidrogênio no 

carbono 6. Devido a esta semelhança na estrutura o 5-FU utiliza os mesmas rotas 

metabólicas que o Uracil e a Timina (Fig. 3).  

 O 5-FU é uma pró-droga que para se tornar ativa necessita ser convertido ao 

nucleotídeo fluorodeoxiuridina monofosfato (FdUMP) pela ação da enzima Timidina 

Quinase. A utilização clínica do 5-FU ocorre no lugar do FdUMP, porque o 5-FU é 

solúvel em água enquanto que o FdUMP não apresenta esta propriedade. O 

FdUMP, um nucleotídeo de peso molecular 326.2 D, interfere com a síntese do DNA 
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através da inibição da TS (Grem, 1996). A TS transfere o grupo metil do N5, N10 - 

metileno tetraidrofolato (CH2-THF) para a deoxiuridina monofosfato (dUMP) 

formando a deoxitimidina monofosfato (dTMP), que será convertida em deoxitimidina 

trifosfato (dTTP) um dos quatro deoxirribonucleotídeos essenciais para a síntese do 

DNA. O FdUMP compete com o dUMP ao ligar-se a TS e ao folato, formando um 

complexo ternário estável e de lenta dissociação, impedindo a formação do dTTP 

(Fig. 4) (Grem, 1996).  

 O 5-FU também age (Fig. 5) através da incorporação do falso nucleotídeo 

fluorouridina trifosfato (FUTP) ao RNA, interferindo com o processamento das várias 

       URACIL    5-FLUOROURACIL    TIMINA 

Fig. 3: Fórmula estrutural do 5-FU e seus análogos normais Timina e Uracil. 
Reproduzido de Peters (1995). 

espécies do RNA (Mandel, 1981; Peters & Jansen, 1996). Ou, ainda pela 

incorporação da fluorodeoxiuridina trifosfato (FdUTP) ao DNA, impedindo a 

replicação celular (Grem, 1996). Shuetz & Diasio (1985) demonstraram que a 

formação de quebras nas cadeias de DNA, ocorre através da incorporação do 
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FdUTP ao ácido nucléico, ou devido a ineficiência do reparo causada por defeitos 

nos resíduos das bases nitrogenadas.  

 
 

Fig. 4: Formação do complexo ternário entre N5, N10 - metileno tetraidrofolato, 
FdUMP e TS .Reproduzido de Grem (1996). 

 O 5-FU é clinicamente utilizado no tratamento de adenocarcinomas de 

diversas etiologias como cólon, reto, estômago, pâncreas, mama, e carcinomas 

epidermóides de cabeça e pescoço. Entretanto, não demonstra atividade em 

tumores sensíveis a quimioterapia,  como leucemias (Grem, 1996).  Nos carcinomas 
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Fig. 5: Metabolismo do 5-FU demonstrando possíveis sítios de resistência. As 
enzimas envolvidas neste processo são: 1 - orotato fosforibosil transferase; 2 - 
uridina fosforilase; 3 - timidina fosforilase; 4 - uridina quinase; 5 - timidina quinase; 6 
- timidilato sintase; 7 - diidrofolato redutase; 8 - diidropirimidina deidrogenase; 9 - 
ribonucleotideo redutase. Reproduzido de Peters & Jansen (1996). 
 

de cólon este antimetabólito, quando utilizado sozinho apresenta taxas de respostas 

entre 10%-15%, quando administrado junto com leucovorin estas respostas podem 

chegar a 25%, sem significativa melhora na sobrevida (Benson III, 1998). A 
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toxicidade dose limitante do 5-FU depende do esquema de administração. A 

administração em bolo produz maior toxicidade hematológica (graus 3 e 4), 

enquanto que a infusão contínua se caracteriza por mucosite gastrointestinal. Em 

ambos esquemas observa-se anorexia, náuseas e vômitos (Haller, 1988; Benson III, 

1998).  

 

 

1.6 Irinotecan 

 

 O CPT-11 (7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino] carbonyloxy-

camptothecin) é um análogo semi-sintético da camptotecina, um alcalóide isolado da 

casca da árvore chinesa Camptotheca acuminata (Fig. 6). O CPT-11 tem peso 

molecular de 677 D e apresenta melhor solubilidade em soluções aquosas e 

toxicidade mais baixa quando comparado com a camptotecina (Kaneda et al., 1990; 

Takimoto & Arbuck, 1996, Burris III & Fields, 1994).  

 Por ser uma pró-droga, o CPT-11 deve ser convertido em SN-38 (7-ethyl-10-

hydroxycamptothecin) um metabólito de peso molecular de 410 D, que demonstrou 

ser 100-1000 vezes mais potente que o CPT-11 in vitro (Champoux, 1976; Kawato et 

al., 1991). Esta conversão ocorre por um processo de deesterificação (Fig. 7) na 

presença da enzima carboxil esterase, presente em todos os tecidos, inclusive os 

tumorais (Takimoto & Arbuck, 1996; Jansen et al., 1997). Carboxil esterases são 

hidrolases que apresentam maior atividade na fração microssomal de diversas 

células, entre estas: hepáticas, adiposas e renais (Mukherjee et al., 1993). O seu 
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papel fisiológico permanece desconhecido, embora a maioria delas seja capaz de 

clivar monoglicerídeos de ácidos graxos de cadeias longas, podendo ser 

classificadas como lipases (Heymann & Mentlein, 1981). Duas isoformas desta 

enzima estão provavelmente envolvidas na conversão do CPT-11 em SN-38 (Slatter 

et al., 1997). 

 

Fig. 6: Fórmula estrutural do CPT-11 (B) e seu composto líder camptotecina (A). 
Reproduzido de Burris III & Fields (1994).  

A 

B 
BB 

A
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 Além do SN-38 o metabolismo do CPT-11 forma o APC (7-etil-10-[4-N-(5-

ácido amino pentanóico)-1-piperidino] carboniloxicamptotecina) (Rivory et al., 1996) 

e o NPC (7-etil-10-(4-amino-1-piperidino) carboniloxicamptotecina) (Haaz et al., 

1998). O APC é um produto da oxidação do CPT-11 mediada pela CYP3A4, e 

demonstra pouco efeito na inibição da topoisomerase I e da proliferação celular (100 

x menos potente que o SN-38) (Rivory et al., 1996). O APC pode ser convertido em 

SN-38, porém esta conversão não parece estar relacionada com nenhuma enzima 

humana conhecida (Guichard et al., 1998a). O NPC é formado pela ação do 

citocromo P450. Não ocorre formação do NPC a partir do APC (Haaz et al., 1998).  

 
Fig. 7: Metabolismo do CPT-11 em sua forma ativa SN-38. Reproduzido de 

Takimoto & Arbuck (1996). 
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 Sendo um análogo da camptotecina, o CPT-11 tem como alvo a 

topoisomerase I, uma enzima nuclear de 100 kDa essencial para a replicação do 

DNA (Takimoto et al., 1997; Kunimoto et al., 1987). Esta enzima está diretamente 

envolvida com a manutenção da estrutura topográfica do DNA durante os processos 

de tradução, transcrição e divisão celular (Stewart & Schutz, 1987; Vosberg, 1985), 

promovendo a conversão do DNA superenrolado em DNA relaxado (Takimoto et al., 

1997; Stewart & Schutz, 1987). Para isto a topoisomerase I introduz no sítio de 

replicação de uma das cadeias do DNA uma quebra reversível, formando um 

complexo covalente entre a enzima e o DNA, chamado de complexo clivável 

(Kawato et al., 1991; Takimoto et al., 1997). Depois ocorre a religação da fita e 

dissociação da enzima, regenerando a dupla fita de DNA intacta (Fig. 8) (Takimoto et 

al., 1997; Avgerpoulos & Batchelor, 1999).  

 

Fig. 8: Mecanismo de ação da topoisomerase I (Top I). Reproduzido de 
Avgeropoulos & Batchelor (1999). 
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 A citotoxicidade do CPT-11 se baseia em manter estável este complexo, 

formando um complexo ternário (droga + enzima + DNA). Este complexo impede a 

religação da fita de DNA feita pela topoisomerase I (Fig. 9), resultando na formação 

de quebras no DNA (Takimoto et al., 1997; Kunimoto et al., 1987; Stewart & Schutz, 

1987; Avgerpoulos & Batchelor, 1999). Este processo induz a parada do ciclo celular 

em S/G2, causando a morte das células. Para que o CPT-11 exerça sua toxicidade é 

necessário que a síntese do DNA esteja em andamento, indicando que a 

citotoxicidade do CPT-11 é dependente da fase S do ciclo celular (Takimoto et al., 

1997). 

 

Fig. 9: Estabilização do complexo clivável DNA-Topoisomerase I (Top I) pela ação 
da camptotecina (C). Reproduzido de Avgeropoulos & Batchelor (1999). 
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 Em estudos pré-clínicos, o CPT-11 demonstrou atividade em vários tipos de 

tumores, incluindo os do trato gastrointestinal (Bissery et al., 1991). Em 

subsequentes estudos de fase I e fase II observou-se ampla ação antitumoral em 

vários tumores sólidos, incluindo os do trato gastrointestinal, além de leucemias e 

linfomas (Tanizawa et al., 1994). Em carcinomas de cólon este agente apresentou 

taxas de respostas entre 15%-32% e 17-25% em pacientes não tratados e pacientes 

pré-tratados, respectivamente (Jackman et al., 1995; Pito et al., 1997; Rougier et al., 

1997; Rothenberg et al., 1996; Arbuck & Takimoto, 1998) e toxicidade que engloba 

leucopenia, diarréia e náusea e vômito (Takimoto et al., 1997; Tanizawa et al., 1994). 

A principal toxicidade limitante relacionada a terapia com CPT-11 é diarréia em 

graus 3 ou 4; a qual pode ser controlada com a administração de Loperamide, 

reduzindo em aproximadamente 50% estes efeitos (Arbuck & Takimoto, 1998). 

Devido a sua eficácia no câncer colorretal o Food and Drug Administration (FDA) 

aprovou a utilização do CPT-11 como tratamento de segunda linha nesta doença 

(Sasaki et al., 1994). 

 

 

1.7 Combinação CPT-11/5-FU 

 

 As limitadas respostas dos tumores avançados do cólon à quimioterapia com 

5-FU, bem como o sucesso limitado da cirurgia indicam claramente a necessidade 

de novas drogas e/ou modalidades terapêuticas. 
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 Como já foi mencionado, o CPT-11 tem demonstrado respostas comparáveis 

as obtidas com o 5-FU neste tipo de câncer, incluindo os resistentes a terapias 

anteriores, o que sugere a ausência de resistência cruzada entre estes agentes 

(Rothenberg et al., 1996). Considerando que o 5-FU, é a droga mais ativa no 

carcinoma colorretal, a sua utilização junto com o CPT-11 parece ser uma estratégia 

promissora. De fato, a utilização dos agentes combinados (Sasaki et al., 1994; Saltz 

et al., 1996; Ducreux et al., 1997) ou em determinadas seqüências (Rothenberg et 

al., 1997; Van Cutsem et al., 1997; Barone et al., 1997) demonstraram melhores 

resultados quando comparado com outras estratégias (Peters & Van Groeningen, 

1991; Advanced Colorectal Cancer Meta-analysis Project, 1992). 

 Em estudos pré-clínicos (Tabela 4) a utilização do 5-FU junto com o CPT-11 

ou o SN-38 demonstrou adição na citotoxicidade do primeiro em linhagens celulares 

de cólon (Guichard et al., 1998b), leucemia (Kano et al., 1992) e pâncreas 

(Matsuoka et al., 1995). Outro estudo demonstrou sinergismo em seis linhagens 

celulares de cólon quando o SN-38 foi administrado antes do 5-FU (Pavillard et al., 

1998). Também foi observado um sinergismo quando 5-FU foi utilizado antes do 

CPT-11 ou do SN-38 em linhagem de cólon (Guichard et al., 1998b), enquanto que 

em outros estudos a mesma seqüência demonstrou ser antagônica (Schleucher et 

al., 1996; Mans et al., 1996a; Grivicich et al., 1997; Mans et al., 1999). 

 A partir do observado em estudos pré-clínicos, foram iniciados estudos 

clínicos (Tabela 5) que demonstraram resultados encorajadores. Em um estudo de 

fase II, pacientes tratados inicialmente com 5-FU e a seguir com CPT-11 não 

apresentaram resistência cruzada entre estas drogas. Além disso, a toxicidade 
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observada foi possível de ser controlada (Shimada et al., 1993). Já em um estudo de 

fase I com o CPT-11 precedendo o 5-FU, foi demostrado um aumento na 

acumulação intracelular de CPT-11 mas um decréscimo de SN-38, sem toxicidade 

severa (Sasaki et al., 1994). 

 Com base nos promissores resultados pré-clínicos e clínicos combinando 5-

FU/CPT-11, e a divergência existente entre qual a melhor seqüência de 

administração, este estudo se propôs a investigar a influência das diferentes 

seqüências e combinações na citotoxicidade destes agentes. 
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Tabela 4: Estudos pré-clínicos com a combinação 5-FU/CPT-11 (SN-38) versus CPT-11 ou 5-FU como agentes únicos. 

 

 
MODELO 

 
ESQUEMA DE ADMINISTRAÇÃO 

 
RESULTADOS 

 
REF. 

