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1. Introducio

Os tumores colorretais constituem um dos maiores grupos de neoplasias que
acometem o homem na atualidade, sendo notado um aumento na sua incidéncia nos Estados Unidos
da América de 21% no sexo masculino, quando comparados os periodos de 1956-58 e 1986-88.
Estima-se, neste mesmo pais, a ocorréncia de 111,500 novos casos no ano de 1992,
Aproximadamente 51,000 norte americanos deverfo morrer devido a esta doenga, sendo a segunda
causa de dbite por cincer naquele pais, superada apenas pelo cincer de pulmio (Cancer Facts and
Figures, 1992}

Nos paises em desenvolvimento a incidéncia ¢ mais baixa. Em regibes de rapida
urbanizaglo e com estilo de vida ocidentalizado, como é o caso de algumas capitais brasileiras, os
tumores coloretais representam, em ambos os sexos, a quarta localizagdo mais freqiente dentre os
tumores s6lidos. Uma publicagio recente do Ministério da Sadde do Brasil relata a incidéncia de
clncer nas cidades de Belém, Fortaleza, Recife, Sfo Paulo, Porto Alegre ¢ Goidnia (Instituto
Nacional do Céncer, 1991). Segundo esta estatistica o cAncer colorretal apresenta coeficiente de
Incidéneia que varia de 8.2 ( Belém, sexo masculino} a 24 (Porto Alegre, sexo masculino), por
100,000 habitantes. Constitui a quarta localizagdo de cincer mais freqitente em ambos os sexos
nas cidades estudadas, com exceglo de Goidnia ¢ Recife onde, entre as mulheres, ocupa o terceiro
posto. Estas neoplasias representam a segunda causa de morte por cincer na populagio ferminina
de Porto Alegre e estio entre as cinco causas mais importantes de mortalidade nas capitais
analisadas, exceto na populagio masculing de Belém e Fortaleza. O céncer de intestino grosso
apresenta fatores etiologicos complexos ¢ multifatoriais, sendo que cada um destes fatores pode ter
maior ou menor influéneia no aparecimento desta neoplasia. Alguns fatores podem ser causa
direta, outros ainda podem aumentar ou promover o risco ¢ outros, ainda, podem ser protetores ou

mibidores do processo.



Na década passada, foram feitos grandes progressos no conhecimento dos fatores
de risco e dos fatores de protecio 4 neoplasia. Ficaram bem estabelecidos fatos que podem alertar
© pitblico a mudar o estilo de vida e assim diminuir a incidéncia do cancer de célon e reto.

Tem sido postulado, ha vérios anos, que os cinceres de cdlon e reto sdo causados
ou promovidos por fatores ambientais, especialmente por fatores dietéticos, que afetam o
esvaziamento entérico (Bruice, 1980; Weisbuger 1987). Suspeita-se que carcinégenos estfio
presentes podendo ser identificados nas fezes (Modan, 1977, Willet, 1984). O seu contato com a
mucosa intestinal poderia promover a transformagio maligna do epitélio normal, Atualmente, pelo
menos seis hipdieses etiologicas estdo sendo estudadas, tamto em testes pré-clinicos como em
estudos epidemiologicos e clinicos, Tais testes s@o baseados nfio 36 na presenga de fecapentanos,
como também na de 3-cetosterdides, de catabélitos de pirélises, de 4cidos biliares, de
insuficiéneda de cdlcio na dieta e do PH fecal,

Embora nfio sgja possivel identificar uma causa especifica para o cincer do
intestino grosso, estudos epidemioldgicos de habitos nutricionais e migragdes sdo bem conhecidos.
Estes estudos mostram a clara associagdo do cancer coloretal a algumas dietas (tais como aquelas
ricas em gordura animal ¢ came, ¢ pobres em fibras} em certas populagdes de alto risco (Ziegler,
1986; Palmer, 1983).

Outros fatores de riscos bem descritos sdo as doengas genéticas, familiares e
inflamatorias coloretais precursoras do cincer.

Os estudos epidemiologicos de cincer de cdlon ¢ reto tém sugerido que sdo
necessarios miltiplos eventos para o desenvolvimento da doenga (Foulds L., 1958),

Somente na década passada sc identificaram os genes alvos para estes
acontencimentos, Mais recentemente estes genes t8m sido clonados e seqiienciados e as fungdes dos
produtos proteicos destes genes estfio sendo rapidamente clucidadas, A partir destes esforgos, um

melhor conhecimento das bases moleculares para o desenvolvimento do caneer de colon ¢ reto estd



emergindo. Contudo, nenhum gene isolado parece estar alterado em todos 0s humores codNICoS e,
provavelmente, existam varios caminhos moleculares para o seu desenvolvimento ¢ progressio.
Adicionalmente, o acimulo de danos genéticos resulta em maiores mudangas nas vias de
transdugdo de sinal envolvende o controle de crescimento das células epiteliais do edlon. O
enfendimento destes processos regulatdrios ¢ também essencial para o desenvolvimento de modelos
para a biologia molecular da transformagio neoplasica das células epiteliais colénicas. Por
exemplo, embora a transigdo do pdlipo-a-carcinoma seja aceita (Muto T., 1958), nem todos os
pélipes seguem esta via; muitos regridem ou param de crescer (Hoff G., 1986). Quando as
diferencas moleculares entre os pédlipos puderem ser definidas a pontode predizer se estes
regredirdo ou evoluirdo, isto constituird um dado clinico valioso para separar pacientes de alio
risco para desenvolverem céncer de colon. Esta possibilidade parece que se tornara realidade em
pouco tempo devido ao rapido avango no conhecimento do  processo de transformacio das céludas
epitehiais do cdlon.

Existem dois tipos de alteragdes moleculares importantes para o desenvolvimento
¢ progressdc do cincer de colon. O primeiro é 0 evento gendtico primario, em que a mutagio
ocotte muma estrutura especifica de um gene ou varios genes. Esta lesfio genética inclui mutagdes
que afetam dominantemente a ativago de wm proto-oncogene ¢ recessivamente a ativagdo de
genes supressores de tumor, Em carater dominante, ocorre a ativagdo dos proto-oncogenes, por
exemplo, c-Ha-ras, que sfo reguladores positivos do crescimento das células normais. A mutagio
em wm simples alelo génico “ras”, resulta em mudanga de um Gnico amino-icido no seu produto
protéico, o que ¢é suficiente para que esta proteina excrga seu fendtipo tumorigénico. Mutagles nos
proto-oncogenes sfo raramente hereditirias, porém, mais fregiientemente, sfo o resultado de
exposicio a mutagénicos ambientats (Yuspa 8 H, 1989).

Vale acrescentar que a ativagBo do proto-oncogenes ¢ a inativagho dos gens

supressores de tumor também contribuem para ¢ desenvolvimento de grande nimero de tumores



humanos. Primeiro postulados por Knudson (Knudson AG, 1971), os genes supressores de tumor,
semelhantemente aos proto-oncogenes, exercem importante papel na regulacdo do crescimento
cefular (- Knudson AG, 1971 - Lee EY, 1991 - Hollingsworth RE, Marshall CJ, 1991). Contudo,
sua atuagdo na natureza ¢ recessiva; se um simples alelo é afetado por uma mutagdo, o produto do
gene produzido pelo alelo nfio comprometido é usualmente suficiente para manter o fenétipo
nommal. Sio necessarios, portanto, dois eventos genéticos inativando ambos os alelos, para se
obterem conseqilencias aberrantes a partir da perda da fungdo do produto deste gene. Este evento
pode resultar numa mutaglio distinta ¢ simultinea em cada alelo, ou, como ocorre na polipose
familiar miltipla, num defeito hereditario em um dnico alelo, seguido por uma mutacdo ou perda
de um segundo alelo. A inativagio de vérios genes supressores de tumor é importante para a
transformagio das células epitcliais do colon. Por isto, o modelo original de Knudson para
retinoblastoma ndo ¢ aplicavel para o cancer de colon por causa dos miltiplos eventos genéticos
requeridos para a transformacio das células epiteliais colénicas (Vogelstein B, 1988). Porém, os
principros hipotetizados por Knudson - perda hereditaria ou mutagdo de um simples gene seguido
por mutaglo ou perda de um segundo alelo - sfo andlogos s mudangas que imativam o gene
supressor de tumor envolvido no cincer de colon.

O paradigma que mais claramente mostra a estrutura da etiologia molecular do
cincer coloretal ¢ o mecanismo de como se desenvolve tém sido possivel a partir de uma série de
estudos do grupo de B. Vogelstein no Johns Hopkins Medical School Baltimore, Maryland, A
observagiio chave neste trabatho for a descoberta de que existem multiplas delecBes nos
cromossomos humanos no céncer de colorretal (Vogelstein, 1989). Algumas das regifes dos
cromossomos deletados nos tumores colorretais ocorrem freqlientemente. Por exemplo, a delecio
de 18q e 17p ocorre em 75% dos tumores, ¢ os genes alvo ja foram identificados ¢ estudados em
detathes. (utras repifes alteradas sdo detectaveis menos freqiientemente, talvez em pequena

percentagem dos tumores.
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A figura 1 ¢ uma representagio esquernatica de como mais freqiientemente as
delegbes ocorrenmy, juntamente com outras alteracBes dos proto-oncogenes e metilagio da DNA
interagem na progressdo do tumor, Observa-se que ha um actimmlo de alteragdes estruturais nos

genes chaves responsaveis pela progressdio do tumor.

Hipometilagdo
do DNA
Epitélio Hiperpro Adenoma] |Adenoma Adenomal [Cancer Metastase
Mormal liferacfio inicial intermédio Tardio
Mutacho ou Mutacio Perda 18q  Perda 17p
Perda 5q Ki-rag

Figura 1: Diagrama que representa os eventos moleculares genéticos coincidentes com o

desenvolvimento ¢ progressdo do cincer ¢olorretal,

Virias sindromes hereditirias estio associadas & polipose adenomatosa € ao alto
rtsc0 para desenvolver cancer de intestino grosso (McKusick, 1974). A mais importante € a
Sindrome Adenomatosa Familiar. Sem nenbuma intervengdio, virtualmente todos os pacientes
afetados desenvolvem céncer colorretal. Apresenta-se com caracteristica hereditaria € autossémica
dominante com 90% de penetriocia ¢ as pessoas afetadas desenvolvem pdlipos adenomatosos

pancolicos. Estes pdlipos ndo estdo presentes no nascimento, porém, pa adolescéncia, sio
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facilmente visualizados. Se a polipose nfo for tratada, o risco de cancer cresce progressivamente
com a idade. Assim, aos 40 anos, perto de 80% das pessoas com polipose familiar nuittipla
desenvolvem adenocarcinoma.

A sindrome de Gardner também & hereditaria ¢ autossémica dominante, ocorrendo
na metade da freqiténcia da polipose familiar maltipla, Outras anormalidades podem coexistir e sio
principalmente mesenquimais do tipo tumor desméide do mesentério € parede abdominal, lipomas,
cistos sebaceos, osteomas ¢ fibromas (Gardner, 1962). A sindrome de Oldfield também associa-se
a multiplos cistos sebaceos, polipose adenomatosa ¢ adenocarcinoma (Qldfield, 1954). A sindrome
menos comum ¢ de Turcot, provavelmente antossdmica recessiva ¢ que esta associada a tumor do
sistema nervoso central € & polipose (Turcot, 1939).

Outras sindromes hereditarias podem estar associadas ao cincer de cdlon, tais
como as sindromes de Peutz-Jegher ¢ Polipose Juvenil. Estas sindromes so caracterizadas por
hamartomas e pélipos de intestino, O paciente com  a sindrome de Peutz-Jegher t8m multiplos
tumores, usualmente no intestino delgado (duodeno) e lesBes pigmentadas mucocutfineas (Jeghers,
1949). A chance de maligmzacdo € pequena (2% a 3%) . A polipose juvenil também &
caracterizada por hamartomas maltiplos e a malignizacfo é minima (Reid, 1974; Kussin, 1979).

Algumas familias parecem ter uma alta freqiiéncia de cincer de célon sem pdlipos
adenomatosos.  Esta condigdo clinica descrita por Lynch ¢ Lynch é hereditaria ¢ autossdmica
dominante com mais de 90% de penetrincia (Lynch, 1978), Caracteriza-se por varias condigles
clinicas ndo usuais, incluindo o desenvolvimento de multiplos c3nceres de c¢dlon em jovens durante
vérias geragdes ¢ a maloria deles localizados no colon proximal,

As doengas inflamatdrias do cdlon aumentam o risco de cdncer de cdlon em mais
de trinta vezes. Para pacientes com retocolite uleerativa, a incidéncia de tumor maligno aumenta
com a extensdo do intestmo acometido, a idade, a severidade e a duragfo da doenga {(Edwards,

1964, Morson, 1986; Mir-Modjlessi, 1986, MacDougall, 1966). Pacientes que tém pancolite por
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30 anos, #€m chance maior do que 35% para desenvolver cincer de colon (Ohman, 1982;
Kewenter, 1978; Katzka, 1983; Prior, 1982). A colite granulomatosa ou Doenga de Crohn,
também aumenta o risco de desenvolvimento de cAncer (Hamilton, 1985), embora com fregiiéncia
inferior 3 da colite ulcerativa. Outra observagio importante € que pacientes j& tratados de
adenccarcinoma de colon tém maior possibilidade de desenvolver um segundo tumor de colon. Este
sisco chega a ser teds vezes maior do que a da populagdo em geral (Morson,1976; Heald, 1975;
Schottenfeld, 1969).