 
Linhagem celular de linfoma de Burkitt 

 
• SN-38 + 5-FU 72 h 

 
• Adição 

 
Akutsu et al., 

1994 

Linhagem celular de pâncreas Suit-2 • SN-38 + 5-FU • Adição Matsuoka et al., 
1995 

Linhagens celulares de carcinoma de 
cólon humano SW620, WiDr, LoVo, 
HT-29 

• 10 µM 5-FU/CPT-11 12 h, 24 h → 
diluições seriadas CPT-11/5-FU  
• 10 µM 5-FU → diluições seriadas 
CPT-11  
• 10 µM CPT-11 → diluições seriadas 
5-FU 

• Sem efeito  
 
• Sem efeito 
 
• Sinergismo   

Mans et al.,  
1996b 

Linhagem celular de carcinoma de cólon 
humano HCT-8 

• SN-38 24 h → 5-FU+2 µM LV 24 h 
• 5-FU+2 µM LV 24 h→ SN-38 24 h 
• SN-38 + 5-FU+2 µM LV 24 h 

• Sinergismo 
• Antagonismo  
• Antagonismo 

Erlichman et al., 
1996 

Linhagens celulares de carcinoma de 
cólon humano HT-29 e HCT-8 

• 1h 5-FU → SN-38 • Antagonismo Schleucher et al., 
1996 

Linhagens celulares de carcinoma de 
cólon humano SW620, HT-29, WiDr 

• 5-FU → CPT-11 
• CPT-11 → 5-FU 

• Antagonismo 
• Sinergismo 

Mans et al.,  
1996a 
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Tumor xenográfico de adenocarcinoma 
de cólon humano 

• CPT-11 dias 1-5 e 8-12; 5-FU dias 
1,7,14 com ou sem LV  

• Sem efeito Houghton et al., 
1996 

Linhagem celular de carcinoma de cólon 
humano HT-29 e HCT-8 

• 5-FU + SN-38 24h 
• 5-FU 1 h → SN-38 24 h 
• SN-38 1 h → 5-FU 24 h 

• Antagonismo 
• Antagonismo 
• Adição 

Zeghari-Squalli  
et al., 1997 

Linhagem celular de carcinoma de cólon 
humano HT-29 

• CPT-11 + 5-FU 96 h • Antagonismo Harstrick et al.,  
1997 

Linhagens celulares de carcinoma de 
cólon humano SW620, HT-29, SNU-C4 

• CPT-11 + 5-FU 24h 
• 5-FU 2h → CPT-11 
• CPT-11 → 5-FU 

• Sem efeito 
• Sem efeito 
• Mais tóxico 

Mans et al., 
1999 

Linhagem celular e tumor xenográfico de 
carcinoma de cólon humano HT-29  

• CPT-11 + 5-FU 24 h 
• CPT-11 → 5-FU 24 h 
• 5-FU → CPT-11 24 h 

• Adição 
• Sinergismo 
• Sinergismo 

Guichard et al.,  
1997 

Linhagem celular de carcinoma de cólon 
humano HT-29 

• CPT-11 + 5-FU 24 h  
• CPT-11 → 5-FU 24 h 
• 5-FU → CPT-11 24 h 

• Adição 
• Sinergismo 
• Sinergismo 

Guichard et al.,  
1998b 

Linhagens celulares de carcinoma de 
cólon humano 

• SN38 + 5-FU + LV 72 h 
• SN38 → 5-FU + LV 72 h 
• 5-FU + LV 72 h → SN38 

• Sinergismo 
• Adição 
• Adição 

Pavillard et al., 
1998 
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Linhagem celular de adenocarcinoma de 
cólon humano HCT-8 

• 5-FU + LV 24 h → SN38 
• SN38 → 5-FU + LV 24 h  
• 5-FU + LV 24 h + SN38 

• Sem efeito 
• Adição 
• Adição 

Mullany et al.,  
1998 

Linhagens xenográfica resistente ao 5-FU 
HT29R1 

• CPT-11 → 5-FU 24 h 
• 5-FU → CPT-11 24 h 

• Adição 
• Sem efeito 

Vanhoefer et al., 
1999a 

 

LV = leucovorin  
→ = sequencial 
+ = concomitante 
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Tabela 5: Estudos clínicos com a combinação 5-FU/CPT-11 (SN-38) versus CPT-11 ou 5-FU como agentes únicos. 

 

 
ESTUDO CLÍNICO 

 
ESQUEMA DE ADMINISTRAÇÃO 

 
RESULTADOS 

 
REF. 

 
Fase I 

 
CPT-11 90 min i.v. dia 1 e 15 (100, 125, 150, 
175 mg/m2) 5-FU i.v. (600 mg/m2/dia) dias 3-
8. 

 
Não observado interação entre as 
drogas. Respostas parciais. 

 
Shirao et al., 

1996 

Fase I CPT-11 30 min i.v. (200 mg/m2) + 5-FU bolo 
(375 mg/m2) dias 1-5 

Não apresentou diferença. Grossin et al., 
1996 

Fase I CPT-11 90 min dia 1 i.v. → 5-FU/LV 90 min 
dias 2-5 i.v. 

Escalonamento de dose em 
investigação. 
Toxicidade tolerável. 

Fonseca et al.,  
1997 

Fase I CPT-11 90 min → LV 2 h i.v. → 5-FU 24 h 
i.v. 4 semanas + 1 semana sem tratamento 

Toxicidade tolerável. Zeghari-Squalli 
et al., 1997 

Fase I CPT-11 (diversas doses) 30 min i.v. dia 0 → 
5-FU (diversas doses) bolo dias 1-5 ; 2 ciclos 

Toxicidade hematológica limitante.
Dose recomendada: CPT-11 300 
mg/m2; 5-FU 375 mg/m2 
 

Benhammouda 
et al., 1997 

Fase I em pacientes pré 
tratados com 5-FU+LV 

CPT-11 (75-200 mg/m2) dia 1 → 5-FU (250-
350 mg/m2) + LV (20 mg/m2) dias 2-5 

Ação antitumoral observada. 
MTD não atingida.  

Fonseca et al., 
1998 
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Fase I em pacientes pré 
tratados com 5-FU+LV 

CPT-11 (180 mg/m2) 2 h i.v. → LV (400 
mg/m2) 2 h i.v. → 5-FU (400 mg/m2) dia 1 
bolo → 5-FU (2.4 a 3 g/m2) 48 h i.v. a cada 2 
semanas  

Ação antitumoral observada, sem 
severa toxicidade 

André et al., 
1998 

Fase I em pacientes não 
tratados  

CPT-11 (200-350 mg/m2) 90 min i.v. dia 1 → 
5-FU (400-650 mg/m2) 24 h i.v. dia 2 a cada 
3 semanas  

Dose limitante: CPT-11 350 
mg/m2; 5-FU 650 mg/m2. 
Dose recomendada: CPT-11 350 
mg/m2; 5-FU 600 mg/m2 

Kakolyris et al., 
1998 

Fase I em pacientes não 
tratados 

CPT-11(150 mg/m2, 200 mg/m2, 250 mg/m2) 
antes ou depois de LV (250 mg/m2) 2 h 
infusão → 5-FU (3500 mg/m2) 48 h infusão 
contínua a cada 21 dias  

Não atingida MTD do CPT-11. 
20% dos pacientes com respostas 
parciais. 

Falcone et al., 
1998 

Fase I CPT-11(80 mg/m2) i.v. dia 1 LV (500 mg/m2) 
2 h i.v. + 5-FU (1.8-2.6 g/m2) i.v. 24 h 

Ativo, bem tolerado  Van Cutsem  
et al., 1998 

Fase I e II em pacientes 
resistentes ao tratamento 
com 5-FU 

CPT-11 (diversas doses) 90 min i.v. dia 1 → 
LV (200 mg/m2) i.v. → 5-FU (400 mg/m2) 
bolo → 5-FU (600 mg/m2) 22 h i.v. dias 1 e 
2; a cada 2 semanas 

MTD não atingida. 
35% dos paciente com respostas 
parciais. 

Ducreux et al., 
1997 

Fase II em pacientes não 
tratados 

CPT-11 (100 mg/m2) 4 semanas, 2 semanas 
sem tratamento; 5-FU (425 mg/m2) + LV (20 
mg/m2) 4 semanas 

Toxicidade e taxas de respostas 
semelhante as obtidas com os 
agentes sozinhos 

Rothenberg  
et al., 1997 
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Fase II em pacientes não 
tratados 

CPT-11 (350 mg/m2) 90 min i.v. dia 1 → LV 
(20 mg/m2) i.v. → 5-FU (425 mg/m2) 15 min 
i.v.  dias 22-26 

Quando comparado com CPT-11 
apresentou 50% de respostas 
objetivas. 

Barone et al., 
1997 

Fase II CPT-11(350 mg/m2) i.v. dia 1 LV (20 mg/m2) 
2 h i.v. + 5-FU (425 mg/m2) i.v. diariamente 
dias 22-26 

Ativo, bem tolerado promissor Vanhoefer  
et al., 199b 

 

MTD = dose máxima tolerada 
i.v. = intra venosa 
→ = sequencial 
+ = concomitante 
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1.8 Objetivos 

 

 As semelhantes taxas de respostas clínicas apresentadas pelo 5-FU e CPT-

11, a ausência de resistência cruzada entre as drogas, as diferenças nos seus alvos 

celulares; e a toxicidade potencial aceitável, justifica uma avaliação da combinação 

destes agentes em tumores colorretais. Além disso, a melhor maneira de usar estas 

drogas juntas (Tabelas 4 e 5) permanece não determinada. Este estudo se propôs a 

investigar a combinação 5-FU/CPT-11 quanto ao seus efeitos sobre a inibição do 

crescimento celular. Para isto avaliamos: 

 

A) A dependência de seqüência de administração do 5-FU e CPT-11 e seus efeitos 

citotóxicos em um painel de linhagens celulares de carcinoma de cólon humano, 

através dos seguintes experimentos:  

- Estudos de quimiossensibilidade para determinar a seqüência de 

administração da combinação responsável pela maior inibição do 

crescimento celular.  

- Avaliação das atividades das enzimas alvo timidilato sintase, 

topoisomerase I, e da carboxil esterase com o objetivo de explicar a 

sensibilidade das linhagens ao 5-FU e CPT-11.  

- Estudos de dano ao DNA para verificar se os tratamentos induzem 

quebras no DNA. 
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B) Os efeitos modulatórios dos pré-tratamentos nas respostas celulares obtidas, 

através da: 

- Avaliação do reparo de excisão para determinar se os diferentes danos ao 

DNA envolvem mecanismos de reparo. 

- Alteração da distribuição das células nas fases do ciclo celular, interferindo 

com a citotoxicidade das drogas. 

- Verificação da integridade da membrana plasmática das células, medindo 

os níveis extracelulares de lactato desidrogenase. 

- Identificação do aumento no número ou maior tempo de estabilidade do 

complexo covalente DNA-topoisomerase I. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Material 

 

 O 5-FU foi obtido de Hoffmann-La Roche Inc. (Nutley, NJ, EUA). A Pharmacia 

& Upjohn Ltda. (São Paulo, SP, Brasil) cedeu gentilmente o CPT-11. Todos os 

demais reagentes utilizados foram do mais alto grau disponível. 

 Soluções estoque de 1 mM de cada droga foram preparadas em Solução 

Salina Tamponada de Hank (HBSS; Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA) e 

armazenadas a -20 oC, para posterior diluição em meio de cultura. 

 A lavagem e homogeneização das células foram realizadas com Solução 

Salina Fosfato Tamponada (PBS) composta por NaCl 0.9% (p/v), Na2HPO4 10 mM, 

NaH2PO4 10 mM pH 7.4. 

 O material utilizado nas culturas foi lavado com Extran alcalino (Merck, Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil), enxaguado com água da torneira (6 vezes) seguido de água 

destilada (5 vezes). Posteriormente, foi autoclavado a 120 oC, 1 atm por 40 min 

(vidraria), 30 min (material plástico), ou 20 min (filtro com membrana de 0.2 µm). 
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Após serem lavados e esterilizados, o material foi mantido em estufa a 120 oC 

(vidraria) ou 50 oC (plástico) até o momento de serem utilizados. 

 Os meios de cultura, salinas e demais soluções foram preparadas com água 

obtida de sistema de purificação Milli-Q Plus (Millipore Indústria e Comércio Ltda., 

São Paulo, SP, Brasil) imediatamente antes do preparo. As soluções utilizadas nas 

culturas de células foram esterilizadas através de filtração em membrana de 0.2 µm. 

A esterilidade destas soluções foi testada, 24 h antes do uso, em caldo triptona de 

soja (Unipath Ltd., Hampshire, Reino Unido) à 37 oC. 

 A autoclave foi periodicamente monitorada para identificação de 

microorganismos com Kit para teste de autoclave ATTEST 1262 (3M Healthcare, St. 

Paul, MN, EUA). 
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2.2 Métodos 

 

 

2.2.1 Cultura de Células 

 

2.2.1.1 Linhagens Celulares e Manutenção das Culturas 

 

 As linhagens celulares de carcinoma de cólon humano HT-29 e SW620 foram 

adquiridas do American Type Culture Collection (Rockville, MD, EUA) (ATCC 

Catalogue, 1992). A linhagem celular SNU-C4 foi gentilmente cedida pelo Dr. G.J. 

Peters (Free University Hospital, Amsterdam, Holanda).  

 As células foram mantidas em frascos de cultura de 25 cm2 ou 75 cm2 com 

meio de cultura RPMI 1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA) contendo L-

glutamina 2% (p/v) (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA) e soro fetal bovino 10% 

(v/v) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), à 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 e 

umidade de no mínimo 95%. As culturas foram mantidas em crescimento 

exponencial através do subcultivo das células a cada dois dias em meio de cultura 

sem antibióticos. 
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2.2.1.2 Determinação do Tempo de Duplicação Celular e Densidade de 

Inoculação para os Experimentos 

 

 As densidades de inoculação necessárias para garantir culturas de células em 

subconfluência no final dos experimentos, foram derivadas dos tempos de 

duplicação celular (Griffiths, 1992). Estes foram determinados através da inoculação 

das células em densidades crescentes e avaliados em vários períodos após 

inoculação como descrito em detalhes nas seções seguintes. 

 

 

2.2.2 Tratamentos com Drogas 

 

 Culturas em triplicatas foram expostas durante vários períodos de tempo ao 5-

FU, CPT-11, ou a ambos em diversas seqüências. As combinações das drogas 

foram realizadas com uma dose fixa de um dos agentes na presença de diluições 

seriadas do outro. As repostas celulares foram avaliadas imediatamente após os 

tratamentos e/ou depois de cultivadas por mais 2 dias em meio sem droga.

 Somente células em crescimento exponencial e com viabilidade > 95%, 

confirmada pela exclusão com azul de tripan (Freshney, 1987), foram utilizadas nos 

experimentos.  

 

2.2.2.1 Determinação da Quimiossensibilidade 
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 As células foram retiradas dos frascos de cultura com tripsina 0,25%/ácido 

etilenodiaminotetra-acético (EDTA) 1 mM (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 

ressuspendidas em meio de cultura contendo 50 µg/mL de gentamicina (Sigma 

Chemical Co, St Louis, MO, EUA) e 0,25 µg/mL de fungizone (Gibco BRL, Grand 

Island, NY, EUA). Vinte e quatro horas antes do tratamento as células foram 

inoculadas em microplacas de 96 wells, em uma densidade de 5 x 103 células/100 

µL/wells. As células foram tratadas em um volume final de 200 µL/wells. 

 Cada experimento incluiu um controle contendo meio ou meio com droga sem 

células, que foi utilizado para determinar o background. Além disso, cada microplaca 

tinha culturas de células que não receberam drogas e serviram para o controle do 

crescimento celular. 

 As respostas celulares foram avaliadas através da coloração com 

sulforodamina B (SRB) (Monks et al., 1991), que se liga aos aminoácidos básicos 

das proteínas celulares. Imediatamente após o tratamento, as células foram fixadas 

in situ, por 60 min a 4 ºC, com 50 µL de ácido tricloroacético (TCA) em uma 

concentração final de 10% (p/v). O TCA foi removido com água destilada, e após 

serem secas, as células foram coradas por 10 min com 100 µL de solução de SRB 

(0,4% p/v, em ácido acético 1% v/v). O excesso de SRB foi removido com ácido 

acético (1%; v/v). O SRB ligado às proteínas foi solubilizado com 200 µL de base 

Trizma 10 mM pH 10.5. 

 O SRB ligado é proporcional a densidade celular e foi determinado através 

das absorbâncias medidas em um comprimento de onda de 515 nm usando um 
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leitor de microplacas (Modelo 750, Cambridge Technology, Inc., Watertow, MA, 

EUA). Os resultados foram corrigidos pelas absorbâncias dos background. O perfil 

de dose-resposta foi plotado, e deste, derivado os valores de IC20, IC50 e IC80, isto é, 

a concentração de droga necessária para inibir 20%, 50% e 80% do crescimento 

celular, respectivamente, quando comparada aos controles sem droga.  

 

 

2.2.2.2 Análise do Efeito da Combinação das Drogas 

 

 Os efeitos das combinações entre CPT-11 e 5-FU foram analisados através 

de um programa de computador que avalia as interações de múltiplas drogas (Chou 

& Talahay, 1983; Elsevier-Biosoft; Cambridge, Reino Unido). Este programa permite 

calcular os índices de combinações (CIs), o qual indica sinergismo, adição, ou 

antagonismo entre duas drogas, quando os valores são menores que 1, iguais a 1, 

ou maiores que 1, respectivamente. 

 Os valores de CIs foram calculados através da seguinte fórmula: 

CI = (D)1/(Dx)1 + (D)2/(Dx)2 

 Onde (Dx)1 e (Dx)2 são as concentrações de CPT-11 ou 5-FU como droga 

única, que induz a x% de inibição do crescimento celular. (D)1 e (D)2 indicam a 

concentração das drogas combinadas que inibe x% do crescimento celular. (Dx)1 e 
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(Dx)2 foram calculados pelo equação de Chou (Chou & Talahay, 1983), que 

determina a inibição de 50% do crescimento celular causada pela combinação: 

Dx = Dm[FA/(1-FA)]1/m 

 Onde, Dm é a dose da combinação necessária para inibir 50% do crescimento 

celular, FA é a fração celular afetada, e m a inclinação da curva obtida. Os 

resultados foram avaliados através das médias dos CIs atingidos com as FAs de 

0,50, 0,75, 0,90 e 0,95. 

 

 

2.2.3 Determinações Enzimáticas 

 

2.2.3.1 Determinação da Atividade da Timidilato Sintase 

 

 As atividades da enzima TS nas linhagens celulares, foram avaliadas através 

de dois métodos: a) um ensaio para determinar sítios de ligação da TS (Van de Wilt 

et al., 1992); b) um ensaio para determinar a ação catalítica da TS (Peters et al., 

1991).  

 Células (5 x 107) não tratadas foram raspadas dos frascos de cultura, 

suspendidas em Tris-HCl 0,2 M pH 7.4, β-mercaptoetanol 20 mM, NaF 100 mM e 

citidina monofosfato 15 mM, e sonicadas (3 pulso, 5 s com intervalo de 10 s, 40 mA) 

no gelo. As amostras foram centrifugadas a 14000 x g, 4 oC por 15 min e o 
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sobrenadante contendo a enzima coletado. Uma alíquota de cada amostra foi 

retirada para determinar a quantidade de proteína pelo método de Lowry et al. 

(1951) . 

 Para determinar o número de sítios de ligação da TS disponíveis para o 

dUMP e FdUMP, 50 µL da suspensão contendo a enzima foram incubados por 1 h a 

37 oC com 50 µL de 5,10-metileno tetraidrofolato 6,5 mM, 135 µL de Tris-HCl 200 

mM pH 7.4 e 10 µL de [6-3H]FdUMP 0,57 µM (atividade específica 19 Ci/mmol; 

Amersham International, Buckinghamshire, Reino Unido). A reação foi interrompida 

com a adição de 500 µL de carvão ativado (10%, p/v). Em seguida as amostras 

foram centrifugadas e 250 µL dos sobrenadantes foram misturados com líquido de 

cintilação a base de di-isopropil naftaleno (Optiphase-Hisafe 3; EG & G Wallac, 

Turku, Finlândia)e contados em espectrômetro de cintilação líquida (Wallac, Turku, 

Finlândia). Os valores foram expressos como fmoles de FdUMP ligado/mg proteína. 

 A atividade catalítica da TS foi medida através da liberação de 3H durante a 

conversão do [5-3H]dUMP em dTMP. A atividade da enzima foi determinada em 

condições de saturação (10 µM dUMP) e não saturação (1 µM dUMP) do substrato. 

Para isto, 25 µL de suspensão enzimática (diversas diluições) foram incubados por 

30 min a 37 oC com 5 µL de 5,10 metileno tetraidrofolato 6,5 mM, 10 µL de Tris-HCl 

200 mM pH 7.4 e 10 µL de [5-3H]dUMP (atividade específica 19 Ci/mmol; Amersham 

International, Buckinghamshire, Reino Unido). A inibição potencial da atividade da 

TS, também, foi determinada pela substituição do Tris-HCl por 10 µL de FdUMP 0,05 

µM. A reação foi interrompida pela adição de 50 µL de TCA gelado (35%, p/v) e 250 

µL de carvão neutro (10%, p/v). Após centrifugação 250 µL dos sobrenadantes 
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foram misturados com líquido de cintilação a base de di-isopropil naftaleno 

(Optiphase-Hisafe 3; EG & G Wallac, Turku, Finlândia) e contados em espectrômetro 

de cintilação líquida (Wallac, Turku, Finlândia). As atividades da TS foram expressas 

como pmoles de dUMP convertidos/h/mg proteína. 

 

 

2.2.3.2 Determinação da Atividade da Topoisomerase I 

 

 A atividade catalítica da topoisomerase I foi determinada através da 

capacidade da enzima, presente nos extratos nucleares, converter o DNA 

superenrolado em DNA relaxado (Liu & Miller, 1981). 

 Para preparar os extratos nucleares (Filipski & Kohn, 1982) culturas de 107 

células não tratadas foram lavadas, raspadas dos frascos de cultura e centrifugadas 

a 150 x g por 10 min. A seguir, foram lavadas 3 vezes com PBS gelado por 5 min a 4 

oC. As células foram ressuspendidos em 0,5 mL de solução contendo NaCl 150 mM, 

KH2PO4 1 mM pH 6.4, MgCl2 5 mM, ácido etilenoglicol bis(β-amino etil éter)-

N,N,N',N', tetra-acético (EGTA) 1 mM, ditiotreitol (DTT) 1 mM e fenil metil sulfonil 

fluoreto (PMSF) 1 mM e misturados com 4,5 mL da mesma solução contendo Triton 

X-100 0,3% (v/v). Os núcleos foram extraídos misturando as amostras por inversão 

durante 10 min e coletados por centrifugação a 150 x g por 10 min a 4 oC. Após, 

foram lavados com a mesma solução sem Triton X-100. Os núcleos foram 

ressuspendidos em 200 µL de tampão Tris-HCl 10 mM pH 7.5 contendo KCl 25 mM, 
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MgCl2 5 mM, DTT 1 mM e PMSF 1 mM e lisados por 15 min a 0 oC. Após as 

amostras serem sonicadas no gelo (2 pulsos, 20 s, 15 mA), foram adicionados 200 

µL de tampão Tris-HCl 50 mM pH 7.5 contendo EDTA 1 mM, NaCl 1 M, DTT 1 mM e 

PMSF 1 mM. (Crepsi et al., 1986). A topoisomerase I foi extraída por 30 min a 4 oC, 

coletada por centrifugação a 16000 x g por 20 min a 4 oC, e a concentração de 

proteína determinada (Lowry et al., 1951).  

 A conversão do DNA superenrolado em DNA relaxado pela topoisomerase I 

(Liu & Miller, 1981) foi realizada usando um Kit para determinação de 

Topoisomerase I (Topoisomerase I Assay Kit; TopoGEN, Columbus, OH, EUA). As 

amostras em diferentes diluições (10 µL) foram incubadas por 30 min a 37 °C na 

presença de 1 µl de pHOT1 DNA de plasmídio (concentração final 0,2 µg) e 2 µl de 

tampão Tris-HCl 100 mM (pH 7.9) contendo EDTA 10 mM, NaCl 1,5 M, albumina de 

soro bovino 1% (v/v) espermidina 1 mM e glicerol 50% (v/v). A seguir a reação foi 

interrompida, no gelo, com 5 µL de sarcosil 5% (v/v), azul de bromofenol (v/v) e 

glicerol 25% (v/v). As amostras foram incubadas por 60 min a 37 °C na presença de 

1,2 µL de proteinase K (ICN Biomedicals Inc., Ohio, EUA) em concentração final de 

50 µg/mL, para degradar o excesso da enzima. As enzimas foram analisadas por 

eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) contendo 0,5 µg/mL de brometo de etídio. A 

separação do DNA superenrolado e DNA relaxado ocorreu em tampão de corrida 

composto por Tris 40 mM, EDTA 2 mM e ácido acético 1% (v/v), a 25 V por 3 h, e 

fotografadas imediatamente em filme polaroid 667. Foi utilizado como marcador um 

DNA relaxado de plasmídio.  

 Os níveis da enzima são proporcionais a intensidade das bandas encontradas 
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no gel. Os negativos foram usados para quantificar a intensidade das bandas em 

programa de computador Optiquant (Versão 02.00, Packard Instrument Co, 1997) e 

expressas em unidades arbitrárias. 

 

 

2.2.3.3 Determinação da Atividade da Carboxil Esterase 

 

 As atividades da enzima carboxil esterase foram determinadas na fração 

microssomal das células através da conversão do acetato de para-nitrofenil no seu 

metabólito para-nitrofenol (Heymann & Mentlein, 1981). 

 Células (5 X 108) não tratadas, foram lavadas e raspadas dos frascos de 

cultura e centrifugadas por 10 min a 150 x g. Os pellets foram suspensos em 3 mL 

de sacarose 0,24 M, sonicados (1 pulso, 20 s, 40 mA) e centrifugados por 30 min, a 

16000 x g, a 4 oC. Os sobrenadantes foram coletados e centrifugados por 60 min, a 

105000 x g, a 4 oC, para sedimentar a fração microssomal. Os microssomos foram 

ressuspendidos em 1 mL de Tris-HCl 0,1M pH 8.5, e sonicados no gelo (5 pulsos, 30 

s, 40 mA, pausa de 90 s entre cada pulso). A seguir foi adicionado 300 µL de 

digitonina (concentração final 15 mg/mL) e misturado por 60 min para solubilizar a 

enzima. Após ultra-centrifugação por 2 h a 105000 x g, a 4 oC, os sobrenadantes 

foram aliquotados e utilizados para determinação da atividade da enzima e 

quantificação de proteína (Lowry et al., 1951).  

 Aproximadamente 12,5 µg do extrato microssomal foi misturado com acetato 

de para-nitrofenil 1 mM e Tris-HCl 100 mM pH 8.2, em volume final de 1 mL. A 
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leitura foi feita em espectrofotômetro (Lambda Bio, Perkin Elmer Corp., Norwalk, CT, 

EUA) em comprimento de onda de 405 nm, durante 2 min para detectar a formação 

do para-nitrofenol (Heymann & Mentlein, 1981). As atividades da enzima foram 

expressas em mU/mg proteína. 

 

 

2.2.3.4 Determinação dos Níveis da Lactato Desidrogenase 

 

 Os níveis de lactato desidrogenase (LDH) foram determinados no meio de 

cultura através da oxidação da nicotinamida adenina dinucleotídio fosfato reduzida 

(NADH) durante a conversão do piruvato em lactato (Howell et al., 1979). 

 Após 2 h de tratamento os meios de cultura de 106 células foram coletados e 

utilizados para medir os níveis de LDH. A reação foi iniciada pela adição de 200 µL 

da amostra à solução de NADH 0,2 mM, piruvato 0,5 mM em tampão de 

trietanolamina 50 mM pH 7.4, em um volume final de 2 mL à 30 oC. A leitura foi feita 

em esctrofotômetro (Lambda Bio, Perkin Elmer Corp., Norwalk, CT, EUA) em 

comprimento de onda de 340 nm durante 2 min, para detectar a conversão do NADH 

em NAD.  