Os pélipos inflamatorios e neoplasicos ocorrem no intestino grosso ¢ podem ser
divididos em tubulares ¢ vilosos. Os tubulares sdo quatro vezes mais freqilentes que os vilosos €
sdo, usualmente, pequenos. Em geral, os pélipos grandes (acima de 2 cm) apresentam, na sua base,
transformagdo maligna. Os pélipos vilosos tm oito a dez vezes mais probabilidades de
desenvolver clncer (Appel, 1977; Morson, 1974; Lipkin, 1974; Muto, 1975).

A despeito das dificuldades em identificar o fator, ou fatores responsaveis pelo
cincer de colon, uma série de medidas t8m sido tomada na tentativa de diminuir sua incidéncia. As
principais medidas de prevengdio primaria estio relacionadas a dietas ricas em fibras que
aumentam substancialmente o bolo fecal, conseqiientemente aceleram o trinsito intestinal com
diminuigdio do contato entre a massa fecal, com carcindgenos, e a mucosa do intestino, reduzindo
portanto a incidéncia de doengas infestinais, incluindo-se o cincer coloretal (Painter, 1971;
Burkitt, 1974).

Dutro ponto largamente discutido sfo as dietas com limitadas quantidades de
gordura ¢ de colesterol. Existem evidéncias de que a presenca destas substincias na alimentagio
didria aumenta a incidéncia de cAncer coloretal (Weisbuger, 1987). O uso de cdlcio por via oral ¢
de agentes antioxidantes como a vitamina C, o tocoferol ¢ o selénio serviriam para evitar ¢ dano

causado no epitelio coldnico pelos carcindgenos.
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Se a prevenglio primaria, baseada na identificagio de fatores etiologicos ¢
complexa, por outro lado, ja ¢ possivel suspeitar on descobrir os pacientes que t8m alto risco de
desenvolver clncer de colon ¢ reto. A prevengiio secundéria é a estratégia de tratar as lesdes
potencialmente malignas como pdlipos adenomatosos.

A detecgfio precoce do clincer de cdlon e reto estd potencialmente associada a
maiores taxas de cura e, evidentemente, a um substancial decréscimo da mortalidade causada por
esta doenga. O uso de exames relativamente complexos como o enema baritado de duplo contraste
¢ a colonoscopia na detecgdo precoce faz com que nenhuma agfio preventiva priméria ou
secundaria, que cubra toda a populagio, seja economicamente vidvel. A atuagio na populacio de
alto risco como os que apresentam histdria familiar positiva, os portadores de polipose familiar, de
retocolite ulcerativa ¢ de histéria pregressa de um cincer de cdlon ou reto, deve ser de vigilancia
intensa, sendo estes pacientes seguidos com rigor . Sem divida, a colonoscopia representa o exame
de maior sensibilidade para o diagndstico, tendo como desvantagem o alto custo ¢ o desconforto
para o paciente.

Os tumores do intestino grosso podem apresentar lesBes vegetantes, ulceradas ou
estenosantes. A maioria dos tumores malignos do intesting grosso (2/3) sfo ulcerados (Jackman,
1969}, Isto ndo representa diferentes tipos de tumor mas sim, diferentes fases de uma progressio
ordenada. As lesdes tém origem a partir de um pélipo adenomatoso e crescem em diregio ao Himen
ou penetram na parede intestinal. Com o crescimento lateral ou em circunferéncia, passam a ser
denominados "mnfiltratives”. Os tumores do cdlon direito tendem a ser vegetantes, crescem em
diregdo ao limen e se estendem ao longo da parede. Ja os localizados no célon esquerdo tendem a
crescer em circunferéncia, ocastonando muitas vezes oclusdo do intestino grosso.

0 tipo histolégico mais fregliente ¢ o adenocarcinoma correspondendo a uma
fragdo entre 90% a 953% de todos os tumores coloretais (Hermanck, 1982). Outros tipos

histologicos podem ocorrer e sio raros (Tabela 1),
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Tabela 1 - Classificagio da Organizagio Mundial da Saiude dos Tumores Malignos Primdrios

de Intestine Grosso,

Tumores Epiteliais
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma Mucineso
Adenocarcinoma de células em anel de sinete
Carcinoma espinocelular
Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma mmdiferenciado
Carcinomas nio classificados
Tumores Carcindides
Argentafins
Nao Argentafing
Compostos
Tumores nfo Epiteliais
Leiomiossarcomas
QOutros
Neoplasias Hematopoiéticas ¢ Linfoides
Nio classificadas

15



O céncer de colon e reto apresenta varios padides de disseminagio. Apés o
crescimento inicial na mucosa, pode progredir para o lomen do intestino ou infiltrar a parede
{Dukes, 1932; Cole, 1913). Quando o tumor atravessa a camada muscular ¢ atinge a subserosa ¢
considerado invasivo, pois pode chegar aos vasos sanguineos e linfiticos (Dukes, 1958). A invasio
da parede intestinal pelo tumor tm relagio estreita com o grau de diferenciagio histolégica, ou
seja, quanto menor & diferenciagiio das células maior serd sua capacidade de invasfio. Outra via
freqiiente de disseminacio ¢ a invasio perineural pela qual o tumor pode alcancar até 10 cm do
local priméario (Seefeld, 1943).

A invasfio linfitica também ¢ dependente do grau de diferenciacfo histologica
{Dukes, 1958). Dukes encomiron 30% de metastases linfiticas nos pacientes portadores de tumor
de baixo grau de malignidade, enquanto nos de alto grau de malignidade a positividade foi de 81%.
O nimero de linfonodos acometidos também aumenta com o grau histolégico: uma média de 3.2
linfontodos para os tumores bem diferenciados ¢ 6.8 linfonodos para os pouco diferenciados.

A disseminacfio hematologica € preferencialmente feita para figado e pulmdes,
sendo que o envolvimento de outros drgdos sem a participagido do figado € raro em estudos de
necropsias, 40% das vezes o figado fol o Gnico érglo afetado por metdstases (Brown, 1938;
Grinnell, 1942; Weiss, 1986).

A avaliagio da extensfio da neoplasia de colon e reto é fundamental para estipular
o traiamento adequado pos-cirurgico, concentrar pacientes em grupos em que se possam reproduzir
os resultados e unificar a linguagem dos trabalthos cientificos. Tradicionalmente, o cincer do
iesting grosso utilizava a nomenclatura desenvolvida por Dukes {1932) ¢ que foi modificada por
ele e por outros durante as décadas seguintes (Gabriel, 1933). Atualmente, a classificacio mais
utitizada ¢ da American Joint Commautee on Cancer {AJCCY1983) ¢ a da Unido Internacional de

Combate ac Cancer (UICC) (Harmer, 1978) que empregam o sistema TNM. (Tabelas 2a e 2b).

146



Tabela 2a - Classificagio por Estadio da AJCCIUICC 1987 do Cancer Colorretal

Tumor Primario (T}

TX Tumor primario nfio encontrado
TO Nenhuma Evidéncia do tumor na peca ressecada
Tis Carcinoma in situ
Tl Invade a submucosa
T2 Invade a muscular propria
T3/T4 Depende da presenga da serosa
Serosa presente
T3 invade até a subserosa

serosa (mas ndo g atravessa) ou
Gordura pericdlica

T4 Invade através da serosa a cavidade
perttoneal livre on orgdos contiguo.

Serosa ausente (2/3 do reto distal)

T3 Invasfo através da muscular prépria
T4 Invasfio de outros drgdo : vagina, prostata
Linfonodo Regional (N)
NX Linfonodos ndo encontrados
NO Linfonodos sem metastases
Ni -3 Linfonodos positivos
N2 4 ou mais hinfonodos positivos

{N3 Imfonodos centrais positivos)

Metastases a Distincia (M)

MX Metastases ndo acessadas

M0 Auséneia de metastases a distincia
Mi Presenga de metastase i distincia

17



Tabela 2b- Correlaciio entre o sistema Dukes e TNM

Dukes A TINOMO
T2ZNOMO
Dukes B TINOMI
TANOMO
Dukes C qqTNIMO
qqTNZMQ
Dukes D qqTqgNM1

FLegenda | qq = qualquer

Varios outros fatores progndsticos entfio envolvidos no cincer coloretal, embora o
achado cirtrgico e o cstadiamento patolégico scjam as maiores determinantes da sobrevida.
Muitos destes estio mter-relacionados ¢ poucos trabalhos com analises multivariadas existem para
defini-los como fatores progndsticos isolados (Wiggers, 1988; Newland, 1987). Desde 1958
Hoerner relata que o cncer coloretal em jovens tém pior prognostico (Hoemer, 1958). Varias
explicagtes t8m sido tentadas, incluindo atraso no diagnéstico ¢ grande incidéneia da histologia de
adenocarcinoma mucoso nesta faixa étaria gue cursa com uma evolugiio pior. Dukes ¢ Bussey
{1958} sugerem que a taxa de metdstases linfiticas € muito mais alta em pacientes com idade
inferior a 40 anos, exatamente pelos mesmos motives acima. Outros dados indicam que a idade
média de pacientes com tumor de baixo grau de malignidade € de 62 anos, sendo que ¢

consideravelmente mais alta do que nos portadores de neoplasias de alto grau em que a idade
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média € de 35 anos (Dukes, 1958). Pacientes adolescentes, com idade infertor a 20 anos, se
apresentam na grande maioria em estdgios avancados com tumores produtores de muco ¢ de alto
grau de malignidade. A sobrevida deste grupo € pequena, mas quando se faz analise de sobrevida
ajustando o estagio e a idade, ndo ha diferenca significativa no prognostico para o grupo de
pessoas jovens (Odone, 1982; Safford, 1981; Simstein, 1978; Bulow, 1980),

Com relagio a sobrevida, o sexo feminino parece ter uma melhor evolugdo quando
comparado a0 sexo masculing (Welch, 1962; Hermanek, 1982; McDenntt, 1981). Em estudos
controlados realizados no Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (Sterans, 1974), a unica
variavel de importancia na sobrevida, além do estdgio, foi 0 sexo, sendo que a sobrevida foi melhor
para o sexo feminino. Porém, outros estudos ndo t8m confirmado csta diferenga (Bulow, 1980;
Eisemberg, 1982; Corman, 1986, Fielding, 1986).

Beahrs and Sanfellipo (1971) reportam que 49% dos pacientes com cancer
colorretal sintomdtico sobrevivem a 5 anos, enquanto 71% dos asshitomaticos vivern ¢ mesmo
periodo. E de se esperar que pacientes com cancer colorretal detectados precocemente, com menor
namero de ganglios linfaticos acometidos, devam ser tratados com maior possibilidade de cura.
Igualmente importante € a durago dos sintomas. Os pacientes com histéria clinica de sintomas por
mais de 6 meses t8m aumento na sobrevida de 5 anos. Esta melhora na sobrevida pode estar
relacionada 4 baixa taxa de crescimento do tumor. Em estudo incluindo 1084 pacientes relatado
por Copeland ¢ cols {1968), a taxa de sobrevida livre de doenga de pacientes com sintomatologia
por um periodo de tempo menor ou igual a 6 meses foi de 31% comparado a 37% em pacientes
gom sintomas por mais dg 6 meses.

A obstruglo ou perfuragfo parece piorar o prognostico e reduzir a sobrevida
(Willett, 1985; Chapuis, 1985; Ulin, 1962; Steinberg, 1986). Uma das razdes para este
progndstico reservado ¢ a alta taxa de mortalidade operatéria (Kelley, 1981). Os pacientes com

obstrugio ¢ invasdo de orglos operados com intengdo curativa tém uma expectativa de sobrevida
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de 5 anos, enquanto os pacientes com perfuracdo intestinal apresentam a metade da expectativa de
vida esperada para o grupo anterior (Kelley, 1981),

A presenga da hemorragia t8m sido associada a um melhor prognostico. A erosio
da mucosa causando o sangramento pode alertar o paciente, e o seu diagndstico pode ser feito
antes que haja invasdo do tumor na parede do intestino (Thomas, 1986).

A localizagio do tumor primario € um fator controverso para predizer o
prognastico. E reconhecido que a presenga do tumor na regifio de retossigméide confere uma
sobrevida de 5 anos menor que nas demais regides do intestino grosso (Corman, 1986; Spratt,
1967, Godwin, 1975; Copeland, 1968; Wolkmark, 1983; Dwight, 1969). Levando em
consideracio somente os cdlons, alguns trabalhos reconhecem o pior progndstico para os tumores
de colon direito (Spratt, 1967, Wolkmark, 1983}, outros nfo encontram diferencas (Bulow, 1980;
deMello, 1983), ¢ alguns relatam pior prognostico para pacientes com os tumores do cdlon
esquerdo (Pescatori, 1982).