 As células aderidas foram lavadas e raspadas em PBS gelado e utilizadas 

para quantificar a concentração de proteína (Lowry et al., 1951). Os resultados foram 

expressos em mU LDH/mg proteína. 

 

 



 57

 

2.2.4 Estudos do Dano e Reparo do DNA 

 

2.2.4.1 Determinação do Dano ao DNA 

 

 O dano causado ao DNA pelos tratamentos foi determinado através de 

método fluorescente que detecta formação de quebras no DNA e/ou lesões no DNA 

induzidas após tratamento com alcali (FADU) (Kanter & Schwartz, 1982). Este 

ensaio se baseia: a) no tempo que a dupla-hélice de DNA leva para ser convertida 

em fita simples em condições alcalinas; b) na aceleração deste processo após a 

introdução de dano ao DNA por agentes citotóxicos; e c) na diferença entre as 

fluorescências do DNA em dupla-hélice versus fita simples na presença do corante 

cromossômico bisbenzamide (Hoechst H33258; Sigma Chemical Co, St Louis, MO, 

EUA). 

 Culturas de 5 x 106 células foram tratadas por 24 h e após a remoção do meio 

com drogas, as culturas foram imediatamente avaliadas quanto ao dano ao DNA (dia 

1), ou cultivadas por mais 2 dias em meio sem drogas e a seguir foi avaliado o dano 

ao DNA (dia 3). Para isto, células aderidas foram lavadas, coletadas por 

centrifugação e ressuspendidas em PBS em densidades de 106 células/mL. Cada 

suspensão foi dividida em 3 alíquotas para medir a florescência do DNA não 

desnaturado (A), DNA parcialmente desnaturado (B) e DNA completamente 

desnaturado (C).  
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 Para isto, nos três primeiros tubos, 1-3 (A) foram adicionados 500 µL de 

NaOH (0,1 N) e 500 µL de HCl (0,1 N), previamente misturados. A seguir foram 

acrescentados 500 µL de solução fluorocrômica (solução fosfato tamponada de 

potássio pH 7.4 contendo SDS 0,16% (p/v), EDTA 0,04 M, bisbenzamide 1 µL/mL) e 

as amostras foram sonicadas (1 pulso, 15 s, 15 mA).  

 Aos tubos 4-6 (B) foram adicionados 500 µL de NaOH (0,1 N) e incubados 

por 30 min. O tratamento foi interrompido pela adição de 500 µL de HCl (0,1 N), e 

500 µL de solução fluorocrômica seguida de sonicação (1 pulso, 15 s, 15 mA).  

 Os tubos 7-9 (C) receberam 500 µL de NaOH (0,1 N), foram sonicados (1 

pulso, 5 s, 15 mA) e incubados por 30 min. A seguir foram adicionados 500 µL de 

HCl (0,1 N) e 500 µL de solução fluorocrômica e em seguida foram sonicados (1 

pulso, 15 s, 15 mA).  

 Os tratamentos B e C foram realizados em local livre de vibração, 

luminosidade e à temperatura ambiente, para evitar a introdução de danos durante o 

processo. 

 O percentual do DNA na forma de dupla-hélice que permaneceu nas células 

sobreviventes (F), foi calculado pela fórmula:  

F = (B-C)/(A-C) x 100% 

 A fluorescência foi medida com espectrofluorímetro (F-2000, HITACHI, 

Tóquio, Japão) em ondas de excitação e emissão de 353 nm e 451 nm, 
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respectivamente. Os resultados foram corrigidos pelos valores de background 

determinado em amostras sem células.  

 Células não tratadas foram usadas como controles e amostras sem células 

foram consideradas como brancos, sendo utilizadas para descartar o dano ao DNA 

introduzido durante o processo. 

 

 

2.2.4.2 Avaliação da Incorporação de [3H Metil]Timidina ao DNA 

 

A incorporação de [3H-metil]timidina ao DNA na presença de hidroxiuréia é um 

indicativo de reparo por excisão do dano ao DNA (Adams et al., 1971). Para verificar 

se estes mecanismos de reparo estavam funcionando após os vários tratamentos 

utilizamos método descrito previamente (Sandoval et al., 1996). 

Culturas de 106 células tratadas por 2 h ou 24 h com IC20 ou IC50 das drogas, 

foram lavadas com 5 mL de HBSS, e incubadas por 30 min a 37 oC na presença de 

3 mM de hidroxiuréia. A seguir foi adicionado ao meio de cultura 5 µCi [3H-

metil]timidina (atividade específica 76 Ci/mmol; Amersham International, 

Buckinghamshire, Reino Unido), e as amostras foram incubadas por 2 h a 37 oC. A 

reação foi parada no gelo, e as células lavadas e raspadas dos frascos de cultura na 

presença de PBS gelado (3 vezes) e centrifugadas a 150 x g por 5 min. 

 Os pellets foram ressuspendidos em 500 µL de ácido perclórico 0,4 N, 

misturados vigorosamente com vórtex e incubados em gelo por 20 min. A seguir 
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foram centrifugados a 12000 x g, 4 oC, por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o 

DNA extraído pela adição de 500 µL de ácido perclórico 0,4 N. Novamente as 

amostras foram misturadas vigorosamente com vórtex e centrifugadas a 12000 x g, 

4o C, 5 min e os pellets ressuspendidos em 1 mL de PBS. A seguir foram 

adicionados 50 µL KOH 10 N e as amostras deixadas overnight a 45 oC para 

solubilizar. Uma alíquota de 100 µL foi retirada de cada amostra para determinar a 

quantidade de DNA através de espectrofotômetro (Lambda Bio, Perkin Elmer Corp., 

Norwalk, CT, EUA) em comprimento de onda de 260 nm. Em seguida, 200 µL das 

amostras foram misturados com líquido de cintilação a base de di-isopropil naftaleno 

(Optiphase-Hisafe 3; EG & G Wallac, Turku, Finlândia) e contados em espectrômetro 

de cintilação líquida (Wallac, Turku, Finlândia). Os valores foram expressos em 

dpm/µg DNA. 

 

 

 

 

2.2.4.3 Determinação da Distribuição das Células nas Fases do Ciclo Celular 

 

 A distribuição das células nas fases do ciclo celular após 2 h de tratamento foi 

determinada nas culturas através da citometria de fluxo por coloração com iodeto de 

propídio (Vindelov et al., 1983). Para isto, 5 x 105 células foram lavadas com HBSS, 

removidas dos frascos com tripsina/EDTA e ressuspendidas em meio de cultura. A 
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seguir foram centrifugadas a 150 x g por 5 min, lavadas 2 vezes em PBS gelado e 

fixadas em 1 mL de etanol 70% à 4oC.  

 No dia da análise as amostras foram descongeladas, centrifugadas e lavadas 

duas vezes com PBS. A seguir foram tratadas com 1 mL de solução contendo citrato 

de sódio 3,4 mM, iodeto de propídio 20 µg/mL e RNase A (ICN Biomedicals Inc., 

Ohio, EUA) 100 µg/mL por 30 min, na ausência de luz. 

 A análise foi realizada em software LYSIS II (Becton Dickinson, CA, EUA) de 

acordo com kit para análise fluorescente de DNA (Cycle Test DNA Reagent Kit, 

Becton Dickinson, CA, EUA) em citômetro de fluxo (Becton Dickinson, CA, EUA). 

Como padrão para calibração do citômetro de fluxo foi utilizado kit DNA Quality 

Control Pratic (Becton Dickinson, CA, EUA). Os resultados foram expressos em 

percentual de células por fase do ciclo celular. 

 

 

 

2.2.4.4 Formação de Complexo DNA-Topoisomerase I  

 

 A formação dos complexos DNA-proteína, essenciais intermediários da 

reação entre topoisomerase I e DNA, foi avaliada por método descrito previamente 

(Zwelling et al., 1989). Em resumo, 2 x 105 células/mL foram inoculadas em placas 

de cultura de 6 wells. Vinte e quatro horas depois, o meio de cultura foi retirado e 

substituído por meio contendo [U-14C]leucina (0,2 µCi/mL; atividade específica 308 
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mCi/mmol; Amersham International, Buckinghamshire, Reino Unido) e [metil-

3H]timidina (0,6 µCi/ml; atividade específica 76 Ci/mmol; Amersham International, 

Buckinghamshire, Reino Unido) e as culturas foram incubadas por 18 h a 37 oC. 

 Após o período de incubação o meio foi substituído por meio sem radioativo, e 

deixado 1 h a 37 oC. A seguir as células foram tratadas por 2 h a 37 oC, lavadas e 

raspadas em PBS gelado (2 vezes) e centrifugadas a 150 x g por 5 min. Os pellets 

foram ressuspendidos em 0,5 mL de solução contendo EDTA 5 mM (pH 8.0), SDS 

1,25%, e DNA de esperma de salmão (Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA) 0,4 

mg/mL à 65 oC. 

 Os pellets foram lisados através da passagem por uma seringa de 22-G, 20 

vezes. A seguir foram incubados a 65 oC por 10 min e depois 250 µL KCl 

(concentração final 100 mM) foram adicionados. As amostras foram misturadas em 

vórtex por 10 s, e deixadas no gelo por 10 min, sendo em seguida centrifugadas por 

10 min a 10000 x g, 4 oC. Os pellets foram lavados 2 vezes com 1 mL de tampão 

Tris-HCl 10 mM pH 8.0 contendo EDTA 1 mM, KCl 100 mM e DNA de esperma de 

salmão 0,1 mg/mL à 65 oC.  

 Os pellets foram dissolvidos em 0,2 mL água pré-aquecida (65 oC), incubados 

a 65 oC por 15 min, e centrifugados por 10 s a 10000 x g. As amostras foram 

misturados com líquido de cintilação a base de di-isopropil naftaleno (Optiphase-

Hisafe 3; EG & G Wallac, Turku, Finlândia) e contados em espectrômetro de 

cintilação líquida (Wallac, Turku, Finlândia). Os valores foram normalizados pela 

incorporação de [U-14C]leucina e expressos pela razão cpm [metil-3H]timidina/cpm 

[U-14C]leucina. 
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2.2.5 Análise Estatística 

 

 Os experimentos foram realizados pelo menos três vezes em triplicata. A 

análise estatística dos dados foi realizada, de acordo com a situação apresentada, 

através de coeficiente de correlação de Pearson, teste t de Student, análise de 

variância e teste de comparações múltiplas de Turkey. Foram utilizados níveis de 

significância (α) de 1% ou 5%. 

 As análises foram realizadas através de programa estatístico Analyse-it para 

Excel (Analyse-It Software Ltd.). 
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3. RESULTADOS 

 

 

3.1 Efeitos do 5-FU, CPT-11 e Combinações 

 

3.1.1 Tempo de Duplicação Celular e Densidade de Inoculação  

 

 O tempo de duplicação celular foi determinado através da avaliação das 

densidades celulares durante vários períodos de tempo após a inoculação. Estes 

experimentos indicaram taxas de proliferação celular de aproximadamente 22, 23 e 

26 h para as linhagens SW620, HT-29 e SNU-C4, respectivamente. Com base 

nestes resultados calculamos a densidade de inoculação das células necessária 

para garantir sub-confluência e assim, o crescimento exponencial ao final dos 3 dias 

de experimento.  

 

 

 

3.1.2 Quimiossensibilidade 
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 Os efeitos anti-proliferativos do 5-FU e do CPT-11 nas linhagens celulares 

foram avaliados após 24 h de exposição às drogas, seguido de 2 dias em meio de 

cultura sem drogas. 

 Os valores de IC50 (Tabela 6) demonstraram que as linhagens SW620 e HT-

29 são resistentes ao 5-FU (valores de IC50 próximos a 15 e 8 µM, respectivamente), 

enquanto que a linhagem SNU-C4 apresentou uma maior sensibilidade a esta droga 

(valor de IC50 de aproximadamente 2 µM). As três linhagens apresentaram pequenas 

diferenças na sua sensibilidade ao CPT-11, com valores de IC50 próximos a 2, 2 e 4 

µM, respectivamente. 

 A seguir, nós examinamos os efeitos de um dos agentes em uma 

concentração fixa e de baixa toxicidade na inibição do crescimento celular induzido 

pelo outro, em diferentes combinações e seqüências. Para isto, as células foram 

incubadas por 24 h com 5-FU ou CPT-11 junto com CPT-11 ou 5-FU, 

respectivamente, em uma concentração de IC20. Ou então, as culturas foram 

expostas por 22 h a diluições seriadas do 5-FU ou CPT-11, após 2 h de pré-

tratamento com IC20 do CPT-11 ou 5-FU, respectivamente.  

 

 

 

Tabela 6: Valores de IC50 (µM; média ± DP, n ≥ 3) em linhagens celulares de 
carcinoma de cólon humano SW620, HT-29 e SNU-C4 após tratamento por 24 h 
com 5-FU ou CPT-11, ou nas combinações e seqüências indicadas. As respostas 
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celulares foram avaliadas após cultivo por 2 dias adicionais em meio sem droga 
através da coloração com SRB. 
 