A mvasfio de Orglos adjacentes pode ocorrer em 10% dos casos de clnger
colorretal, Spratt ¢ Spjut (1967) constataram que a remogdo do orgdo patologieamente ivadido
nfo alterava a sobrevida de 5 e 10 anos.

Dukes ¢ outros correlacionam o gran histologico com invasdo em linfonodos ¢ a
presenga de metastases 4 distincia encontradas na cirurgia (Dukes, 1938, Dukes, 1940, Gilbert,
1978). O grau histologico também foi relacionado 3 disseminacio venosa (Winchester, 1987);
Dukes, 1958) , o risco de penetragdo linfatica (Winchester, 1987), a disseminagdio local (Dukes,
1958), ¢ ao mimero médio de linfonodos metastaticos {(Koch, 1982),

Existe uma tendéneia atual para considerar o grau histoldgico como uma varndvel
independente entre os fatores progndsticos no cancer colorretal. Outros  pardmetros
anatomopatoldgicos devem ser considerados como fatores de pior progndstico: os tumores

produtores de mucina {Trimpi, 1951), a invasfio dos vasos sangiineos (Dukes, 1940}, a invasdo do
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vasos linfiticos {Grinnell, 1942), a invasdo peringural (Seefeld, 1943), a resposta imunolégica ao
fumor primario (Kim, 1976). O valor da dosagem pré-operatdria do antigeno carcinoembrionario
{CEA) como varidvel prognéstica nio estd bem estabelecido. O nivel pré-operatério do CEA
reflete o volume de tumor presente (LoGerdo, 1975; Wanebo, 1978), Muitos autores definem um
CEA aumentado como indicativo de um malor risco de recidiva (Wanebo, 197%; Aobo, 1986),
porém outros nio tém dado a mesma importincia progndstica (Goslin, 1980). Stecle ¢ cols (1982)
relataram que o aumento de CEA foi prognodstico para o cincer de colon, porém nfo para os
tumores de reto. Recentemente, a Mayo Clinic reportou que o nivel de CEA estava fortemente
associade & sobrevida, porém, dentro de cada estagio, somente foi de valor prognéstico
independente, para os tumores Dukes € {ggTNIMO, gqTNZMO0) com 4 ou mais linfonodos
metastaticos (Moertel, 1986; Tabuchi, 1987).

Com o maior conhecimento da biologia molecular, nos ultimos anos, vém sendo
desenvolvidos novos marcadores. Os oncogenes “ras” e “c-myc” t&m importantes implicacdes na
génese ¢ no progndstico dos tumores colorretais. Der ¢ cols, {1983) inicialmente, reportaram que o
carcinoma de colon estava associado a um oncogene ativado {c-Ki-ras-2-gene). A expressfio
glevada da familia de oncogenes "ras” foi também encontrada em lesdes pré-malignas e malignas
do cdlon e reto por Spandidos ¢ Kerr (1984). O produto proteico do oncogene "ras” (p21) foi
detectado por Gallick e cols (1985) em @ de 17 canceres de cblon. Contudo, em 4 de 5 pacientes
com metistases & distincia, a proteina ndo estava elevada, sugerindo que a ativaglo do oncogene
*ras" ¢ um fendmeno precoce na génese do tumor. Thar ¢ cols (1984) demonstram uma correlagio
da expressdo da p21 com o grau de invasdo do tamor. Assim, a proteina foi encontrada aumentada
em 22 de 47 carcinomas de colon, e estd ausente em condigBes benignas ou normais do cblon.

0 oncogene "c-myc" tém também sido encontrado em polipos ¢ cancer de colon
{Stewart 1986; Sikora, 1987). Em um estudo de 15 pacientes, tumores ¢ tecidos pormais

adjacentes foram examinados para a expressdo de "c-myc” {Sikora, 1987}, O autor nfo encontrou
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amplificagiio génica ou rearranjo do "c-myc". Contudo, o "c-my¢”, transcrito do mRNA, estava
elevado em 12 dos 15 tumores e o produto protéico pb2 c-mye, estava elevado em § casos. Fm
ambas as situagdes, a elevagdo da transcrigio e da proteina aconteceram nos tumores bem
diferenciados.

Em conclusfio, a delegfio do locus p53 no cromossomo 17p, a deleco de um locus
no cromossomo 18q no carcinoma colorretal, ¢ a alta perda alélica fracionada podem,
eventualmente, ser usadas como marcadores de progndstico reservado.

A grande maioria dos pacientes portadores de céncer colorretal sfio submetidos a
cirurgia do tumor primirio com o infuito curativo, porém, 30% destes pacientes morrem ¢om
doenga disseminada que, freglientements, esta oculta na época da cirurgia inicial. Hoje, estima-se o
prognostico utilizando apenas os sistemas de estadiamento €, a maioria dos pacientes ndio €m
evidéneia iricial de doenga disseminada apesar de terem alto risco de recidiva (Ohman, 1982). A
conseqiréneia disto € que, para um dado paciente, nfio se pode predizer o prognéstico com certeza,
O aumento do uso de marcadores citogenéticos deve aumentar a seguranga na indicagfo dos
tratamentos cirtrgico e clinico, inclusive na definigic da extensdo das cirurgias.

O céncer coloretal constifui, assim, uma doenca muito fregiiente no mundo ¢, a
despeito de todos os avangos no diagnostico precoce, no entendimento da génese da neoplasia, no
conhecimento dos fatores prognosticos, a taxa de sobrevida seguida ao tratamento cirdirgico nfo
mudou significativamente nos ultimos 40 anos (Sugarbaker, 1982). Aproximadamente 38% de
todos os pacientes com cineer de colon que sio operados tém a doenca disseminada em linfonodos
regionais; 21% tém metéstases & distdncia o ndo mais que 20% a 30% destes pacientes sobrevivem
5 anos {Minton, 1982). Oufra causa de obito, constitui a recidiva do tumor, sendo que 2/3 dessas
ocorrem nos dois primeiros anos apds a  cirurgia e 90% das recidivas ocorrem dentro dos
primeiros 5 anos apds a ressecgdo do tumor. Assim, as pesquisas devem avangar também no

sentido de descobrir tratamentos efetivos para 0s pacientes com doenga avangada,
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A quimioterapia tém sido usada em cardter paliativo na atualidade ¢ niio tém
potencial curativo na doenga avangada. Seu emprego clissico envolve principalmente o 5-
fluorouracil que foi sintetizado como antagonista das pirimidinas, portanto um antimetabélito
mtroduzido na clinica por Heidelberger em 1957 . Q 5-fluorouracil vem sendo utilizado na clinica
h4 3 décadas, principalmente no tratamento dos tumores gastroinfestinais e, em especial, dos
tumores coloretais. Recentes avangos no conhecimento da distribuigio da droga no organismo
humano t€m permitido sua administracio em altas doses ou em combinagdo com agentes ndo
citotxicos com a capacidade de modulagio bioquimica nas reagdes quimicas atingidas pelo 5-
fluorcuracil no metabolismo celular: DNA, RNA e a enzima timidilato sintetase.

Os maiores efecitos citotdxicos do S<luorouracil s3o produzidos através da
incorporagic de seu metabdlitc ativo no acido ribonucléico da célula do tumor ¢ através da
mibigdo da sintese da tmidina por mativagio da enzima timidilato sintetase realizado pelo
metabdlito do S-fluorouract! o fluoro-desoxiuridina-5-monofosfate (FAUMP). A incorporagio do
S-fluorouracil no acido desoxirribonucléico {DNA) da célula neoplasica ¢ outra importante via de
acio citotdxica.

0O mecanismo de acdo do 5-fluorouracil ¢ devido basicamente a:

« inativacio da enzima tumidilato sintetase realizada por seu metabélito fluoro-desoxiuridinag-5'-
monofosfato{5-FdUMP)

¢ Incorporacio do metabolito ativo,5-FUTP, no acido ribonucléico(RNA) da clula do tumor

¢ incorporagdo do 5-FU no acido desoxirribonucléico(DNA)

O regime de 5-Fluorouracil didrio por 3 dias tém sido universalmente empregado ¢
serve de base para comparagdo com resultados de outros agentes isolados ou em combinagio
{Ansfied, 1962). As taxas de respostas variam de 8% a 85% (Calter, 1976; Moertel, 1969). A
razda para este amplo espectro de resposta inclui varios fatores de selegfio dos pacientes tal como

o "performace siatus”; os fatores relacionados 3 doenga, tais como ¢ sitio de metastase ¢ o
b
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tratamento prévio, bem como os fatores relacionados ao tratamento, em particular a intensidade de
dose que methora o indice de resposta apesar de aumentar muito a intolerincia ao tratamento.
Infelizmente, o S-fluoronracil nfio alteron a sobrevida dos pacientes com cdncer de colon e reto
avangados ¢ ¢sta associado a uma sobrevida mediana de 6 a 8 meses. Contudo, para pacientes
que evidenciam resposta objetiva, esta sobrevida pode chegar a 12 ou 18 meses {Moertel, 1969).
Se o 3-fluorouracil for administrado em doses plenas, os pacientes podem apresentar mucosite
intensa, diarréia ¢ leucopenia, fatores que sfo limitantes das doses (Moertel, 1969; 1975).
Portanto, apds mais de irés décadas de uso, nio se sabe amda qual o esquema ideal de
administragio 5-fluorouracil, se como agente simples ou combinado, com ou sem intensificagio de
dose e como se poderiam evitar os efeitos toxicos destas "megadoses”. A tentativa de methorar o
beneficio terapéutico do S-fluorouracil inclui modificagBes na dose € na maneira de administra-las,
assoctagdo com outras drogas citotdxicas, associagio com imunomoduladores ¢ moduladores
bioquimicos, além da administragdo de quimioterapia precocemente, apds o tratamento cirdrgico
cutattvo em pacientes de alto risco para recidiva efon metastases,

Quatro grandes estudos randomizados fase I (Veterans Administration Adjuvant
Céancer Chemotherapy Cooperative Group, 1963; Dwight RW e cols,, 1973; Grage TB, 1981;
Higgins GA, 1978) compararam a quimioterapia adjuvante com  S-fluorouracil ou 5-
fluorodeoxiuridina com ¢ tratamento cirirgicos em complemantacio com guimioterapia. Estes
gstudos demonstraram pequenas diferengas no intervalo livre de doenga e na sobrevida geral em
favor do grupo que cra submetide 3 quimioterapia; contudo, o8 resultados ndo foram
estatisticamente  significativos. Uma meta-andlise realizada por Buyse e cols.{(BuyseM ¢ cols,
1988) usande dados de quimioterapia com S-fluorouracit adjuvante como monoquimicterapia.
incluia estudos clinicos envolvendo mais de 3.000 pacientes randomizados para receber
quintioterapia apds cirurgia ou ndo. O resultado foi uma vantagem na sobrevida acumulada de

apenas 3.4% em favor do grapo que for submetido & quimioterapia. Por este inexpressivo resultado
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como agente 1solado, a combinagfio de quimioterapia tornou-se o foco das atengBes para os futuros
estudos adjuvante para o cancer colorretal.

Na década de 70 inciaram os estudos fase III para avaliar a combinagio de 5-
fluorouracil ¢ semustime com ou sem vineristina (Higgins GA, 1984; Gastrointestinal Tumor Study
Groups, 1984; Mansour EG, 1981). Esta combinagio foi escolhida com base no uso para tumores
avangados nos quais a combinagio de S-fluorouracil, sesamustine, e vincritina (MOF) parecia ser
supertor ac 3-fluorouracil isolado. Dois destes estudos conduzidos pelo “Veterans Administration
Surgical Oncology Group (VASOG) e o Gastrointestinal Tumor Study Group (GITSG) ndo
conseguiram demonstrar um significante beneficio na sobrevida geral comparando-se com a
cirurgia isolada. Porém, estes estudos serviram como base para grandes estudos desenhados para
chicidar o valor da quimioterapia pos-operatoria.

O primeiro estudo realizado para cdncer de célon pelo “National Surgical
Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP C-01) foi para comparar quimioterapia, imunoterapia
¢ cbservagio (Wolmark N, 1988). Este estudo randomizoun 1.166 pacientes em trés grupos:
imnnoterapia mmespecifica com BCG, MOF e cirurgia isolada ¢, em 1988, reportou que MOF
produzia melhora na sobrevida livre de doenga e sobrevida geral estatisticamente significativa
comparado com 08 pacientes observados. Nenhum beneficio na sobrevida hivre de doenga foi visto
com o uso do BCG, pordm o beneficio na sobrevida global foi marginal,

Dados tém mostrado que a modulagdo bioquimica do 3-fluorouracti pelo acido
folinico methora as respostas em doenga avangada (Poon MA, 1989}, novo estudo (NSABP (-
23} foi realizado comparando a combinaciio MOF, como controle, e 5-fluorouracit associado ao
acido folinico, Como reportado por Wolmark, 1993, 73% de sobrevida livre de doenca no grupo
fluorouragil € acido folinico contra 64% para o grupo MOF (p=0.0004), O resultado da sobrevida

a 3 anos também foi superior para o grupo S-flucrouracil e 4cido folinico{84% vs 77%; p=
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0.003). Este estudo demonstrou que S-fluorouracil ¢ acido folinico é superior ou MOF quando
administrado como tratamento adjuvante.