 
 
 

 
SW620 

 
HT-29 

 

 
SNU-C4 

 
     5-FU, 24 h 

 
15,3 ± 0,8 

 
8,2 ± 1,3 

 
2,2 ± 0,7 

 
     CPT-11 IC20 + 5-FU, 24 h simultâneo 

 
13,9 ± 5,0 

 
10,9 ± 1,2 

 
5,4 ± 0,9a 

 
     CPT-11 IC20 2 h, seguido de 5-FU 22 h 

 
9,3 ± 0,6a 

 
1,5 ± 0,5a 

 
1,1 ± 0,2a 

 
 
     CPT-11, 24 h 

 
 

2,0 ± 0,9 

 
 

2,5 ± 0,5 

 
 

3,8 ± 0,3 
 
     5-FU IC20 + CPT-11, 24 h simultâneo 

 
2,1 ± 0,9 

 
2,2 ± 0,4 

 
2,2 ± 0,2b 

 
     5-FU IC20 2 h, seguido de CPT-11 22 h 
 

 
5,3 ± 0,3b 

 
5,5 ± 0,7b 

 

 
18,2 ± 0,6b 

 
aSignificativamente diferente do 5-FU (p < 0,01) 
bSignificativamente diferente do CPT-11 (p < 0,01) 

 

 Como demonstrado na Tabela 6 e Fig. 9, o pré-tratamento com CPT-11 

aumenta a inibição do crescimento causada pelo 5-FU em cerca de 2, 4 e 2 vezes 

nas linhagens SW620, HT-29 e SNU-C4, respectivamente. Por outro lado, o pré-

tratamento com IC20 do 5-FU diminui a inibição do crescimento induzida pelo CPT-11 

em 2, 2 e 4 vezes nas linhagens SW620, HT-29 e SNU-C4, respectivamente (Tabela 

6, Fig. 10). 

 Nenhum dos tratamentos com os agentes simultaneamente por 24 h, alterou 

significativamente a inibição do crescimento celular causada pelas drogas sozinhas 

nas linhagens SW620 e HT-29 (Tabela 6, Fig. 9 e 10). 
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 Por outro lado, na linhagem SNU-C4, a exposição simultânea a IC20 do CPT-

11 e 5-FU diminui o efeito deste último em cerca de 2 vezes (Tabela 6, Fig. 9), 

enquanto que o tratamento concomitante com IC20 5-FU levou a um aumento da 

citotoxicidade do CPT-11 também em 2 vezes (Tabela 6, Fig. 10). 
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Fig. 9: Inibição do crescimento celular nas linhagens celulares de carcinoma de 

cólon humano SW620 (a), HT-29 (b) e SNU-C4 (c) pelo 5-FU por 24 h ( ); IC20 do 
CPT-11 junto com 5-FU por 24 h ( ); e IC20 do CPT-11 por 2 h seguido do 5-FU por 
22 h ( ). Os resultados são média ± DP (barras verticais; n ≥ 3). 50
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Fig. 10: Inibição do crescimento celular nas linhagens celulares de carcinoma de 
cólon humano SW620 (a), HT-29 (b) e SNU-C4 (c) pelo CPT-11 por 24 h ( ); IC20 
do 5-FU junto com CPT-11 por 24 h ( ); IC20 do 5-FU por 2 h seguido do CPT-11 
por 22 h ( ). Os resultados são média ± DP (barras verticais; n ≥ 3). 
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3.1.3 Efeitos das Combinações dos Agentes 

 

 Os resultados da análise do efeito de múltiplas drogas estão resumidos na 

Tabela 7 e Fig. 11 e 12. A exposição das células a IC20 do CPT-11 por 2 h seguido 

de 22 h do 5-FU revelou CIs de aproximadamente 0,7 nas três linhagens, sugerindo 

que esta seqüência age aditiva ou sinergisticamente. Por outro lado, o pré-

tratamento com IC20 do 5-FU seguido pelo CPT-11 diminuiu a inibição do 

crescimento nas linhagens SW620, HT-29 e SNU-C4 com CIs de aproximadamente 

1,9, 2,7 e 2,5, respectivamente, sugerindo antagonismo. 

 

Tabela 7: Índices de combinações (CIs; médias ± DP, n ≥ 3) das análises dos efeitos 
das combinações do CPT-11 e 5-FU nas linhagens celulares de carcinoma de cólon 
humano SW620, HT-29 e SNU-C4. As análises foram realizadas após cultivo por 2 
dias adicionais em meio sem droga. Em cada experimento foram calculadas as 
médias dos CIs atingidos com as frações afetadas (FA) de 0,50, 0,75, 0,90 e 0,95, e 
estes valores foram usados para calcular os resultados apresentados. CI < 1, = 1, ou 
> 1 indicam sinergismo, adição ou antagonismo, respectivamente.  
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Combinação 

 
SW620 

 
HT-29 

 
SNU-C4 

 
CPT-11 IC20 + 5-FU, 24 h simultâneo 

 
1,0 ± 0,2 

 
1,3 ± 0,1 

 
2,2 ± 1,4 

 
CPT-11 IC20 2 h, seguido de 5-FU 22 h 

 
0,7 ± 0,1 

 
0,7 ± 0,1 

 
0,7 ± 0,1 

 
 
5-FU IC20 + CPT-11, 24 h simultâneo 

 
 

1,0 ± 0,2 

 
 

2,7 ± 0,8 

 
 

1,1 ± 0,3 
 
5-FU IC20 2 h, seguido de CPT-11 22 h 

 
1,9 ± 0,4 

 
1,7 ± 1,1 

 
2,5 ± 0,9 3

4
5(b) 5

 
 
Fig. 11: Análise do efeito de múltiplas drogas da combinação CPT-11/5-FU nas 

1
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linhagens celulares de carcinoma de cólon humano SW620 (a), HT-29 (b) e SNU-C4 
(c) após tratamento com: IC20 do CPT-11 por 2 h seguido de 5-FU por 22 h ( ) ou 
IC20 do CPT-11 e 5-FU por 24 h ( ). CI < 1, = 1, ou > 1 indicam sinergismo, adição, 
ou antagonismo, respectivamente. Os resultados são média ± DP (barras verticais; n 
≥ 3). 
 
 
Fig. 12: Análise do efeito de múltiplas drogas da combinação CPT-11/5-FU nas 
linhagens celulares de carcinoma de cólon humano SW620 (a), HT-29 (b) e SNU-C4 
(c) após tratamento com: IC20 do 5-FU por 2 h seguido de CPT-11 por 22 h ( ) e 
IC20 do 5-FU junto com CPT-11 por 24 h ( ).CI < 1, = 1, ou > 1 indicando 
sinergismo, adição, ou antagonismo, respectivamente. Os resultados são média ± 
DP (barras verticais; n ≥ 3). 2
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 A utilização das drogas conjuntamente resultou em CIs próximos a 1,0 nas 

linhagens SW620 e HT-29. Por outro lado, na linhagem SNU-C4, a simultânea 

exposição de IC20 do CPT-11 antagonizou o efeito do 5-FU (CI de 2,2), enquanto 

que o tratamento concomitante com IC20 do 5-FU adicionou a citotoxicidade do CPT-

11 (CI de 1,1). 

 Junto com os dados da seção anterior estes resultados indicam que o pré-

tratamento com uma baixa concentração do CPT-11 potencializa o efeito da inibição 

do crescimento celular do 5-FU, enquanto que o tratamento prévio com uma baixa 

concentração de 5-FU antagoniza a atividade do CPT-11 nas três linhagens. 

Dependendo da razão das concentrações das drogas, o tratamento simultâneo com 

5-FU/CPT-11 leva a potencialização ou antagonismo somente na linhagem SNU-C4. 

 

 

3.1.4 Atividades Enzimáticas 

 

3.1.4.1 Atividade da Timidilato Sintase  

 

 Para examinar se a diversidade na sensibilidade ao 5-FU apresentada pelas 

três linhagens foi determinada por diferenças na atividade da TS, vários aspectos da 

cinética enzimática foram determinados.  

 



 73

Tabela 8: Atividade da enzima timidilato sintase (média ± DP, n ≥ 3) em culturas não 
tratadas das linhagens celulares de carcinoma de cólon humano SW620, HT-29 e 
SNU-C4.  
 

 
 
 

 
SW620 

 

 
HT-29 

 

 
SNU-C4 

 
 
Sítios de ligação da TS para  
FdUMP (fmoles/mg) 

 
 

1170 ± 645 

 
 

206 ± 61 

 
 

1374 ± 237 
 
Atividade catalítica (pmoles/h/mg) 
    com 1 µM dUMP 
    com 10 µM dUMP 

 
 

764 ± 320 
3428 ± 2286

 
 

187 ± 120 
700 ± 281 

 
 

1775 ± 816 
4718 ± 1433

 

 Com base nos resultados obtidos com a atividade catalítica e os sítios de 

ligação da enzima (Tabela 8), derivamos a afinidade ao substrato (Km), velocidade 

de saturação do substrato (Vmax), taxa de conversão inicial do substrato (Vmax/Km), 

bem como a inibição da TS mediada pelo substrato (Ki). 

 O número de sítios de ligação para o substrato e a atividade catalítica em 

condições de não saturação (1 µM) e de saturação (10 µM) do dUMP não 

apresentaram diferenças significativas entre as linhagens SW620 e SNU-C4, mas 

foram aproximadamente 6 vezes mais baixos na linhagem HT-29. A mesma 

observação foi feita para os valores de Vmax, que foram próximos a 5900, 5900 e 

1000 pmol/h/mg, respectivamente. O Km foi de aproximadamente 2,5, 5,0 e 7,5 µM 

nas linhagens SNU-C4, HT-29 e SW620, respectivamente. A eficiência catalítica da 

TS (Vmax/Km) na linhagem HT-29 foi aproximadamente 11 e 3 vezes mais baixa do 

que nas linhagens SNU-C4 e SW620 (valores próximos a 200, 2300 e 800 mg/h, 

respectivamente). A inibição da enzima pelo FdUMP não foi significativamente 
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diferente (Ki para FdUMP de aproximadamente 1,9, 1,7 e 1,3 nM nas linhagens 

SW620, HT-29 e SNU-C4, respectivamente).  

 Os diferentes aspectos da TS foram relacionados com os valores de IC50 do 

5-FU obtidos para as três linhagens celulares, utilizando coeficiente de correlação de 

Pearson. As diferenças nos sítios de ligação disponíveis para o (F)dUMP, a atividade 

catalítica em condições de saturação e não saturação, Vmax, e Vmax/Km, da TS não 

demonstraram correlação com os valores de IC50 do 5-FU em nenhuma das três 

linhagens (r = -0,12, -0,27, -0,59, 0,06 e -0,6, p < 0,01, respectivamente). Por outro 

lado, as diferenças no Km ou Ki da TS demonstrou uma alta correlação com os 

diferentes valores de IC50 para o 5-FU apresentados pelas linhagens (r = 0,99 e 

0,98, p < 0,01, respectivamente).  

 Uma vez que o substrato e o inibidor são análogos estruturais, estes 

resultados sugerem que a sensibilidade das linhagens ao 5-FU foi determinada, 

principalmente, pela afinidade com o substrato (Km) e não pela atividade catalítica da 

enzima.  

 

 

3.1.4.2 Atividade da Topoisomerase I  

 

 Para verificar o quanto a topoisomerase I estava envolvida nas diferentes 

respostas celulares ao CPT-11, a sua atividade catalítica foi determinada em 

extratos nucleares através da conversão do DNA superenrolado em DNA relaxado. 
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Os DNAs foram separados em gel de agarose, e as intensidades das bandas foram 

quantificadas. Esta análise revelou valores de 1, 1 e 1,5 unidades arbitrárias, para as 

linhagens SW620, HT-29 e SNU-C4, respectivamente (Fig. 13). Estes resultados 

indicam que não existe diferença significativa entre as atividades catalíticas da 

topoisomerase I nas linhagens SW620 e HT-29. Porém a linhagem SNU-C4 

apresenta 50% mais atividade desta enzima quando comparada com as duas 

primeiras linhagens celulares. 

 

   1      2      3    4       5      6     7      8      9    10    11   12    13    14   15    16 

 

Fig. 13: Conversão do DNA superenrolado (SC) de plasmídio pHOT1 em 
relaxado (RE) por diferentes diluições (1:5; 1:2; 1:1) de extratos nucleare
culturas não tratadas das linhagens celulares de carcinoma de cólon hum
SW620 (linhas 4-6), HT-29 (linhas 8-10) e SNU-C4 (linhas 12-14). Marcadores 
DNA relaxado e superenrolado estão nas linhas 1 e 2, e a linha 16 most
relaxamento do DNA pHOT1 pela topoisomerase I purificada. 
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3.1.4.3 Atividade da Carboxil Esterase  

 

 Como a atividade da topoisomerase I não esclareceu completamente as 

respostas celulares ao CPT-11, avaliamos o envolvimento da ativação intracelular 

deste agente medindo a atividade da carboxil esterase em extratos microssomais. A 

atividade da carboxil esterase na linhagem SNU-C4 foi cerca de 2,5 vezes menor do 

que nas linhagens HT-29 e SW620 (Tabela 9). Ou seja, as linhagens celulares 

SW620 e HT-29 apresentam uma maior capacidade de conversão do CPT-11 em 

SN-38, quando comparadas com a linhagem SNU-C4. 

 

Tabela 9: Atividade da enzima carboxil esterase (mU/mg proteína; média ± DP, n ≥ 
3) em microssomas de culturas não tratadas das linhagens celulares de carcinoma 
de cólon humano SW620, HT-29 e SNU-C4, através de método espectrofotométrico. 
 

 
 

 
SW620 

 
HT-29 

 
SNU-C4 

 
Atividade da carboxil esterase  

 
5055 ± 1789a

 
4080 ± 752a 

 
1713 ± 522

 

a Significativamente diferente da linhagem SNU-C4 (p < 0,05) 

 

 Estes resultados, junto com os apresentados na seção 4.1.4.2 sugerem que 

existe uma compensação entre as atividades das enzimas carboxil esterase e 

topoisomerase I, explicando os valores comparáveis de IC50 obtidos com o CPT-11 

nas três linhagens avaliadas. 
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3.1.5 Produção de Danos ao DNA 

 

 Avaliamos a indução de danos ao DNA com as combinações das drogas 

através do FADU, que quantifica quebras diretas no DNA e/ou lesões que se tornam 

visíveis após tratamento com alcali. O dano ao DNA foi examinado após exposição a 

IC20 de uma droga com IC50 da outra em diferentes seqüências. Com o objetivo de 

obter informações sobre as lesões introduzidas imediatamente após os tratamentos, 

e as que permaneceram depois de 2 dias de incubação com meio sem droga, 

avaliamos os danos nos dias 1 e 3. O dano ao DNA foi avaliado nas células 

aderidas, uma vez que em todas as condições experimentais, e durante todo o 

período do tratamento, foi observado que no máximo 10% das células soltaram-se 

dos frascos de cultura. A Tabela 10 resume os resultados destes estudos. 
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Tabela 10: Dano ao DNA (% DNA em dupla-hélice; média ± DP, n ≥ 3) em linhagens celulares de carcinoma de cólon humano 
SW620, HT-29 e SNU-C4 após tratamento por 24 h com 5-FU ou CPT-11, ou nas combinações e seqüências indicadas. As 
lesões no DNA foram avaliadas usando um ensaio de fluorescência (FADU) após tratamento com as drogas (dia 1), ou após 
cultivo por mais 2 dias em meio sem drogas (dia 3). A quantidade de DNA em dupla-hélice foi expressa em relação a encontrada 
nos controles não tratados. De acordo com Crepsi et al., 1986, típicos valores de background, de aproximadamente 30%, são 
provavelmente introduzidos durante o processamento das amostras. 

 
 
 

 
SW620 

 
HT-29 

 
SNU-C4 

  
Dia 1 

 
Dia 3 

 
Dia 1 

 
Dia 3 

 
Dia 1 

 
Dia 3 

 
5-FU IC50 24 h 

 
105 ± 19 

 
93 ± 16 

 
114 ± 30 

 
127 ± 27 

 
71 ± 14 

 
94 ± 25 

 
CPT-11 IC20 + 5-FU IC50, 24 h simultâneo 

 
109 ± 17 

 
82 ± 39 

 
94 ± 18 

 
102 ± 33 

 
46 ± 15a 

 
54 ± 10a 

 
CPT-11 IC20 2 h, seguido de 5-FU IC50 22 h 

 
116 ± 16 

 
58 ± 17a 

 
120 ± 20 

 
71 ± 14a 

 
46 ± 15a 

 
50 ± 13a 

 
CPT-11 IC50 24 h 

 
115 ± 17 

 
87 ± 18 

 
116 ± 30 

 
106 ± 16 

 
87 ± 14 

 
94 ± 10 

 
5-FU IC20 + CPT-11 IC50, 24 h simultâneo 

 
105 ± 19 

 
86 ± 18 

 
86 ± 29 

 
117 ± 29 

 
52 ± 13b 

 
73 ± 13 

 
5-FU IC20 2 h, seguido de CPT-11 22 h 

 
108 ± 12 

 
93 ± 31 

 
104 ± 22 

 
108 ± 19 

 
59 ± 14b 

 
101 ± 10 

 

aSignificativamente diferente do 5-FU sozinho (p < 0.01). 81 bSignificativamente diferente do CPT-11 sozinho (p < 0.01). 
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 As linhagens SW620 e HT-29 não apresentaram lesões no dia 1 com nenhum 

dos tratamentos. Na linhagem SNU-C4, todos os tratamentos contendo 5-FU 

causaram significativo dano ao DNA. Além disso, a adição da IC20 do CPT-11 a IC50 

do 5-FU, tanto seqüencial ou concomitantemente, causou aproximadamente 20% 

mais lesões nesta linhagem. A IC50 do CPT-11 não induziu dano ao DNA possível de 

ser detectado na linhagem SNU-C4. Porém, quando foi combinado com IC20 do 5-FU 

aproximadamente 40% a 50% de dano foi introduzido, independente do esquema de 

administração. 

 No dia 3, nas linhagens SW620 e HT-29, somente o pré-tratamento com CPT-

11 seguido pela IC50 do 5-FU levou a um significativo dano ao DNA (30% a 40%). Na 

linhagem SNU-C4, o dano introduzido no dia 1 pela IC20 do CPT-11 simultânea ou 

seqüencialmente com IC50 do 5-FU foi conservado até o dia 3. Entretanto, o dano 

gerado ao DNA pela exposição a IC50 do 5-FU e o causado com a IC20 do 5-FU 

antes ou junto com a IC50 do CPT-11 no dia 1, não foi mais detectado no dia 3.  

 Em conjunto, estes resultados sugerem que um dano significativo e 

persistente foi introduzido no DNA nas 3 linhagens somente quando a IC20 do CPT-

11 precede a IC50 do 5-FU. Além disso demonstramos que este dano é causado 

principalmente pelo 5-FU, uma vez que este aparece em todos os tratamentos 

contendo 5-FU na linhagem mais sensível a este, SNU-C4. Ainda mais, foi 

demonstrado que o dano ao DNA e a citotoxicidade dependem da seqüência de 

administração das drogas. 

3.2 Ação dos Pré-Tratamentos  
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 Os resultados mencionados anteriormente indicam que a exposição a doses 

baixas das drogas em curtos períodos de tempo afetaram de diferentes formas as 

respostas celulares aos tratamentos subsequentes. 

 Para determinar quais mecanismos poderiam explicar estas alterações, nós 

avaliamos os efeitos dos pré-tratamentos com 5-FU ou CPT-11 em vários alvos 

celulares. Com base nos mecanismos de ação dos agentes e nas respostas obtidas 

optamos por investigar o efeito dos pré-tratamentos no reparo por excisão do DNA, 

alterações na distribuição das células nas fases do ciclo celular, integridade da 

membrana plasmática e formação de complexos DNA-topoisomerase I. Para isto 

utilizamos a incorporação de [3H-Metil]timidina no DNA, citometria de fluxo, a 

liberação de LDH no meio de cultura e precipitação do complexo DNA-proteína com 

SDS. Células não tratadas foram usadas como controles. 

 

 

3.2.1 Incorporação de [3H-Metil]Timidina no DNA 

 

 Para verificar se o tratamento por 2 h ou 24 h com IC20 ou IC50 do 5-FU e 

CPT-11 interferem com os mecanismos de reparo por excisão do DNA, utilizamos 

método de incorporação da [3H-metil]timidina no DNA, na presença de hidroxiuréia 

(Tabela 11). A hidroxiuréia inibe a atividade da enzima ribonucleotídio reductase, 

responsável pela conversão dos ribonucleotídios em deoxirribonucleotídeos. A 

inibição desta enzima impede a síntese replicativa do DNA, permitindo a 
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incorporação de [3H-metil]timidina somente durante o processo do reparo por 

excisão (Adams et al., 1971).  

 Tanto a exposição ao 5-FU quanto ao CPT-11 induziu uma incorporação de 

[3H-metil]timidinanas três linhagens, demonstrando uma tendência que sugere o 

envolvimento de mecanismos de reparo por excisão nas respostas celulares.  

 No caso do 5-FU as linhagens SW620 e HT-29 apresentaram menor 

incorporação de [3H-metil]timidina do que a demonstrada pela linhagem SNU-C4, 

quando tratadas com IC50 por 24 h ou IC20 por 2 h. Já com o CPT-11 a incorporação 

de [3H-metil]timidina nas três linhagens aumentou com o tempo de exposição mais 

prolongado e com maior concentração da droga.  

 Estes resultados sugerem que o reparo por excisão ocorreu principalmente na 

linhagem mais sensível ao 5-FU. Por outro lado o dano introduzido ao DNA pelo 

CPT-11 parece depender do tempo de exposição e concentração da droga, e é 

possível de ser reparado por este mecanismo.  

 

 

 

 

 

Tabela 11: Incorporação de [3H-metil]timidina (% dpm; média ± DP, n ≥ 3) no DNA 
das linhagens celulares de carcinoma de cólon humano SW620, HT-29 e SNU-C4 
imediatamente após 2 h ou 24 h de tratamento com IC20 ou IC50 do 5-FU ou CPT-11. 
A avaliação da incorporação de [3H-metil]timidina foi realizada na presença de 3 mM 
de hidroxiuréia. 
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SW620 

 

 
HT-29 

 

 
SNU-C4 

 
 
Controles não tratados 

 
 

100 ± 0.0 

 
 

100 ± 0.0 

 
 

100 ± 0.0 
 
 
5-FU IC20, 2 h 

 
 

108 ± 49 

 
 

103 ± 14 

 
 

157 ± 37a 
 
5-FU, IC50, 24 h 

 
140 ± 38 

 
124 ± 53 

 
252 ± 86a 

 
 
CPT-11 IC20, 2 h 

 
 

130 ± 39 

 
 

156 ± 27a 

 
 

199 ± 71a 
 
CPT-11 IC50, 24 h 

 
396 ± 102a 

 
171 ± 31a 

 
458 ± 102a 

 

a Significativamente diferente dos controles não tratados (p < 0,05) 
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3.2.2 Distribuição das Células nas Fases do Ciclo Celular 

 

 O CPT-11 e o 5-FU agem especificamente na fase S do ciclo celular, 

impedindo que ocorra replicação do DNA levando as células a morte (Burris III & 

Fields, 1994; Peters, 1995). Neste sentido, verificamos se os efeitos modulatórios 

dos pré-tratamentos estavam relacionados com as mudanças na distribuição das 

células nas fases do ciclo celular, tornando-as mais vulneráveis a citotoxicidade dos 

agentes. 

 Em nossas condições experimentais não foram observadas alterações 

significativas na distribuição das células nas fases do ciclo celular após os 

tratamentos, em nenhuma das três linhagens celulares (Fig. 14), indicando que a 

hipótese acima mencionada não é verdadeira.  
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Fig. 14: Distribuição de células nas fases do ciclo celular nas linhagens celulares de 
carcinoma de cólon humano SW620 (a), HT-29 (b) e SNU-C4 (c) em culturas não 
tratadas (   ) e após tratamento com IC20 do 5-FU por 2 h (  )  ou IC20 do CPT-11 por 
2 h (  ). A avaliação foi realizada por citometria de fluxo. Resultados são média ± DP 
(barras verticais; n = 3). 
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3.2.3 Níveis da Lactato Desidrogenase  
 

 O 5-FU pode servir como substrato para a síntese de 5-fluorouridina difosfato 

(FUDP)-hexose, FUDP-hexoseamina e FUDP-N-acetil-hexoseamina. Estes FUDP-

açúcares podem interferir com a glicosilação de proteínas e lipídios que constituem 

as membranas plasmáticas das células (Peters & Van Groeningen, 1991a). Esta 

perturbação ao causar modificações na superfície celular, altera a permeabilidade da 

membrana e consequentemente interfere com os transportes transmembrana 

(Peters et al., 1990).  

 Para verificarmos se o pré-tratamento por 2 h com 5-FU causava alterações 

na integridade da membrana plasmática, nós comparamos os níveis de LDH no meio 

de cultura de células tratadas com 5-FU e de células não tratadas. A LDH é uma 

enzima presente em todas as células do organismo, que participa da conversão do 

piruvato em lactato. O aumento dos níveis desta enzima no meio extracelular indica 

uma redução na integridade da membrana plasmática (Howell et al., 1979).  

 Como mostrado na Tabela 12, não existe diferença significativa entre os 

níveis de LDH no meio de cultura das células tratadas e não tratadas em nenhuma 

das três linhagens. Ou seja, tratamento por 2 h com 5-FU não causa alterações nas 

membranas plasmáticas nas condições experimentais utilizadas, não contribuindo 

para os diferentes resultados observados. 

 
 
Tabela 12: Níveis da enzima lactato desidrogenase (mU LDH/mg proteína; média ± 
DP, n = 3) nos meios de culturas das linhagens celulares de carcinoma de cólon 
humano SW620, HT-29 e SNU-C4 após tratamento por 2 h com IC20, IC50 e IC80 do 
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5-FU. A avaliação foi realizada através da oxidação do NADH durante a conversão 
do piruvato em lactato. 
 

 
 
 

 
SW620 

 
HT-29 

 

 
SNU-C4 

 
Controles não tratados 

 
16,5 ± 3,2 

 
22,5 ± 11,6 

 
18 ± 3,4 

 
 
5-FU IC20, 2h 

 
 

14,7 ± 3,4 

 
 

31,7 ± 14,6 

 
 

11,3 ± 1,5 
 
5-FU IC50, 2h 

 
13,7 ± 5,1 

 
32,5 ± 11,8 

 
16,3 ± 6,1 

 
5-FU IC80, 2h 

 
15,2 ± 4,5 

 
23 ± 5,0 

 
15 ± 4,2 

 

 

3.2.4. Complexos DNA-Topoisomerase I 
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 O número e/ou longevidade dos complexos DNA-topoisomerase I são 

importantes determinantes da citotoxicidade do CPT-11 (Burris III & Fields, 1994). 

Verificamos se o efeito dos pré-tratamentos com IC20 do 5-FU na citotoxicidade do 

CPT-11 e na indução de danos ao DNA foi causado pela formação de complexos 

DNA-topoisomerase I.  

2
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 Nossos resultados preliminares, não demonstraram em nenhuma das três 

linhagens, diferença significativa no número de complexos DNA-topoisomerase I 

formados após tratamento (Fig. 15). No entanto, estes experimentos deverão ser 

confirmados. cp
m

  3
i
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Fig. 15: Formação de complexos DNA-topoisomerase I nas linhagens celulares de 
carcinoma de cólon humano SW620 (   ) HT-29 (  ) e SNU-C4 (   ) após 2 h de 
exposição a IC20 do CPT-11 ou IC20 do 5-FU. A formação de DPC foi avaliada 
através de marcação radioativa e precipitação com SDS. Resultados são média ± 
DP (barras verticais; n = 3) 
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4. DISCUSSÃO 

 

 

 O câncer colorretal é o quarto tipo de tumor mais comum e a terceira causa 

de morte por câncer no mundo. O carcinoma de cólon é tratável e freqüentemente 

curável quando identificado em fases iniciais. Entretanto, a doença avançada não 

tem apresentado respostas satisfatórias com a terapia convencional (Venook et al., 

1996).  