Em pacientes avangados, com doenga metastatica, o 4cido folinico mostrou-se
capaz de aumentar a resposta citotdxica do S-fluorouracil e produzir segunda resposta nos
pacientes ja resistentes ao 3-fluorouracil. O mecanismo de aglo parece ser uma oferta maior de
folatos reduzidos, promovendo uma ligagfio mais forte entre fluoredesoxiuridilato ¢ a timidilato
sinfetase resultando em deplecfio de timidina e, consegiientemente morte da célula (Moran, 1989).

As observagSes no laboratonio criaram condigdes para se iniciar trabalhos clinicos
fase Il e fase HI e, mais de 300 pacientes tém sido tratados. Ha uma grande variagio de resultados
mesmo com regimes de tratamento semelhantes. O que se notou é que 6 de 14 trabalhos fas I-l ¢
3 de 3 fase HI encontraram respostas completas com a combinagdo de acido folinico ¢ 5~
flaorouracil apés falha de S-fluorouracil isolado (Grem JL, 1987). Mais de 1.300 pacientes ja
foram tratados sob randomizaglio e fase IlI. As taxas de resposta foram significativamente
melhores,

Outra combinacio sinérgica wtilizada na clinica com base em experimentos em
laboratorio ¢ 5-fluorouracil € methotrexate, O methotrexate aumenta o efeito toxico do 5-
fluorouracil quando administrado de maneira seqiiencial 18 a 24 horas antes da infusic do 5-
fluorouracil (Bruckner HW, 1983). Comparando ao 3-flucrouraci]l mais acido folinico, que exerce
sua atividade inibindo a sintese de DNA por deplecdo de timidina, o methotrexate mais 5-
fluorouracld exerce seu efeito citotdxico através do RNA,

Estudos prospectivos comprovaram beneficio tanto na resposta clinica quanto na
sobrevida para a admunistragfo seqilencial do methotrexate 24 horas antes do 3-fluorouracil
comparada com administra¢io no mesmo dia { Marsh JC, 1989). Entre os estudos randomizados
envolvendo esta combinagdo somente um mostrou awmento significante nas taxas de respostas

quando comparados com 3-fluorouracil isolado: 28% versus 12% (Macchiavelli M, 1990). Outros
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estudos mostraram comparaveis taxas de respostas por volta de 25% (The Nordic Gastrointestinal
Tumor Adjuvante Therapy Group, 1989; Poon MA, 19893,

Recentemente as atengSes voltaram-se para o levamisole, droga comumente usada
como anti-helmintico, que, a partir de estudos preclinicos, mostrou habilidade em aumentar a
resposta imune em hospedeiros normais ¢ restavrar fungSes imunes em hospedeiros com
imunodeficiéncia (Jassen PA, 1976, Renoux G, 1980). Assim, levamisole oral foi testado
isoladamente e em combinagio com S-fluorouracil para tratamento de cincer colorretal avangado e
como tratamente adjuvante. No tratamento para cincer colorretal avangado, trés estudos
randomizados incluindo mais de 400 pacientes fatharam para demonstrar algum beneficio em favor
do 3-fluorouracil mais levamisole comparados com S-fluorcuracil isolado {Buroker TR, 1985;
Borden EC, 1982; Bedikian AY, 1978).

Em 1978, Verhaegen realizou o primeiro estudo ndo randomizado utilizando
levamisole isolado em cardter adjuvante. Este estudo mchuin 60 pacientes com cincer colorretal
Dukes A,B e C; destes pacientes um grupo recebeu levamisole pos-operatério ¢ outro grupo nio.
A sobrevida a 5 anos foi de 69% para o grupo tratado ¢ 37% para o grupo controle. Embora o
desenho deste estudo ndo fosse ideal, ele estimulou estudos randomizados utilizando levamisole.
Um estudo randomizade fase HI em pacientes com linfonodos positivos falhou para demonstrar
vantagens na sobrevida para pacientes que receberam levamisole isolado comparado com outro
grupo que realizou apenas cirurgia (Amoud JP, 1989).

A despeito da falha como agente isolado na resposta ao tratamento do cancer
colorretal, o levamisole foi combinado com S-fluorouracit em um estudo adjuvante realizado pelo
“North Central Cancer Treatment Group (NCCTG) (Lauric JA, 1989). Os pacientes foram
randomizados para o tratamento com S-fluorouracil mais levamisole, levamisole isolado, ou
observagdio pos-operatoria. Neste estudo, 401 pacientes tinham carcinoma de colon estagio Dukes

B2 ou C ¢ 28 tinham cincer primério de reto. Num seguimento de 7.5 anos, a combinagdo de 5-
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fluorouracil e levamisole produziu significante melhora na sobrevida livre de doenga quando
comparada & do grupo sem tratamento adjuvante. Embora a sobrevida ndo tenha melhorado, a
andlise de subgrupo revelou uma significante vantagem na sobrevida livre de doenga para o grupo
S-fluorouraci! ¢ levamisole em paciente com estigio Dukes C. Nenhum beneficio foi notado para
os pacientes estagio Dukes B2,

Um estudo for realizade na tentativa de confirmar estes resultados empregando
algum tipe de randomizagio com drogas e doses udénticas, excluindo apenas os pacientes com
céncer primariamente de reto{Moertel CG, 1990). Neste estudo foram envolvidos 1.296 pacientes
{929 con estagio Dukes C), ¢ os resuliados foram publicados com um seguimento mediano de 3.3
anos. Para pacientes estigto Dukes C, o levamisole nfio produziu qualquer efeito benéfico na
sobrevida e na redugfio das recidivas, Contudo, a combmacdo de S-fluorouracil ¢ levanusole
produziu uma significante melhora na sobrevida geral € na sobrevida livre de doenga comparada
com o grupo controle {(66% vs 47%, p=0.00001, ¢ 74% vs 64%, p= 0.0064 respectivamente).
Quando foram publicados estes resultados, a redugfo estimada na recidiva ¢ na mortalidade foi de
41% e 33%, respectivamente, para os pacientes tratados com 5-fluorouracil mais levamisole.

Em sua publicacio final, Moertel & cols (Moertel C, 1992) mostraram que, apds
um seguimento mediano de 5 anos { 4-7.5 anos), havia 168 recidivas no grupo de cirurgia isolada,
162 no grupo de cirrgia mais levamisole ¢ 112 com levamisole e fluorouracil. Com respeito
mortalidade por cincer encontraram 141 com cirurgia somente, 136 no grupo do levamisole ¢ 100
no grupo de levamisole e 5-fluorouracil. A combinagiio de levamisole ¢ S-fluorouracil reduziu a
taxa de recidiva para 39% {p<0.0001), e a mortalidade pelo cincer para 32%( p<0.004}.

Apds este estudo que demonstrou claramente a vaniagem de tratar clncer de
colon, estagio Dukes C em cardter adjuvante com S-fluorouracil ¢ levamisole, esta combinago

passou a ser usada como rotina,
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Mais recentemente ¢ baseados em dados obtidos “in vitro” que mostravam
sinergismo entre S-fluorouracil ¢ interferon em doses ¢ esquemas dependentes, Waldler ¢ cols
{Wadler S, 1989} descreveram o uso de interferon alfa-2a em céncer de cdlon e reto avangados.

Embora os interferons fossem originariamente reconhecidos por sua potente
atividade antiviral, agora estd bem estabelecido que eles afetam profundamente outras células do
organismo humano ¢ as funcles destas células, Os interferons formam, pelo menos, trés tipos de
proteinas funcionalmente relacionadas que sdo produzidas e secretadas por células do nosso
organismo quando estimuladas por substincias estranhas a ele. Os interferons tém, entre suas
atividades biologicas, uma agfio antiproliferativa ¢ antitumor. Resultados investigacionais t&m
sugertdo que os interferons reduzem o crescimento celular sem efito téxico imediato. Contudo,
esta inibi¢fio ndo se estende a todos os tipos de células ¢ a todas as condigbes dos experimentos
{Baron §, 1966). Anglise do ciclo celular mostra que o tempo tfotal para gerar uma célula ¢
prolongado pelo interferon e que esta extensdo ocorre em todas as fases do ciclo. Contudo, rapidas
mudangas na membrana celular refletidas pela inibigio da timidina endégena tém sido detectadas
antes de o efeito na taxa de crescimento ser demonstrado. Processos iniciais especificos, portanto,
podem estar envolvidos na imbicSio da multiplicagdo celular pelo interferon e estes processos
permanecem por ser determinados(Brouty-Boyle D, 1980, O efeito antiproliferativo nfo € o nico
mecanismo direto do interferon nas células que podem contribuir para a citotoxicidade do tuinor
“in vivo™. Prolongada permanéncia de células de tumor em meio de cultura contendo interferon t8m
mostrado uma parcial reversiio do fen6tipo maligno (Hicks, NJ) . Além do mais, o tratamento com
interforon aumenta a expressfio dos antigenos de histocompatibilidade e pode aumentar a expressio
dos “antigencs do tumorais” (Liao 8-K, 198]; Imas K, 1981). Outro investigador injetou células L
interferon-resistentes ¢ interferon-sensiveis em rato ¢ tratou-os com interferon. Inexplicavelmente,

foi ativo contra as ¢élulas resistentes “in vitro para o efetto antiproliferativo,
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Conclui-se que mecanismos de defesa do hospedeiro estdo envolvidos na agio anti-
tumor do interferon { Belardelli F, 1982). Os possiveis mecanismos antitumor do interferon
mcluem:

» (1) Inibigfo da divisio celular

+ (2} Imunomodulagio

¢ (3) Interagio hormonal

+ {4} Ativacio dos macréfagos

s {3} Aumento das células NK

¢ {6} Aumento da atividade de anticorpos dependentes da célula citotdxica (ADCC)

» {7) Citdlise direta pelo interferon gama,

s mecanismos de 4 a 7 podem ser particularmente potentes contra células
tumorats, devido a sua direta aglo citolitica. Estes achados mostram que a erradicagio completa
das células do tumor pelo interferon “m vitro”™ pode ocorrer somente na presenga de tipo de
interferon ¢ concentragles particulares ¢ podom requerer, freglientemente, a presenga de células
efetoras apropriadas do tipo mononucleares { Tyring SK, 1984},

RevisBes da experiéneia com mterferon no tratamento do cincer sugerem que a
dose do S-fluorouracil deve ser intensiva (Clark PI, 1987, Wadier, 1990) ¢ a combinagfo pode
proporcinar uma forma de biomodulagio. O mecanismo desta biomodulagio permanece
desconhecido; suspeita-se que ha uma relagdo da enzima timichlato simtetase com o interferon
prevenindo a resisténeia ao S-fluorouracil (Wadler 5, 1989; Clark P, 1987, Wadler 8, 1990), pois
isoladamente, o interferon ¢ inativo,

Um estudo piloto usando S-flucrouracil e interferon (Wadler S, 1989) em dose
escalonada mostrou wma resposta de 5 em 9 pacientes tratados com dose mais baixas de interferon

¢ curiosamente 0 de 9 tratados com doses altas de interferon (Wadler, 1990). De 17 pacientes nfio
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tratados previamente, 13 (76%) apresentaram respostas parciais { Wadler S, 1989) ¢ nenhum
paciente, previamente iratado com combinagbes de S-fluorouracil com Acide folinico ou
methotrexate, teve resposta clinica. A sobrevida mediana dos pacientes nfo tratados previamente
foi de 16 meses (Wadler S, 1989). Varios outros estudos mostram uma taxa de resposta em
cAncer de colon ¢ reto avangados que varia de 23% a 38% (Pazdur R, 1990; Yalavarrthi P, 1990;
Huberman M, 1990, Kemeny N, 1990}

Em conclusdo, o uso de interferon recombinante alfa-2a em combinagio com 5-
flyorouracil pode aumentar a taxa de resposta terapéutica no cincer colorretal, melusive
proporcionando remissdes completas. Nao ha confirmacio, entretanto, de melhora na sobrevida
dos pacientes com cincer avangacdo.