 A utilização clínica do CPT-11 no câncer colorretal metastático demonstrou 

respostas comparáveis as obtidas com o 5-FU (Pito et al., 1997). Neste sentido, 

estudos clínicos com 5-FU e CPT-11 foram iniciados e têm apresentado resultados 

promissores (Ducreux et al., 1997). Portanto, o uso da combinação destas drogas 

representa um passo lógico no tratamento do câncer colorretal avançado. Com base 

nestas considerações, investigamos qual a importância da seqüência de 

administração destes agentes, bem como seus efeitos citotóxicos e os mecanismos 

moleculares possivelmente envolvidos nas respostas a esta combinação. 

 Usando as linhagens celulares de carcinoma de cólon humano SW620, HT-29 

e SNU-C4, foi demonstrado que o pré-tratamento com CPT-11 em uma baixa 

concentração (IC20) e por um curto período de tempo (2 h) potencializou a inibição 
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do crescimento celular induzida pelo 5-FU (2 a 4 vezes; Tabela 6). Entretanto a 

exposição ao 5-FU, nas mesmas condições, antes do CPT-11 levou a uma interação 

antagônica entre os agentes (2 a 4 vezes; Tabela 6). Tratamentos simultâneos com 

as drogas não alteraram o efeito anti-proliferativo dos agentes sozinhos nas 

linhagens SW620 e HT-29. Por outro lado, na linhagem SNU-C4 o CPT-11 junto com 

a IC20 do 5-FU agiu aditivamente na inibição do crescimento, enquanto que a 

seqüência inversa foi antagônica (aproximadamente 2 vezes; Tabela 6). Portanto, 

somente foi observado sinergismo quando o CPT-11 precede o 5-FU. A Tabela 4 

apresenta estudos com resultados semelhantes. 

 Embora as três linhagens tenham apresentado significativa diferença (até 8 

vezes) na sensibilidade ao 5-FU, elas demonstraram pequenas diferenças (2 vezes) 

nas respostas ao CPT-11. Estes achados estão de acordo com a ausência de 

resistência cruzada entre os agentes e com a eficácia do CPT-11 em carcinomas de 

cólon resistentes ao 5-FU (Benson III, 1998; Rougier et al., 1997; Rothenberg et al., 

1996).  

 Para verificar se as diferenças nas respostas ao CPT-11 e ao 5-FU 

observadas entre as linhagens foram determinadas pelos principais alvos celulares 

dos agentes, avaliamos as atividades das enzimas TS, topoisomerase I e carboxil 

esterase. A inibição da TS é um importante mecanismo da citotoxicidade do 5-FU e 

foi demonstrado correlação entre os níveis de TS e sensibilidade ao 5-FU (Beck et 

al., 1994; Johnston et al., 1992). A avaliação da TS nas linhagens celulares 

utilizadas neste estudo demonstraram uma maior relação entre as respostas ao 5-

FU e a afinidade com o substrato (Km). Considerando as diferenças de 
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quimiossensibilidade entre as três linhagens (SNU-C4 > HT-29 > SW620; Tabela 6), 

estes dados sugerem que as respostas das linhagens ao 5-FU foram determinadas, 

principalmente pelo Km, da enzima, e não, pelos sítios de ligação para FdUMP ou 

pela atividade catalítica da TS. Estes resultados estão completamente de acordo 

com dados recentes (Van Triest et al., 1999) em um painel de 13 linhagens celulares 

de cólon (incluindo SW620, HT-29 e SNU-C4) onde os sítios de ligação para o 

FdUMP não se relacionaram com a sensibilidade ao 5-FU. Além disso, nossos 

estudos com a exposição ao FdUMP por 24 h seguida de 2 dias em meio sem droga 

sustentam esta hipótese. Estes resultados demonstraram, diferenças na 

sensibilidade, semelhantes as taxas de Km de 3:2:1 nas linhagens SW620, HT-29 e 

SNU-C4, respectivamente (IC50 14,5 ± 2,0, 9,5 ± 3,5 e 5,5 ± 0,4 µM, 

respectivamente). Contudo, devemos levar em consideração que outros processos, 

como transportes transmembrana e rotas metabólicas (Pinedo & Peters, 1988; 

Peters, 1995; Van der Wilt et al., 1997) devem estar envolvidos com a diferença na 

sensibilidade ao 5-FU.  

 Em relação aos semelhantes valores de IC50 do CPT-11 nas três linhagens, 

nossos resultados mostraram que a linhagem SNU-C4 apresenta maior atividade da 

topoisomerase I quando comparada com as linhagens SW620 e HT-29. Porém, a 

atividade da carboxil esterase é menor na linhagem SNU-C4 em relação as outras 

duas linhagens celulares. Então, os valores comparáveis da IC50 do CPT-11 

apresentados pelas três linhagens celulares podem ser explicados pelo equilíbrio 

entre as diferenças nas atividades da topoisomerase I e carboxil esterase. Isto é, a 

menor atividade da topo I pode ter sido compensada por uma maior atividade da 

carboxil esterase, e vice-versa. Esta suposição é sustentada por nossos estudos 
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iniciais com a exposição das células ao SN-38 por 24 h seguido de 2 dias em meio 

sem droga, demonstrando valores de IC50 de 4,8 ± 1,2, 6,0 ± 1,3 e 5,1 ± 1,4 nM nas 

linhagens SW620, HT-29 e SNU-C4, respectivamente. 

 As diferentes combinações e seqüências utilizadas mostraram respostas 

diversas que aparentemente não foram determinadas somente pelas diferenças 

observadas nas atividades enzimáticas. Sendo o DNA o principal alvo do 5-FU e do 

CPT-11, nossas observações também devem ter sido atribuídas a formação de 

diferentes tipos e quantidade de dano ao DNA.  

 Quando administrado em curtos períodos de tempo o 5-FU age 

preferencialmente sobre o RNA através do FUTP, enquanto que em exposições 

prolongadas prevalece a toxicidade no DNA (Grem, 1996). Esta última é devido a 

inibição da TS pelo FdUMP interferindo com a síntese e/ou reparo do DNA (Peters et 

al., 1986), ou através da interferência na elongação da cadeia de DNA após a 

incorporação do FdUTP, podendo formar quebras nas fitas do DNA (Yin & Rustum, 

1991; Major et al., 1982). A citotoxicidade do CPT-11, por sua vez, é decorrente da 

inibição da atividade da topoisomerase I resultando em quebras nas cadeias do 

DNA, independente de tempo de exposição (Takimoto & Arbuck, 1996). Como 

nossos tratamentos foram de 24 h, focalizamos estes estudos nos danos causados 

ao DNA. 

 Entretanto, a IC50 do 5-FU causou significativo dano ao DNA somente na 

linhagem SNU-C4 (aproximadamente 40%), o qual foi removido quando as células 

foram cultivadas por 2 dias em meio sem drogas. Isto pode ter ocorrido devido ao 

reparo por excisão de sítios apirimídicos formados durante a clivagem da ligação 
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glicosídica do FdUMP no DNA (Peters, 1995). Este fenômeno provavelmente ocorre 

em curtos períodos de exposição seguidos por um período de recuperação de 

aproximadamente duas vezes o tempo de duplicação celular. A ausência de dano 

detectável nas linhagens SW620 e HT-29 pode ser graças a uma maior resistência ao 

5-FU e FdUMP quando comparamos com a linhagem SNU-C4. A inibição do 

crescimento pelo 5-FU nas três linhagens observada no dia 3, apesar da aparente 

ausência de dano ao DNA, pode ter sido determinada por outras lesões. Por exemplo, 

a não excisão de sítios contendo fluorouracil ou uracil (Schuetz et al., 1984; Porquier et 

al., 1997), e/ou dano ao RNA gerado pela incorporação do FUTP nos diversos tipos de 

RNA (Peters, 1995).  

 Embora não causando lesões detectáveis inicialmente, a IC50 do 5-FU quando 

precedida pela IC20 do CPT-11 induziu a formação de aproximadamente 30% e 40% 

de dano nas linhagens SW620 e HT-29, respectivamente, no dia 3. Na linhagem 

SNU-C4, esta combinação causou aproximadamente 60% de dano ao DNA no dia 1 

que foi conservado até o dia 3. Aparentemente, a exposição prévia a uma dose 

baixa de CPT-11 intensifica o dano ao DNA induzido pelo 5-FU, determinando uma 

maior inibição do crescimento celular quando comparada com a causada pelo 5-FU 

sozinho. Estas observações podem ser explicadas pela interferência do CPT-11 com 

a síntese de DNA, resultando em tentativas sem sucesso de remover e reparar o 

DNA que contem fluorouracil ou uracil (Pourquier et al., 1997; Mattern et al., 1993). 

Um mecanismo semelhante foi sugerido para fundamentar o sinergismo entre 

radiação ionizante e topotecan levando a morte células de ovário de hamster chinês 

e de leucemia murina P388 (Mattern et al., 1991); bem como a potencialização da 
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citotoxicidade da cisplatina quando precedida por SN-38 em células de carcinoma 

escamoso HST-1 (Naoko et al., 1994). 

 Se a perturbação na síntese do DNA causada pela utilização prévia do CPT-

11 é necessária para modular a inibição do crescimento celular induzida pelo 5-FU, 

pode-se prever que a exposição do CPT-11 e 5-FU juntos teria um impacto menor 

nesse fenômeno. Isto ocorre porque, ao contrário do que foi observado quando o 

CPT-11 precede o 5-FU, o tratamento simultâneo com os agentes fez com que as 

células não perdessem a sua habilidade de resistir ao dano induzido pelo 5-FU. 

Particularmente, nas linhagens mais resistentes ao 5-FU, SW620 e HT-29, os efeitos 

adicionais do CPT-11 seriam relativamente menores, não modificando 

significativamente a inibição do crescimento e o dano ao DNA causado pelo 5-FU. 

Nossos resultados (Tabelas 6 e 11) indicam que este é o caso. 

 Na linhagem SNU-C4 a simultânea exposição a IC20 do CPT-11 reduz a 

inibição de crescimento mediada pelo 5-FU em mais ou menos 2 vezes. 

Surpreendentemente esta combinação introduziu 60% de dano ao DNA no dia 1 que 

persistiu até o dia 3. Este achado pode ser explicado se admitirmos que estas lesões 

representam um dano não letal, por exemplo sítios apirimídicos não letais 

detectados após tratamento com alcali durante o FADU. Embora esta suposição 

deva ser confirmada em estudos futuros, a possível produção deste tipo de dano 

não letal foi descrita anteriormente para o radical semi-quinona do agente inibidor da 

topoisomerase II etoposide (Mans et al., 1991). 

 Mesmo apresentando mecanismo de ação relacionado com a indução de 

quebras no DNA (Champoux, 1976), a IC50 do CPT-11 não causou quebras 

 



 95

mensuráveis nas fitas de DNA em nenhuma das três linhagens. Nesta concentração, o 

CPT-11, pode ter não produzido suficiente quantidade de SN-38 para induzir quebras 

no DNA mensuráveis pelo FADU. A partir de estudos farmacocinéticos com a linhagem 

HT-29 exposta ao CPT-11 (Bissery et al., 1991; Guichard et al., 1998b) podemos inferir 

que em nossas condições experimentais foi formado no máximo 0.5 nM SN-38 e 

somente cerca de 10 rad-equivalente de quebras no DNA, quantidades muito baixas 

para serem detectadas pelo FADU (Kanter & Schwatz, 1982). Contudo, este pequeno 

número de quebras no DNA pode afetar a viabilidade celular, como foi sugerido antes 

para a camptotecina (Goldwasser et al., 1996), e como verificado pela inibição do 

crescimento celular no dia 3. 

 A utilização da IC20 do 5-FU junto com a IC50 do CPT-11 apresentou uma 

situação semelhante. Somente a linhagem SNU-C4 demonstrou dano ao DNA no dia 

1 que foi removido 2 dias após a retirada da droga. Estas lesões podem ter sido 

geradas pelo FdUTP, sendo reparadas no dia 3 (Peters & Van Groeningen, 1991; 

Yin & Rustum, 1991). Esta observação esta de acordo com os resultados de 

citotoxicidade (Tabela 6) onde o 5-FU sozinho apresenta semelhante resposta ao 

tratamento simultâneo da IC20 do 5-FU com o CPT-11 nesta linhagem. Nas 

linhagens resistentes ao 5-FU e menos sensíveis ao CPT-11, SW620 e HT-29 

(Tabela 6) os efeitos do CPT-11 possivelmente prevaleceram sobre os do 5-FU, não 

introduzindo dano mensurável ao DNA. 

 O CPT-11 em concentração de IC50 precedido pela IC20 do 5-FU, também não 

interferiu com a integridade do DNA nas linhagens SW620 e HT-29, mas causou 

significativo dano ao DNA na linhagem SNU-C4 no dia 1, o qual foi eliminado no dia 
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3. Provavelmente estas lesões podem ser atribuídas ao dano causado pelo 5-FU, 

que foi reparado após a retirada da droga. Não obstante, a exposição a IC20 do 5-FU 

antes do CPT-11 levou a uma diminuição na inibição do crescimento celular (2 a 4 

vezes) quando comparado com o observado com o CPT-11 sozinho. Este aparente 

antagonismo pode ter sido causado pela inibição da síntese do DNA induzida pelo 

FdUMP e/ou FdUTP (Peters & Van Groeningen, 1991a; Yin & Rustum, 1991; Major 

et al., 1982). Isto estaria impedindo a ação do CPT-11, que necessita do processo 

de replicação do DNA em andamento (Burris III & Fields, 1994). O maior 

antagonismo, observado na linhagem SNU-C4 quando comparada com as linhagens 

SW620 e HT-29, pode ser explicado pela maior sensibilidade ao 5-FU.  

 Demonstramos um efeito aditivo ou sinérgico com a IC20 do CPT-11 por 2 h 

seguido do 5-FU, e uma interação antagônica ou aditiva com a seqüência inversa. 