Uma estratégia para tratamento do céncer colorretal avancado ¢ explorar o
sinergismo entre as diversas modalidades terap8uticas, haja visto que, isoladamente, as drogas sio
inativas ot pouco ativas, Entre os modificadores da resposta bioldgica, os interferons e a
interlencina-2 sdo altamente sinérgicos ¢, evertualmente, podertant ser usados no tratamento desta
neoplasia,

A mterleucina-2 {11-2) foi primeiramente reconhecida como resultado da
observagio de que o sobrenadante das culturas de linfocitos T ativados tinha a capacidade de
estimular a profiferacdo ¢ a ativagio destas mesmas células. Sua primeira denominagiio foi de
Fator de Crescimento de Células T (YCGF) ¢ ficou estabelecido tratar-se de uma substincia
produzida pela célula que poderia controlar o seu proprio crescimento. Esta observagdo inicial
sugeriu que a interlencina-2 poderia ser um exemplo de um fator autdcrino de crescimento. Esta
proposicio tém side amplamente confirmada. A fungfio da interleucma-2 tém sido intensamente
estudada e, além de atuar no crescimento, pode participar na diferenciagio celular e causar efeitos
criticos em outras células, incluinde células B, onde a interleucina-2 atua como fator de

diferenciagio ¢, nas células "Natural Killer" (NK), onde t&m uma potente atnagiio promovendo a
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proliferacdo. Ela também tém fungdo estimulante do crescimento de células "Lymphokine-activated
killer” (LAK) (Rosenberg SA, 1989) .

A interleucina-2 ¢ uma glicoproteina de peso molecular igual a 15.000 daltons. A
seqii€ncia dos nucleotideos do cDNA da interleucina-2 humana é conhecida e sabe-se que possui
133 aminodcidos, Sua fungio é mediada por ligagdes a receptores expressos nas céhulas a serem
atingidas. O receptor para interleucina-2 (IL-2R) apresenta-se como uma multisubunidade
molecular do qual dois componentes sfo claramente definidos. Uma das subunidades tm peso
molecular de 35.000 e ¢ designada como p53, cadeia alfa do IL-2R ou antigeno Tac,
Normalmente, esta cadeia nfo € expressada nos linfbcitos. Sua expressio ¢ rapidamente induzida
apds ativagio do linféeito, Um dos mais potentes estimulantes da expressfio da pS5 ¢ a prépria
mterteucina-2. O segundo componente, p70-75 ou cadeia beta do IL-2R, € encontrado na superficie
das células T, B e NK. Sua afinidade pela IL-2 ¢ ainda maior que a cadeia alfa,

A Interleucina-2 ¢ uma linfocina derivada das células T ¢ que ©€m mualtiplas
fungbes, sendo a principal delas, um potente regulador do crescimento dos linfocitos T. Ela
funciona de maneira autderine, regulando o crescimento das células que irdio produzi-la ¢ estimular
o crescimento de outras células T. Embora o CD4+ e CD8+ possam ser produzidos, parece gue o
crescimento de muitos linfocitos CD8+ depende de interleucina-2 exdgena, presumivelmente vindas
dos CD4+ ativos, como células "helper”, para o crescimento ¢ diferenciagio de CD8+,
particularmente no seu papel de precursora de céhulas citotoxicas.

A interleucina-2 8 um importante papel na regulagio da funglo das células B,
tanto em ratos como em humanos. Portanto, exerce importante papel no controle da secregio das
imunoglobulinas. A fungdo da interleucina-2 na regulagio do crescimento das células NK ¢ bem
conhecida, Esta propriedade parece estar relacionada ao efeito da interleucina-2 causar "in vitrg"

expansdo de células "lymphokine activated killer” {LAK) ¢ a possibilidade da agdo "m vivo” da
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interleucina-2 juntamente com as células LAK em diminuir o tamanho de  alguns tumores
humanos e tumores transplantados em rato,

(uanto ao emprego clinico, a interleucina-2 é atualmente utitizada como molécula
recombinante ¢ 18m sido usada em varios ensaios clinicos. Como agente simples & ativa no cancer
de células renais, nos melanomas e nos linfomas nfo Hodgkin. Varios outros estudos estdo sendo
feitos em outros tumores, A toxicidade da interleucina-2, administrada sistemicamente, ¢
substancial e inclui febre, nauseas, vomitos, diarréia, hipotensdo, eriterna cutineo, retengio de
liquidos, cosinofilia, anemia, confusdo mental ¢ alteragBes das fungfes hepatica e renal. As reagles
de toxictdade da interlencina-2 se resolvem em algumas horas on dias apés a suspensio da droga.
0 fato de o hinfocito ativado pela mterleucina-2 aderir as células endoteliais de maneira dose
dependente ¢ de esta substineia ser citotdxicas “in vitre” para ¢élulas do endotélio, pode explicar
algumas das toxicidades sistemicas observadas com a interlencina-2.

(s mecanismos pelos quais a interleucina-2 miermedia os efeitos antitumor néio
sio conhecidos, mas observa-se um aumento da expressdo do antigeno do HLA-DR no tumor, nas
células endoteliais e nas células T perivasculares em pacientes que recebem interleucina-2. Diados
preliminares sugerem que este fendmeno ocorre mais intensamente nos pacientes gue respondem
ao tratamento. Os exames histopatologicos de tumor antes ¢ depois do tratamento mosiram
infiltragdo com células T grandes, ativadas, o que € consistente com resposta imune mediada por
céhulas.

Baseada no dado de a interleucina-2 estimular todos os subtipos de células T, foi
glaborada uma estratégia para diminuir o ntmero de células T-supressoras imjetando
concomitantemente baixas doses de ciclofosfamida, Seis de 24 pacientes com melanoma
responderam ao tratamento ¢ os pacientes que responderam tinham células LAK “in vivo". Outras
estratégias para aumentar sua atividade incluem combinagBes com as demais linfocinas como

nterferons, fator de necrose tumoral ou anticorpos monoclonats.
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A interleucina-2 t8m sido usada em estudos fase I para tratar cincer coloretal
{Rosenberg, SA, 1987, Mittelman A, 1989; Creekanore SP, 1989; Paciucci PA, 1989) .Os dados
iniciais revelam 12% de respostas objetivas (Rosenberg SA, 1987)..

Baseados nestes varios mecanismos sinérgicos, envolvendo S-fluorouracil com
mterferon e interferon com interleucina-2, imaginamos o estado de dupla modulacio “in vitro”

envolvendo S-fluorouracil, interferon alfa-2a, interleucina-2 e radioterapia.
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2.0bjetivos:

Estudar novas possibilidades de tratamento, "in vitro" para neoplasias de ¢olon ¢
reto!
1, Avaliar "in vitro” os agentes citotoxicos, modificadores da resposta ¢ radioterapia em um painel
de linhagens celulares de adenccarcinoma de colon.
2. Avaliar "in vitro” a associagdo de agentes citotoxicos com modificadores da resposta biclégica
em um painel de linhagens celulares de adenocarcinoma de célon, dando énfase 4 combinagio de 5-
fluoronracil, interferon alfa 2a ¢ interleucina-2,
3. Estudar a pontencializagio da combinacio de radioterapia ¢ S-fluorouracil em linhagens

cetulares de adenocarcinoma de cdion.
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3.Material e Métodos

Estes experimentos foram realizados no laboratério de Biologia Experimental e
Farmacologia da Universidade do Missouri , na cidade de Kansas, nos Estados Unidos da

América, sob a orientacio do Professor Albert Leyva, PhD,

3.1, Linhagens Celulares utilizadas nos experimentos : origens e caracteristicas.

Todas as Iimhagens foram obtidas da ATCC, mantidas em nitrogénio liquido com
meto de cultura acrescido de 5% de dimetil sufdxido (DMSO), sendo aquecidas rapidamente a 37
°C, em banho maria, para serem recolocadas em cultura. As células eram lavadas uma vez com
meio de cultura REMI 1640, acrescido de 10 % de soro fetal bovino, gentamicina 2.5 mg/mli ¢
anfotericina B 250 ug/ml. A manutencio das culturas ¢ra em incubadoras a 37 °C ¢ em atmosfera
contendo 3% de CO,. Sempre se aguardava a estabilizacio das células por 2 ou 3 passagens antes
de s¢ iniciarem os experimentos. Os processos de colheita da cultura variavam em detalhes que
serfio descritos com as caracteristicas de cada linhagem, mas, apos colhidas, acrescentavam-se 2
mi de meio de cultura e processava-se a centrifugacio a 2000 rpm para precipitacio das células
que eram entdo resuspensas em novo neio de cultura completo para contagem, recolocagiio em

cultura ou preparo de expenimentos.

3.1a. Linhagem "Colo 203"

Esta linhagem foi isolada em 1975, a partir do liguido ascitico de um paciente de

70 anos, do sexo masculino, portador de carcinoma de colon. O paciente for tratado com 5-

Fluorouracil durante 4 a 6 semanas antes da remocgio do Hquido ascitico. A linhagem fou
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estabelecida apds menos de 2 meses de manutengio “m vitro”. Colo 205 produz antigeno
carcinoembriondrio, tém morfologia semelhante as linhas epiteliais ¢ é tumorigénica transplantavel
em animais hospedeiros, As duas caracteristicas prévias somadas a pequenas diferengas no
caribtipo indicam que esta ¢ uma linhagem distinta da linhagem COLO 201 (ATCC CCL 224),
1solada de um mesmo paciente. As células eram colhidas da cultura com incubagido por 3 minutos

em solugdo de tripsina a 0.2% ¢ EDTA a 0.23% em PBS, & temperatura ambiente, apos a retirada

do meie de cultura e de rapida lavagem com PBS esténd a 37 °C.

3.1b. Limhagem "HT-29"

A linhagem HT-29 foi 1solada de um tumor primario, num paciente de 44 anos,
portador de adenocarcinoma de cOlon, moderadamente diferenciado (grau 11} em 1964, S#o células
produtoras de antigeno carcinoembrionario (CEA). Sua colheita era realizada com solugfio de

tripsina/EDTA descrita em processo igual ao deserito para a linhagem anterior,

3.1c. Linhagem "SWA403" (figuras 2 ¢ 3)

A SW403 é uma das 11 linhagens de adenocarcinoma colorretal isolada e descrita
por Leibovitz. F um adenocarcinoma gran 111 histolégico, de uma paciente do sexo feminino, de 51
anos de idade. As células produzem antigeno carcinoembrionario ¢ mostram proeminenie aparetho
de golgi na microscopia eletrbnica . Foram cothidas da cultura com solugdo de trpsina ¢ EDTA na
mesma concentragdo, mas deixadas a 37 °C por 5 minutos, sendo entdo adicionados 2 mi de meto

de cultura para centrifugagdo e precipitagio, com resuspensio, conforme ja descrito.
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Figuras 2 e 3 : Microfotografias da cultura da linhagem SW403 em aumentos de 100 e 200 vezes
na fase de crescimento exponencial

38



3.1d. Linhagem "WiDr" (figuras 4 e 5)

A linhagem WiDr foi iniciada em 1971, através da expansio de tecido de
adenocarcinoma primario de colon da drea retosigméide de um paciente de 78, anos do sexo
feminino. E produtora de antigeno carcinoembrionario, possue marcadores cromossémicos
distintos ¢ ¢ altamente tumorigénico em animais. WiDr tém sido propagada por mais de 200
passagens "in vitro", representa um modelo para investigagdes em biologia de tumor. Ela é
reconhecida como derivada da linhagem HT29 por estudos citogenéticos e dados isoenzimoldgicos.

A colheita da cultura ¢ realizada com solugdo de tripsina /EDTA por 3 minutos, a temperatura

ambiente.

Figura 4 - Microfotografia da linhagem WiDr 100x em crescimento exponencial
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Figura 5 - Microfotografia da cultura da linhagem WiDR em aumento de 200 vezes
na fase de crescimento exponencial

3.1f. Linhagem "COLO 201" (figuras 6 ¢ 7)

Foi isolada de liquido ascitico do mesmo paciente com adenocarcinoma de colon
que deu origem a linhagem COLO 205. Esta linhagem difere da COLO 205, pois exibe uma
morfologia bipolar semelhante a fibroblastos, produz menos antigeno carcinoembrionario e tem

menor fregiiencia do complemento do cromossomo 20 e auséncia do cromossomo 9 de forma
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estatisticamente significativa. Sete marcadores cromossémicos sdo comuns a ambas as linhagens.
A colheita destas células em cultura era feita através de resfriamento a -4 °C por 2 minutos sem o

uso de tripsina ou EDTA, seguindo-se centrifugagdo ¢ resuspensio em novo meio.

Figura 6 - Microfotografia linhagem Colo201 com aumento de 100x em crescimento exponencial
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Figura 7 - Microfotografia da cultura da linhagem COLO201, em aumentos 200 vezes na fase de
crescimento exponencial

3.1g. Linhagem "LoVo "(figuras 8 ¢ 9)

LoVo foi iniciada em 1971, a partir de um fragmento de uma metastase nodular na
regido supraclavicular de um homem com 56 anos de idade, com diagnéstico histologicamente
confirmado de adenocarcinoma de colon. Morfologicamente, as culturas possuem uma estrutura
acinar, e c€lulas em anel de sinete sdo observadas. Estudos em microscopia eletronica revelaram a

presenga de desmossomos. LoVo ¢ bem caracterizada, sendo produtora de antigeno
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carcinoembrionario, com 5 a 6 duplicagdes celulares em 7 dias, € com alto indice tumorigénico em
animais atimicos. Era colhida da cultura com solugio de tripsina ¢ EDTA por 5 minutos a

temperatura ambiente, apés o que, procedia-se a lavagem, centrifugacdo e resuspensdo em novo

meio.

Figuras 8 ¢ 9 : Microfotografias da cultura da linhagem LOVO em aumentos de 100 e 200 vezes
na fase de crescimento exponencial
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3.1i. Linhagem "SW-1116" (figuras 10 e 11)

A linhagem SW1116 foi derivada de um adenocarcinoma grau II de célon que se
estendia até a muscular. Marcada melanose estava presente. O paciente doador era do sexo
masculino e tinha 73 anos de idade. As col6nias celulares tém mostrado bordas em escova ¢ grande
quantidade de antigeno carcinoembriondrio (CEA). O indice mitdtico é de 10 divisdes em 14 dias
em condigdes ideais de cultura, com meio renovado duas vezes neste periodo. E tumorigénica em
animais. Sdo colhidas da cultura com incubacdo por 5 minutos & temperatura de 37 °C com de

tripsina /EDTA.

Figura 10: Microfotografia da linhagem SW1116 100x em crescimento exponencial
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Figura 11  Microfotografia da cultura da linhagem SW1116 em aumento 200 vezes na fase de
crescimento exponencial

3.1). Linhagem "HCT-8" (figuras 12 ¢ 13)

Esta linhagem celular foi isolada por dissociagdo de um adenocarcinoma ileocecal
de um paciente do sexo masculino, de 67 anos. HCT-8 forma grumos de nucleos grandes e
citoplasma escasso. Numerosas ¢ uniformes microvilosidades foram observadas na superficie livre
das células que produz CEA. Apresenta alto indice mitdtico com 20 divisdes em 5 dias e ¢é
tumorigénica em animais atimicos. Colhida com solugdo de tripsina ¢ EDTA por 3 minutos a

temperatura ambiente.
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Figura 13 e 14 Microfotografias da cultura da linhagem HCT8 em aumentos de 100 ¢ 200 vezes
na fase de crescimento exponencial




3.1k. Linhagem "SW-48" (figuras 14 ¢ 15)

SW-48 foi isolada com dez outras linhagens celulares de adenocarcinoma
colorretal durante o periodo de 1971-1975 por Leibovitz e cols. Era um grande tumor ulcerado que
envolvia toda a circunferéncia do intestino grosso, grau IV histologico, em uma paciente do sexo
feminino, branca de 82 anos de idade. Este tumor produzia pouco antigeno carcino-embrionario ¢
suas c€lulas tém sido tumorigénicas em camundongo atimico. Seu indice mitdtico é de 3 divisdes

em 7 dias. Sao colhidas com solugdo de tripsina/EDTA por 5 minutos a 37 °C.

Figura 14: Microfotografia da linhagem celular SW48 100x em cresciemnto exponencial
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Figura 15: Microfotografia da cultura da linhagem SW48 em aumentos de 200 vezes na fase de
crescimento exponencial.

3.1h. Linhagem "LS 174T"

LS 174T € uma linhagem de adenocarcinoma de célon, variante tripsinizada da LS
180 (CL 187). Ela ¢ mais facilmente cultivada que a linhagem original e, semelhantemente a LS
180, produz grande quantidade de antigeno carcinoembrionario (CEA). Ela ¢ tumorigénica em
camundongos atimicos. O caridtipo ¢ similar ao da LS 180 com a perda do cromossomo X na
maioria das células. Estudo em microscopia eletrénica revelou abundantes microvilos ¢ vactiolos
intracitoplasmaticos mucinosos. Apresenta indice mitético elevado multiplicando aproximadamente

13 vezes com 7 dias a 37 °C. Colhida da cultura apds exposigdo a solugio de tripsina e EDTA por
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5 minutos a 37 °C. Forma grumos celulares que devem ser desfeitos com intensa pipetagem da

suspensdo celular.

3.2. Cultura de Tecido

As linhagens eram mangidas, utilizando-se como meio de cultura o Meio Essencial
Modificado por Dulbecco (DME), suplementado com 2 mM de l-glutamina, 100 U/ml de
peniciling, 100 g/ml de estreptomicina, ¢ soro bovino fetal 10% {laboratério Flow, Escécia), O
meio DME contém uma concentragio 4 vezes maior de amino 4cidos e vitaminas do que o meio
Basal de Eagle. Utilizava-se também o meio de cultura RPMI com 2.05 mM de L-glutamina e 25
mM HEPES sendo suplementado com 10% de soro bovino fetal, ¢ 50 ug/ml de gentamicina com
2.5 ug/ml de anfotericina nos experimentos com incubaglo maior que 3 dias (JRH Biosciences,
EUA). RPMI foi desenvolvido no Roswell Park Memorial Institute em 1966 por Moore., Sendo
uma modificagdo de meio de McCoy's, ele foi formulado para cultura em suspensio de células
linfoblastdides, porém tém dado suporte a uma grande variedade de células,

As células permancciam a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO; e as
replicagbes erar;, sistematicamente, realizadas duas vezes por semanas. O material plastico para a

cultura era fornecido pelo laboratdrio Greiner (Alemanha) ¢ Falcon (EUA).

3.3 Drogas Utilizadas

3-Fluorouracil: quimioterapico obtido na forma comercial do laboratéric Roche,

em ampolas contendo 250 mg da droga em 10 ml. O frasco original foi diluido com dgua destilada
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estéril para a concentragdo de 10 mM e alicotado em frascos de 10 mi, que foram estocados 4 4 °C
¢ protegidos da luz.

interferon alfa-2a; obtido na forma comercial do laboratdrio Roche em frasco de
emprego clinico de 1 ml, na concentragio de 9 milhdes de unidades por mi, foi gradualmente sendo
diluido com 4gua destilada estéril para 1 milhiio de unidades por ml e mantido em refigerador na

temperatura de 4 °C.

Interleucina-2; substincia obtida na forma comercial de Proleukin® do laboratério
EuroCetus (Holanda) na forma de emprego clinico em frasco com 18 milhdes de Unidades
Internacionais. Foi diluida, 4 medida do necessario para cada experimento, com &dgua destilada

estéril para a concentragiio de 1 milhio de unidades por ml ¢ conservada a temperatura de 4 °C.

3.4 Teste de Sensibilidade em Microcultura com Tetrazohium (MTT):

Foram estudadas as linhagens de células de tumores de cancer de colon : WiDdr,
COLO201, SW48, HCTS, LoVo, SW403 ¢ HCT116. Estes experimentos foram divididos em duas
stapas : Primeiro foi realizada a incubagiio com a droga isolada para se descobrir a concentracio
ideal para ser usada nas combinagdes. Em algumas linhagens, a droga era adicionada diariamente
para estudarmos a importdncia da dose diaria versus dose Umica. Em outro experimento
adicionava-se timidina (Sigma, EUA) na dose de 5 uM por cavidade para estudar o mecanismo de
agdo predominante em cada linhagem. A segunda fase consistin na incubagfio do 3- fluorouracil
com as citoquinas para avaliar o aumento ou nfo da citotoxicidade, As células eram
coletadas do frasco de cultura com solucio de tripsina a 0.2% ¢ EDTA a 0.25% em PBS. Apos
serem lavadas e ressuspensas com meio de cultura, eram semeadas em placas estéreis de 96
cavidades em meio de cultura RPMI adguirido de JRH Biosciences (Lenexa, KS, EUA) nas

seguintes concentragdes (nimero de oélulas/100 ul de meio de cultura): WiDr 3.000/100ul, HCT8

50



2.000/100 ul, COLO201 30.000/100 ul; HCT1116, LoVo, SW48 ¢ SW403: 5.000/100 ul. As
placas eram mantidas em estufa a 37 °C com 5% de CO;, por 18 horas. Completado este periodo,
¢que permitia a adesfo das células no fundo da cavidade, adicionavam-se as drogas Fluorouracil®,
Proleukin®, Roferon-a®, ao volume de 100 ul por cavidade. As linhagens eram incubadas com as
drogas dentro da seguinte variagdo de concentragfio: 5-Fluorouracil de 0.14 uM a 100 uM, com
interferon alfa-2a de 1 U/ml a 100 x 10° ¢ com Interleucina-2 de 1 U/ml a 100 x 10° U/ml, A
seguir, as placas eram incubadas a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO,, durante 4 dias,
periodo necessdrio a estas linhagens para 2 a 3 duplicagBes celulares. Usualmente, com esie
periodo de tempo, as cavidades de controle atingiam 90% de confluéncia das células. Os resultados
eram lidos como os descritos por Alley (1988). O meio sobrenadante era desprezado, adicionando
MTT (Sigma Chemical Company, EUA) & coneentragio de 0.5 mg/ml no volume total de 200
ui/cavidade. Seguia-se a incubagio por 3 horas a 37 °C, na auséneia de luz, para a precipitagdo de
cristais de Formazam, Retirava-se o meio sobrenadante por aspiracio € oS cristais eram
dissolvidos adicionando-se 130 ml/fcavidade de DMSO (Bakker, Alemanha) ¢ lides em
Multiscanner Titeriek {Cambridge Tecnology inc, EUA) no comprimento de onda de 350 nm. A
leitura era realizada na primeira hora apds a adigio de DMSO. As concentragdes das drogas eram
testadas em triplicada para cada experimento. Os resultados eram expressos em curva de % de
crescimento x concentragio da droga ¢ comparados pelo indice de citotoxicidade que expressa a
concentracdo de droga correspondente a 30% de células vivas em relagdo 3 populacio controle ndo

tratada (ICs0).

3.6 Métodos de SRB e Ensaio Clonogénico para determinacfio da Radiosensibilidade,

Estes testes foram realizados nas hinhagens WiDr, SWI1398, LoVo,

SWitle, COLO205, HT29 ¢ LS174T.
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Suspensdes de células cothidas da cultura com solugdio de EDTA (0.2%) e tripsina
{0.25%) eram lavadas ¢ resuspensas em meio de cultura na concentragio final entre 2.000 ¢
10.000 ¢flulas/200 ul. As amostras eram irradiadas com o aparelho Gamma Cell 200 (Atomic
Energy of Canada Limited, Canada} com rendimento de 7.8 rads por segundo. Oito doses de
irradiacdo eram utilizadas na faixa entre 0 a 50 Gys (grays), ¢ testadas em quadruplicata, num
MESMO experimiento.

Nos testes de associagio do S-fluorouracil com irradiadacBo as células eram
ressuspendidas em meio j contendo as concentrag@es de S-fluorouracil escolhidas e cram
irradiadas no tempo maximo de 30 minutos apds a adicdo da droga. As concentragdes de 5-
flucrouracil variavam de 0.01 ug/ml a 1.0 ug/ml. As linhagens testadas neste experimento foram a
Wiy, HT29 ¢ LS1747T.

As células irradiadas eram imediatamente semeadas em dois tipos de cultura, que
permitiam a comparagio entre o teste classico para radiosensibilidade, o teste clonogénico, ¢ o
teste de citotoxicidade com SRB (sulforodamina B) (Sigma Chemical Company, EUAY), este dltimo
amda ndo descrito na literatura como metodo passivel de ser utilizado na avaliagio de
radiosensibilidade.

No ¢nsaio clonogénico, 2 mi de agarose a 0.6% em meio de cultura era adicionada
a cada placa de Petri de 35 mm de difmetro. 1 x 10° células/ml irradiadas eram adicionadas
agarose a 0,3% e colocadas sobre a camada basal no volume de 1 ml por placa de Petn ¢
incubadas a 37 °C em ambiente de CO, a 5%. A linhagem LS174T foi semeada na concentragio
de 5 x 10%. As coldnias contendo mais que 20 células eram contadas no décimo dia de incubagio.
O3 experimentos eram realizados em duplicatas.

Para os testes de sensibilidade com SRB, as suspensdes celulares irradiadas eram
transferidas para placas de 96 cavidades na concentracio de 2.000 células por cavidade (volume

total de 200 ul/cavidade), ¢ incubadas em condigBes idénticas as descritas para as placas do ensato
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clonogénico. A coloragiio era efetuada com sulforodamina B (SKB), apéds a fixagio com TCA a
50% (acido tricloroacético) (Bakker, EUA) durante 1 hora a 4 °C (em 4cido acético 1%), 15
minutos de incubagfio 3 temperatura ambiente, era seguida de secagem e dissociagdo dos cristais
com soluglo de Tris {trilhidroximetillaminometano) Sigma, EUA. Procedia-se & leitura em
Multiscanner Titertek no comprimento de onda de 540 nm ¢ ¢ resultado era analisade comparando-
s ao crescimento dos controles. Subtraia-se do valor total da leitura a coloragdo de fundo, que era

obtida através da leitura da coloragdo realizada logo apds a semeadura das células,
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4. Resultados

Os resultados estdo relatados pela descrigho individual de cada linhagem e seu

comportamento no experimento.