Além disso, a avaliação dos danos ao DNA sugeriu que a produção de lesões no 

DNA é dependente da seqüência de exposição às drogas. Com o objetivo de 

entender os mecanismos destas interações investigamos se os pré-tratamentos 

induziram alterações no metabolismo das células, influenciando os efeitos da 

administração subsequente das drogas. Com este propósito, avaliamos a exposição 

das células por 2 h ou 24 h com IC20, IC50 ou IC80 do 5-FU ou CPT-11 quanto a 

capacidade de reparo por excisão do DNA, distribuição das células nas fases do 

ciclo celular, integridade da membrana plasmática e a formação de complexos DNA-

topoisomerase I.  

 O tratamento com IC50 ou IC20 do 5-FU por 24 h ou 2 h, respectivamente, 

levou a uma incorporação significativa de [3H-metil]timidina exclusivamente na 

 



 97

linhagem SNU-C4. Este resultado vai de encontro com nossa hipótese de que o 

dano causado ao DNA pelo 5-FU ocorreu pela incorporação do FdUTP no DNA, 

sendo reparado por excisão de sítios apirimídicos e é dependente da sensibilidade 

da linhagem a este agente (Peters, 1995). A incorporação não significativa de [3H-

metil]timidina nas linhagens menos sensíveis ao 5-FU, SW620 e HT-29 (Tabela 12), 

sugere que a citotoxicidade do 5-FU nestas linhagens pode estar relacionada com 

outros mecanismos que não envolvem reparo por excisão. De acordo com estes 

resultados foi demonstrado que na linhagem HT-29 a TS representa o principal 

determinante da citotoxicidade do 5-FU (Pizzorno & Handschumacher, 1995).  

 O aumento da incorporação de [3H-metil]timidina nas três linhagens celulares 

(Tabela 1) quando tratadas com CPT-11 parece estar diretamente relacionado com o 

aumento da dose e tempo de exposição a droga. Estes resultados estão de acordo 

com a ação do CPT-11, isto é, a citotoxicidade do CPT-11 depende da dose e tempo 

de exposição (Takimoto & Arbuck, 1996). Este acréscimo na incorporação de [3H-

metil]timidina indica que o dano causado pelo CPT-11 foi rapidamente reparado, não 

sendo possível de ser detectado pelo FADU (Tabela 11). Porém demonstrando 

citotoxicidade 2 dias após a remoção da droga (Tabela 6). Este fato está de acordo 

com resultados prévios mostrando citotoxicidade dos análogos da camptotecina 

mesmo após cultivo por vários dias em meio sem droga (Takimoto & Arbuck, 1996; 

Boothman, 1994).  

 Diferente do possível envolvimento dos mecanismos de reparo por excisão 

nos efeitos citotóxicos da combinação CPT-11/5-FU, os pré-tratamentos não 

causaram alterações aparentes na distribuição das células nas fases do ciclo celular, 
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na integridade da membrana plasmática, ou na formação de Complexos DNA-

topoisomerase I. 

 Como demonstrado na Fig. 13, a exposição por 2 h com IC20 do 5-FU ou do 

CPT-11 não alterou significativamente a distribuição das células nas fases do ciclo 

celular quando comparadas com controles não tratados (Fig. 14). Estes resultados 

podem ter sido determinados pelo curto período de exposição aos agentes em doses 

relativamente baixas. De fato, utilizando incubações mais prolongadas e 

concentrações mais altas foi observado que o 5-FU induz a acumulação de células 

na fase S do ciclo celular na linhagem HT-29 (Pizzorno et al., 1995). Além disso, um 

estudo com linhagens celulares de carcinoma de cólon humano, incluindo HT-29 e 

SW620, demonstrou que o número de células na fase S do ciclo celular não serve 

como prognóstico para a sensibilidade à camptotecina (Goldwasser et al., 1995). 

 O 5-FU demonstrou ter a capacidade de induzir modificações na superfície 

celular, podendo interferir com a permeabilidade da membrana plasmática (Peters et 

al., 1990). Além disso, elevações dos níveis de LDH foram observadas no plasma de 

pacientes com câncer de pâncreas após tratamento de 28 dias com 5-FU combinado 

com Interferon-α (Sparano et al., 1996). Em nosso estudo a avaliação dos níveis de 

LDH no meio de cultura das células não demonstrou alterações após tratamentos 

com doses de até IC80 do 5-FU por 2 h (Tabela 12), sugerindo que o pré-tratamento 

com 5-FU não interfere na integridade da membrana plasmática.  

 Resultados iniciais não demonstraram acréscimo na formação de complexos 

DNA-topoisomerase I quando comparamos células não tratadas com as pré-tratadas 

por 2 h com IC20 do CPT-11 ou do 5-FU (Fig. 15) em nenhuma das três linhagens 
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celulares. Estas observações sugerem que esta dose não é suficiente para formar 

de Complexos DNA-topoisomerase I detectável pela técnica utilizada neste estudo. 

Por outro lado, foi demonstrado na linhagem HT-29 que o CPT-11 induz a formação 

de duas vezes mais complexos DNA-topoisomerase I quando comparado com 

células não tratadas, e que o pré tratamento com 5-FU leva a formação de 1,4 vezes 

mais de Complexos DNA-topoisomerase I do que células tratadas com CPT-11 

(Guichard et al., 1998b). Este estudo porém, foi realizado com concentrações muito 

altas (8,3 µM e 13,8 µM para 5-FU e CPT-11, respectivamente), fisiologicamente 

irrelevantes. Entretanto, estes resultados (Guichard et al., 1998b) mostram a 

necessidade de uma confirmação de nosso estudos de formação de Complexos 

DNA-topoisomerase I, utilizando doses maiores e exposição mais longa aos agentes 

sozinhos e em combinação. Tais experimentos estão em andamento. 

 Juntos, os resultados do nosso estudo demonstraram que a citotoxicidade da 

combinação 5-FU e CPT-11 depende da seqüência de administração das drogas. 

Além disso, existe uma relação entre os efeitos citotóxicos da combinação e lesões 

introduzidas ao DNA que podem ser removidas por mecanismos de reparo por 

excisão, causando diferentes efeitos na viabilidade celular.  

 Este estudo mostra a importância da seqüência de administração do CPT-

11/5-FU na utilização desta combinação no tratamento de pacientes com carcinoma 

colorretal avançado. Além disso, mostra que o CPT-11 pode ser utilizado como 

agente único em carcinomas de cólon resistentes ao 5-FU, uma vez que linhagens 

resistentes (SW620, HT-29) responderam ao tratamento com CPT-11. Ou ainda, que 

o tratamento prévio com CPT-11 em uma concentração baixa e fixa pode sensibilizar 
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células de câncer de cólon resistentes ao 5-FU. E que, em células de tumores 

sensíveis ao 5-FU, concentrações baixas de 5-FU podem adicionar à citotoxicidade 

do CPT-11. 

 Fica claro a necessidade de mais estudos para elucidar a interferência de 

outros determinantes da citotoxicidade destes agentes. Neste sentido, estamos no 

momento, investigando o impacto das drogas nas atividades da topoisomerase I e 

da timidilato sintase, além dos efeitos dos metabólitos SN-38 e 5FdUMP. Sabe-se 

que o 5-FU e CPT-11 não somente inibem o crescimento celular, mas também 

levam as células a morte por apoptose. Estudos bastante recentes (Albanese et al., 

1999) sugerem a interferência do 5-FU e CPT11 na expressão do FAS, um receptor 

envolvido na indução da apoptose em câncer de cólon, fenômeno que também será 

investigado em estudos futuros. 
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5. CONCLUSÕES 

 

 

 Usando as linhagens celulares de carcinoma de cólon humano SW620, HT-29 

e SNU-C4 mostramos neste estudo que: 

 

- A sensibilidade celular ao 5-FU foi determinada principalmente pelo Km e 

não pelos sítios de ligação nem pela atividade catalítica da TS. 

- O equilíbrio entre as atividades da topoisomerase I e carboxil esterase 

determinou as respostas celulares ao CPT-11. 

- A combinação do 5-FU com CPT-11 causa um maior efeito na inibição do 

crescimento quando comparada com os agentes sozinhos somente 

quando o CPT-11 precede o 5-FU.  

- A seqüência inversa age antagonicamente. 

- A inibição do crescimento celular pela combinação CPT-11/5-FU e a 

introdução de danos ao DNA estão relacionadas, e dependem da 

seqüência de administração das drogas. 
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- Este fenômeno deve estar associado com um maior ou menor efeito nos 

mecanismos de reparo por excisão do DNA, induzido pelos pré-

tratamentos. 

- Os pré-tratamentos com 5-FU ou CPT-11 não induziram alterações 

significativas na distribuição das células nas fases do ciclo celular, na 

integridade da membrana plasmática e na formação dos complexos DNA-

topoisomerase I, portanto não contribuíram para as nossas observações.  

- Avaliações clínicas do uso de doses baixas do CPT-11 antes do 5-FU em 

carcinoma de cólon avançado estão justificadas.  
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ABSTRACT 

 

 

 Colorectal cancer is one of the most frequent human malignancies, and the 
third leading cause of cancer death in the world. Notwithstanding important 
improvements in therapeutic strategies, results in advanced disease remain 
unsatisfactory. This is illustrated by the fact that the most widely used drug in this 
malignancy, the antimetabolite 5-fluorouracil (5-FU), was more than 40 years ago 
developed, and produces response rates of only 10-15%. Recently, the 
topoisomerase I inhibitor irinotecan (CPT-11) was found to elicit comparable 
responses rates in both untreated and 5-FU-pretreated, relapsed patients suffering 
from colon carcinoma. This prompted the evaluation of the 5-FU/CPT-11 combination 
in this disease. Although the obtained results in early clinical studies are promising, 
the best sequence of administration has yet to be established.  
 In this study, the CPT-11/5-FU combination has been evaluated for increased 
cell growth inhibition with respect to that by either agent alone in the SW620, HT-29, 
and SNU-C4 human colon carcinoma cell lines. For this purpose, cells were exposed 
to either drug alone or to various combinations and sequences of fixed, low doses 
(IC20) of one drug, with higher, varying doses of the other. Then assessed for cell 
growth inhibition by the sulforhodamine B assay, either immediately, and/or after 
culturing for 2 additional days in drug-free medium. The interactions between CPT-11 
and 5-FU were evaluated using a computer program for multiple drug effect analysis, 
which enables calculation of combination indices (CIs) referring to synergism, 
additivity, or antagonism when< 1, = 1, or > 1, respectively. Cellular responses were 
related to thymidylate synthase, topoisomerase I, and carboxyl esterase activities, 
assessed by a ligand-binding and a 3H-release assay, a DNA decatenation assay, 
and a spectrophotometric method, respectively. As DNA damage formation is 
implicated in the mechanism of action of both drugs, cellular responses were also 
related to the introduction of frank and/or alkali-labile DNA strand-breaks using a 
fluorescence-enhancement assay for DNA unwinding. To better understand the 
molecular basis of the drug interactions, we furthermore examined the effects of 2 h 
or 24 h IC20, IC50, and/or IC80 of 5-FU or CPT-11 alone on cellular determinants likely 
relevant to drug cytotoxicity. These included DNA excision repair capacity, cell cycle 
phase distribution, plasma membrane integrity, and DNA-topoisomerase I complex 
formation. For these purposes we made use of a [3H-methyl]thymidine incorporation 
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assay, fluorescence-activated cell sorting, lactate dehydrogenase (LDH) release into 
the culture medium, and an SDS precipitation assay, respectively.  
 The cell growth inhibition studies showed IC50 values for 5-FU alone in the 
SW620, HT-29, and SNU-C4 cells of approximately 15, 8, and 2 µM, respectively, 
and for CPT-11 of approximately 2, 2, and 4 µM, respectively. The differential 
sensitivities of the cell lines to 5-FU alone were mainly determined by differences in 
substrate affinity. The comparable cellular sensitivities to CPT-11 alone might be 
accounted for by the counterbalancing effects of differences in topoisomerase I and 
carboxyl esterase activities. Multiple drug effect analysis showed additivity to 
synergism by IC20 CPT-11 prior to 5-FU in all three cell lines. On the other hand, 
pretreatment with IC20 5-FU antagonized the CPT-11-mediated growth inhibition. 
None of the simultaneous drug treatments produced more cell growth inhibition than 
either drug alone in the SW620 and the HT-29 cells, but these treatments were 
additive or antagonistic in the SNU-C4 cells, depending on the ratio of the drugs. 
Considerable DNA damage in the SW620 and HT-29 cells was only evident when 
IC20 CPT-11 preceded IC50 5-FU. In the SNU-C4 cells, not only such a treatment, but 
also simultaneous drug treatment produced more DNA damage than either drug 
alone. Two or 24 h IC20, IC50, and/or IC80 of 5-FU or CPT-11 did not cause significant 
alterations in cell cycle phase distribution, medium concentrations of LDH, or DNA-
topoisomerase I complex formation. This indicated that alterations in these 
determinants were not involved in the modulating effects the prior treatment on drug 
cytotoxicity. However, [3H-methyl]thymidine incorporation in cells treated with CPT-11 
in the presence of hydroxyurea, increased with more prolonged exposure times and 
higher drug concentrations. This suggested a time- and dose-dependent introduction 
of DNA damage by CPT-11 that was removed through excision repair mechanisms. 
Significant incorporation of [3H-methyl]thymidine in 5-FU-treated cells was only seen 
after 2 h exposure to IC20 of this drug, suggesting that excision repair mechanisms 
were only operative on the damage introduced by low doses, and short exposure 
periods to 5-FU.  
 Taken together, the results of this study showed clear sequence-dependent 
anti-proliferative effects and DNA damage formation by CPT-11 plus 5-FU in the 
SW620, HT-29, and SNU-C4 human colon carcinoma cell lines at combinations of 
low, fixed doses of one drug with higher, varying doses of the other. Different effects 
of prior low-dose drug treatment on DNA repair machinery may determined this 
phenomena.  
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