4.1 Citotoxicidade

Linhagem WiDr (Figuras 17 ¢ 18 - pégina 59, 60): mostrou ser uma linhagem sem
citotoxicidade direta significativa a Interleucina-2 até a dose maxima de 100 x 10° UVml. O
interferon alfa mostrou-se citotéxico a 20% das células nas concentragdes acima de 10 x 10°
Ul/ml. O indice de citotoxicidade (ICsp) para o fluorouracil foi de 2.11 uM (+/- 2.04), Os
experimentos que foram realizados com dose didria ou dose tinica nfo mostraram diferencas
significativas, O acréscimo de timidina na dose de 5 uM uma vez ou duas vezes durante a
incubaglo, ndo mostrou diferenca significativa na citotoxicidade do fluorouractl.  Quando
combinamos 3.000 Ul/ml mterferon com o S-flucrouracil, o ICso foi de 1.075 uM {+/- 1.3), ¢ para
5.000 Ul/'ml de interleucina-2 mais S-fluorouracit o ICs for 3.2 uM(+/- 3.9}). Na combinacio de 5-
fluorouracil, mterleucina-2 e interferon (ambos na concentragdo de 5.000 Ui/ml) o ICs; mostrou-se
de (.85 uM (+/- 0.91). Pelo feste de "T student” ndo houve diferengas significativas entre os
resultados obtidos com S-fluorouraci ¢ a combinagio do 3-Fluorouracil com as citoquinas, mas no
teste de paralelismo de curva a diferenga foi estatisticamente significativa,

Linhagem HCTI116 {(Figuras 19 e 20 - paginag 61, 62) ndo apresentou

citotoxicidade dircta 3 interleucina-2  até a dose de 100.000 U}/ﬁﬂ. Ao alfa interferon, sua
toxicidade maxima foi de 20% nas concentrages acima de 5,000 Ul/ml. O ICs do 3-Fluorouracil
foi de 2.92 uM {+/- 1.91). A dose diaria ou Unica ndo mudou significativamente os resultados. As
combinagbes de 5- fluorouracil e com 5.000 alfa interferon resultaram num ICq 5.25 uM (+/-
3.89). A combinaglo de¢ S5-Fluorouracil mais interleucina-2 na concentracie de 5.000 Ul/mi

resuftoy num ICs de 4.75uM (+/- 3.18) ¢ para a combinagio de 5-fluorouracil mais 5.000 Ul/mlt
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das citoquinas o ICs, foi de 6.0uM(+/- 2.83), A diferenga entre os ICs, nio foi estatisticamente
significativa.

Linhagem HCT8 (Figuras 21 e 22 - paginas 63. 64): mostrou-se como uma

linhagem sem citotoxicidade direta significativa & Interleucina-2 até a dose maxima de 100 x 10°
Ul/ml. Q interferon alfa nfio mostrou citotoxidade nas doses testadas . Q indice de citotoxicidade
{ICs) para o fluorouracil foi de 2.45 uM (+/- 1.95). Os experimentos que foram realizados com
dose diaria ou com dose Gnica nfo mostraram diferencas significativas. O acréscimo de timidina na
dose de 3 uM, uma on duas vezes durante a incubagfo, ndo mostrou diferenga significativa na
sitotoxicidade do fuorouracil, Quando combinamos 10.000 Ul/mi interferon com o S-fluorouracil
0 ICs foi de 2.8 uM (+/- 0.88), ¢ para 10.000 Ul/ml de interleucina-2 mais S-fluorouracil o ICs
foi 1.28 (+/- 0.67). Na combinagio de 3-fluorouracil, interleucina-2 ¢ interferon {ambos na
concentragio de 10.000 Ul/ml) o s, mostrou-se de 2.63 uM (+/- 0.536). Pelo teste de "T student”
nio houve diferengas significativas entre os resultados obtidos com 5-fluorouracil € a combinagiio
do 5-fluorouracil com as citoquinas. Na combinagio entre S-fluorouacil ¢ interleucina-2 houve um
intenso sinergismo com ICs, da combinagdo sendo 1.3 uM ou seja aproximadamente 50% do ICss
do S-fluorouracil isolado que foi de 2.45 uM.

Linhagem $W48 (Figuras 23 e 24 paginas 63, 66} nfo demonstrou citotoxicidade
direta significativa & Interfeucina-2 até 2 dose maxima de 100 x 10° UVml. O interferon alfa
mostron citotoxidade de 40% nas doses acima de 10.000 Ul/ml, O indice de citotoxicidade (¥Csp)
para o 5-fluorouracil foi de 11.75 uM (+/- 5.56). Quando combinamos 5.000 Ul/ml de interferon
alfa com o S-fluorouracil, o ICs foi de 30 uM (+/- 28.28), ¢ para 5.000 Ul/ml de mterleucina-2
mais S-fluorouracil o ICs foi 25 (+/- 21.2). Para a combinacio de S-fluorouracil, interleucina-2 e
interferon (ambos na concentragio de 5.000 Ul/mi) o ICs foi 25 uM (+/- 21.2). O teste de "T
student” ndo mostrou diferengas significativas entre os resultados obtidos com 3-fluorouracil ¢ a

combinagdo do 5-Fluorouracil com as citoqumas.
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Linhagem SW403 (Figuras 25 ¢ 26 - paginas 67, 68): resultou em uma linhagem

sem citofoxicidade direta significativa 3 interleucina-2 até a dose maxima de 100 x 10° Umi. O
interferon alfa nfio mostrou citotoxidade até doses de 100.000 Ul/ml. O indice de citotoxicidade
(ICso} para o 5-fluorouracil foi de 2.46 uM (+/~ 1.46). Quando combinamos 5.000 U¥/ml de
mterferon com o S-fluorcuracil, ¢ ICy va;‘iou para 3.05 uM {+/- 2.05); ¢ com 5.000 Ul/ml de
mterleucina~? mais S-fluorouracil o ICs, foi 3.8 uM {(+/« 3.11}. Na combinagio de 5-fluorouracil,
mterlencina-2 ¢ inferforon (ambos na concentrago de 3.000 Ui/mb) o ICs, mostrou-se de 3.3 uM
{+/- 2.4}. Pelo teste de "T student™ nfo houve diferengas significativas entre os resultados obtidos
com S-fluorouracil ¢ a combinagio do S-fluorouracil com as citoquinas.

Linhagem LoVo (Figuras 27 ¢ 28 - paginas 69, 70} mostron ser uma linhagem

com 30% de citotoxicidade direta & Interlencina-2 para a dose de 100 x 10° Ul/ml. O interferon
alfa mostron citotoxidade com um 1Cs, de 20.000 Ul/ml, O indice de citotoxicidade (ICso) para o
S~-fluorouraci foi de 2.25 uM (+/- 1.55). Quando combmmamos 1.000 Ul/ml mterferon com o 3-
fluoronracil 0 ICs for de 22.6 oM (+/~ 31)7, ¢ para 5,000 Ul/ml de interleucina-2 mais 3-
fluorcuracil o ICs oscilou para 1.2 uM (/- 0.4) aproximadamente a 30% do 1Cs, do 3-fluorcuracil
isolado { 2.25 uM). Na combinagdo de 5-fluorouracil, interleucina-2 ¢ imterferon (ambos na
concentracdo de 5.000 Ul/mi) o 1Cs,; mostrou-se de 20.4 uM (+/- 27.8). O teste de "T student” nio
mosirou diferencas significativas entre os resultados obtidos com 3-fluorouracil ¢ a combinacfo do
3-Fluorouracil com as citoquinas.

Linhagem COLO201 ( Figuras 29 ¢ 30 - paginas 71, 72} apresentou-se como

uma linhagem com comportamento diferente das outras linhagens previamente descritas, com uma
citotoxicidade direta & Interloucina-2 ¢ ao interferon alfa em tomo de 50% desde 10 Ul/ml até 10°
Ul/ml. O indice de citotoxicidade (1Cso) para o S-fluoronraci] foi de 10.7 uM (#/- 16.4). Quando
combinamos 1.000 Ul/ml de interferon com o S-fluorouracil ndo foi possivel cdleulo do 1Cs, e para

interleucina-2 mais 3-fluorouracil o ICs, foi 5.2 uM (+/- 7.1). Na combinacio de 5-fluorouracil,
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interleucina-2 e interferon { ambos na concentragio de 5.000 Ul/ml) o 1Cs, ndo pode ser calculado.

Pelo teste de T student” nfio se detectou uma diferenca significativa entre os resultados com 3-

fluorouracil,

Todos os ICs; sfo sumarizados na tabela 3.

Tabela 3a. Sumario dos 1Cs para as Linhagens de Tumores Coloretais com 3-FU ¢ em

Combinagdes com IFN ¢ IL-2

Linhagem ICsp de 5-FU ICsode IFN ICs de IL-2
isolado +5FU +5FU
WiDR 2.11uM +/-2.04 1l uM+/~1.3 3.2uM +/-3.9
HCT1116 292uM +/-191 5.25uM +/-3.89 4.8 uM +/-3.18
HCTR 245 uM +/-1.95 2.8 uM +/-088 1.3 uM +/-0.67
SW4g 1175 uM +-5.56 30.0 uM +/-28.28 250 uM +/-21.2
SW4a3 246 uM +/-1.46 3.05 uM +/-2.05 38uM+/-3.11
LOVO 225 uM +/- 1.55 226uM +-317 12uM+/-04
COLO201 10.70 uM +- 164  ~eermeeremeeem - 52uM +/-7.1
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Tabela 3b. Sumirio dos 1Cy, da Combinacio de 5-FU, IFN ¢ IL-2 em Linhagens de Tumores

Colorretais
Lighagem IC50 de 5-FU + IEN + 1L-2 5-FU Isolado
WiDR 085uM +/-091 2.11 uM +/-2.04
HCT1116 6.00 uM +/-2.83 4.8 uM +/-1.91
HCTS 2.63uM +-056 245 uM +/-1.95
SW43 25.00uM +/-212 HL75 uM +-5.56
SW403 330 uM +/-2.40 246 uM +/-1.46
LOVO 2040M +/-2738 2.25 uM +/-1.35
COLO201 e 10.70 uM+/-16.4
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Figura 17 Curvas de Inibi¢do de Crescimento para a Linhagem WiDr - Drogas Isoladas
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Figura 18 Curvas de Inibigdo de Crescimento para a Linhagem WiDr - Combinagdes das Drogas
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Observa-se toxicidade muito discreta do interferon alfa e da interleucina-2 como drogas isoladas
at¢ a dose de 10.000 U/ml nesta linhagem e a alteragdo do ICs, obtida com a adigdo do IFN ao 5-
FU. Ndio houve alteragdo da citotoxicidade ao se acrescentar a I1L-2.

(IFN) :inteferon alfa - (IL-2) :interleucina-2 - (5-FU):5-fluorouracil
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Figura 19 Curva de Inibigdo de Crescimento para a Linhagem HCT116 - Drogas Isoladas
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Figura 20 Curva de Inibi¢do de Crescimento para a Linhagem HCT116 - Combinagdes de Drogas
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Nio se observa toxicidade da interleucina-2 como droga isolada até a dose de 10.000 U/ml, com
discreta agdo citotoxica do INF nas maiores concentragdes nesta linhagem. Nao houve alteragao do

ICs; obtida com a adi¢do do IFN ¢ da IL-2 ao 5-FU.
(IFN) :inteferon alfa - (IL-2): interleucina-2 - (5-FU):5-fluorouracil
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Figura 21 Curva de Inibigdo de Crescimento para a Linhagem HCT8 - Drogas Isoladas
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Figura 22 Curva de Inibi¢do de Crescimento para a Linhagem HCT8 - Combinagoes de Drogas
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Nio se observa toxicidade do interferon alfa e da interleucina-2 como drogas isoladas nesta
linhagem, ocorrendo mesmo uma discreta tendéncia a estimular o crescimento. Nao houve
alteragdo da citotoxicidade ao se acrescentar IFN ao 5-FU. A combinagio de 5-FU ¢ IL-2 foi
altamente sinérgica com ICs aproximadamente a 50% do 5-FU isolado.

(IFN) :inteferon alfa - (IL-2) :interleucina-2 - (5-FU):5-fluorouracil
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Figura 23 Curva de Inibi¢do de Crescimento para a Linhagem SW48 - Drogas Isoladas
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Figura 24 Curva de Inibi¢do de Crescimento para a Linhagem SW48 - Combinagdes de Drogas
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Observa-se toxicidade muito discreta do interferon alfa, sem inibigdo do crescimento com
interleucina-2 como drogas isoladas até a dose de 10.000 U/ml nesta linhagem. Nao houve

alteraco da citotoxicidade ao se acrescentar IL-2 ou IFN ao 5-FU .
(IFN) :inteferon alfa - (IL-2):interleucina-2 - (5-FU):5-fluorouracil
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Figura 25 Curva de Inibigdo de Crescimento para a Linhagem SW403 - Drogas Isoladas
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Figura 26 Curva de Inibi¢do de Crescimento para a Linhagem SW403 - Combinagdes de Droga

150

e e e e e e e e e M A e e e e e e e e e

% Sobrevida Celular

10000

6-FU_concentracac (x10-7 M)

® 5-FU+IFN & 5-PU+IL-2 FU+IFN+IL A 5-FU
1000 U/m 5000 U/m 1000/5000

Nio se observa citotoxicidade do interferon alfa ¢ da interleucina-2 como drogas isoladas nesta
linhagem. Nio houve alteragdo da citotoxicidade ao se acrescentar a IL-2 ou INF.
(IFN) :inteferon alfa - (IL-2) : interleucina 2 - (5-FU):5-fluorouracil
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Figura 27 Curva de Inibi¢do de Crescimento para a Linhagem LoVo - Drogas Isoladas
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Figura 28 Curva de Inibigéo de Crescimento para Linhagem LoVo - Combinagdes de Droga
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Observa-se importante citotoxicidade do interferon alfa e nenhuma alteragdo a interleucina-2 como
drogas isoladas até a dose de 10.000 U/ml nesta linhagem. Nao houve alteragdo da citotoxicidade
ao se combinarem as drogas. A combinagdo de 5-FU ¢ IL-2 foi altamente sinérgica com o ICs,
correspondendo aproximadamente a metade do 5-FU isolado

(IFN) :inteferon alfa - (IL-2):interleucina-2 - (5-FU):5-fluorouracil
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Figura 29 Curva de inibigdo de Crescimento para a Linhagem Colo201 - Drogas Isoladas
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Figura 30 Curva de Inibigdo de Crescimento para a Linhagem Colo201 - Combinagdes de Drogas
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Observa-se padrio de toxicidade atipico para as drogas isoladas até a dose de 10.000 U/ml nesta
linhagem e a ndo alteragdo do ICso obtida com a adigao do IFN ¢ IL-2 ao 5-FU.
(IFN) :inteferon alfa - (IL-2) :interleucina 2 - (5-FU):5-fluorouracil
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4.2 Radiosensibilidade

Estes experimentos foram realizados através de duas técnicas diferentes: A técnica
de citotoxicidade com sulforodaming (SRB) e cor%x ensaio clonogénice.

O teste de radiosensibilidade poré SRB, nas vénas linhagens celulares de cincer de
¢olon, mostrou um DO de aproximadamente 3 Gy sendo as linhagens mais radiosensiveis: LoVo
gom um DO de 4 Gy e LS174T com um DO 2 Gy {Fig 31 e 32)(pag 73, 76)

0 ensaio clonogénico realizado nas linhagens LS174T, WiDr ¢ HT29 mostrou um
DO de 13 Gy para WiDr, a linbagem HT29 corﬁ DO de 5 Gy ¢ 1 Gy para a linhagem LS174T.
Concomitantemente, realizamos o teste de SRB com as mesmas linhagens. As linhagens WiDr e
HT29 apresentaram um DO igual a 7 Gy, enquan;ro a L8174T, um DO igual a 1.5 Gy (Figuras 33 ¢
)(pag 77). |

Para avaliar a alteragio na réadiosensibi}idadﬁ causada pela adiglo de 5-
fluorouracil, utilizamos as linhagens WiDr c LS174T por sercm, respectivamente, a mats
resistente e a mais sensivel. Foi utilizado o teste ff;ie SRB. Na concentragdo de 0.3 ug/ml (3.8 uM)
de 5- flyorouraci], expondo as células WiDr, apénas 27% pemmancciam vidveis. Na concentragio
de 0.1 ug/ml (0.8 uM) 82% permaneciam viéveiis, enquanto a concentragio de 1 ug/ml (7.7 uM)
permitia uma sobrevida de apenas 13% das céiul;s, Este experimento serviu para o céloulo da dose
do 5-fluorouracil que seria ntilizada como dose ée citotoxicidade minima mas, que pudesse alterar
a radiosensibilidade, ..

Utilizando a técnica de SRB,corfl adicfio de 5-Fluorouracil na dose de 0.1 g/mlna
linhagem celular WiDr, os resultados da radiasénsibilidade ndio mostraram alteragdes do D0 e na
goncentragdo de 0.5 ug/ml acusaram um auu;;iento da radioresisténcia com DO ignal 12 Gy
(Figura 33)(pag 78). Os resultados mostraram, fatravés do teste de SRB, que nio houve diferenga

na sensibilidade da linhagem da L8174T com 5« fluorouracil nas concentragdes de 0.01 ug/ml a
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0.05 ug/ml. Os controles mostraram que a dose de 5-fluorouracil 0.01 ug/ml nio cra citotdxica
{124%).

A dose de 0.05 ug/ml acusou uma sobrevida celular de 68% nos controles. A dose
de 0.1 ug/ml mostrou uma sobrevida celular de 42%. Foram wusadas as duas primeiras
concentraches {Figura 36)(pag 79).

A iofluéneia  do  S-fluorouracil na  radiosensibilidade foi  testada,
concomitantemente, pela técnica do SRB ¢ ensaio Clonogénico para as linhagens celulares HT29 e
LS174T. O resultado foi que as linhagens LE174T ndo mostrou diferencas significativas entre os
dois ensatos ¢ a HT29 mostrou comportamento semelhante ao da WiDr no experimento anterior,
com aumento da radioresisténcia detectada nos dois métodos, sendo que aumento do DO foi notado
em maior escala no ensaio clonogénico cujo valor foi de 11 Gy, com a dose de 0.5 ug/ml de 5-
fluoroyracil {Figura 37 e 38)(pag 20, 81).

A maioria das linhagens testadas apresenfou DO igual a 5 Oy, sobressaindo-se as
linhagens L8174T ¢ LOVO como mais sensiveis.

Nos testes realizados no mesmo dia, com as mesmas linhagens celulares para
comparacdo das téenicas de SRB e ensaio clonogénico, somente a linhagem WiDR apresentou
variagiio importante. Na avaliagdo da radiosensibilidade da linhagem WiDR apés a adigdo de 5-
fluorcuracil em diferentes concentragdes, estudada pelo teste de SRB néo foi possivel determinar o
aumento da radiosensibilidade. Também a linhagem LS174T apds a adigfio de S-fluorouracil em
diferentes concentragdes, estudada pelo teste de SRB ndo mostrou aumento da radiosensibihidade.

Utilizando métodos diferentes ndo definimos uma maior sensibilidade a irradiagio

ao acrescentarmos 5-FU as linhagens HT29 ¢ LE174T.
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Fig 31. Teste de Radiosensibilidade pelo Ensaio SRB nas Linhagens WiDr, SW1398, LS174T,

LoVo.
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Figura 32. Teste de Radiosensibilidade pelo Ensaio SRB nas Linhagens SW1116, COLO205 e

HT29.
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Figura 33 Teste de Radiosensibilidade para Linhagens LS174T, WiDr, Ht29 por Ensaio

clonogénico
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Figura 34 : Teste de Radiosensibilidade para Linhagens LS174T, WiDR, Ht29 por Ensaio SRB
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Celulas Vivas
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Figura 35. Teste de Radiosensibilidade para a Linhagem WiDr pelo Ensaio SRB
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Figura 36. Teste de Radiosensibilidade para a Linhagem LS174T pelo Ensaio SRB.
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Figura 37. Radiosensibilidade das Linhagens HT29 ¢ LS174T com 0.5 ug/ml de 5-fluorouracil

pelo o Ensaio SRB.
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Figura 38. Radiosensibilidade das Linhagens HT29 e LS174T com 0.5 ug/ml de 5-Fluorouracil

pelo Ensaio Clonogénico

82



2. Discussio:

Devido a sua inconstentavel importincia epidemiologica dentre as neoplasias, os
tumores colorretais sempre tém merecido especial atengio dos clinicos ¢ cientistas envolvidos na
pesquisa oncolégica por maiores indices de resposta, Sua abordagem terapéutica clinica atual se
restringe ao citotéxico 5-fluorouracil, que, desde a sua sintese por Heidelberger, em 1957,
tornou-se  a droga "standard” no tratamento do cincer coloretal avangado. Esquemas e doses
originais envolviam altas concentragdes, administragdio venosa rapida, semanal ou dianiamente,
com toxicidade importante. Recentemente, experimentos clinicos, utilizando mais rigor nas
definicBes de resposta, tém sugerido que 10% deve ser a mais real taxa de resposta ao 3-
fluorouracil isolado no cancer de colon & reto, o que significa uma resposta marginal sem impacto
na sobrevida dos pacientes

Apds uma década de fathas persistentes e de completo pessimismo no tratamento
do cancer de colon, houve um répido aumento no nfimero de novas abordagens terapéuticas bem
fundamentadas sob o ponto de vista bioquimico, além da associagio com imunomoduladores. Tal
evolugdo tem sido possivel devido ao avango da téenica de cultura célular de tumores, dos testes de
citotoxicidade, do emprego de anticorpos monoclonais no diagnostico e tratamento desta neoplasia,
abrindo-se um campo enorme para pesquisa na busca de melhores resultados na sobrevida.

Diante destas possibilidades deve-se lembrar que o desenvolvimento no tratamento
do cancer depende de identificar ¢ explorar as diferencas entre o hospedeiro ¢ o tumor, Estas
diferengas  podem ser anaidmicas  (tratamento cirdrgico ¢ radioterapico), metabolicas
(quimioterapia), cinética celular (radioterapia ¢ quimioterapia) ¢ antigénicas emtre as células
normiais € do tumor (imunoterapia).

Nog tltimos anos, um novo grupo de drogas vem sendo estudado e gradativamente

incorporado na indicagdio de tratamento do cincer: os Modificadores da Resposta Biologica.
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Fazem parte deste grupo os interferons, as interleucinas, os fatores de necrose tumoral ¢ muitas
outras substincias que tém a capacidade de alterar a resposta imunologica do hospedeiro.

Combinagdes de quimioterapia ¢ imunoterapia empregando produtos derivados de
bactérias ou imunomoduladores nio especificos foram empregadas extensivamente na década de
70, especialmente em trabathos clinicos envolvendo clncer colorretal. Hoje, uma combinagdo de
quintioterapia ¢ imunoterapia, S-fluorouracil ¢ levamisole, tornou-se o tratamento adjuvante
basico para o cincer de colon. Com a possibilidade de purificar moléculas recombinantes em
grande escala, combinagles de quimioterapia com agentes especificos tém sido estudadas com
maior frequéneia abrindo as fronteiras no tratamento do céncer coloretal. A citoquina mats bem
estudada, sem divida, ¢ o interferon alfa, tanto como agente isolado quanto em combinacfio com
drogas citotdxicas ( Wadler §, 1993).

Na clinica, combinagdes de S-fluorouracil ¢ interferon alfa tém atividade em
chneer colorretal avancado, cincer de es6fago e cancer de bexiga. Estudos farmacocinéticos tém
mostrado que o tratamento com interferon resulta em diminuicdo do cleareance ¢ aumento
plasmiatico do 5-fluorouracil. Além disso, estudos bioquimicos detalhados demonstraram que o
interferon aumenta o anabolismo do $-fluorouracil por aumentar a expressdo da enzima timidina
fosforilase, inibindo a resisténcia ao S-fluorouracil ¢ diminuindo a tradugio da enzima alvo, a
timidilato sintetase.

A principal falha ao tratamento com S-fluorouracil ¢, sem duvida, a resisténcia
das células do tumor & droga. A resisténeia as fluoropirimidinas tm sido atribuida a varias
alteracBes no metabolismo celular submetidos a estes agentes. O nivel intracelnlar de timidilato
sintetase tém sido associado & sensibilidade & droga em sistemas “in vitro”. Recentes evidéncias
clinicas, usando-se a combinagio de 5-fluorouracil com acido folinico, sugerem que a thmdilato
sintetase &, clinicamente, alvo importante para quimioterapia ¢ que a capacidade de inibigio desta

enzima esta associada ao progndstico do paciente (Allegra C, 1992).
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Dados experimentais mostram que a exposigio ao S-fluorouracil resulia em
expressdo 3 a 4 vezes maior  da timidilato sintetase em sistemas “in vitre” obtidos de espéeirnes de
tumores de pacientes. A demonstragio de que os niveis de timidilato sintetase aumentam enquanto
o mRNA da timidilato sintetase permanece estivel, com exposi¢iio da célula ao S-fluorouraci,
sugere que a expressic da timidilato sintetase ¢ controlada apés a tramscrigio. Alguns
experimentos usando [358]metionima, demostraram um aumento na sintese de proicina sem
mudanga na meia vida da timidilato sintetase, consistente com a regulagio da expressio da
timidilato sintetase com eficiente tradugfio. Ainda este mesmo trabalho “in vitro” mostrou que a
eficiente tradugiio em humanos do mRNA da timidilato sintetase fol negativamente regulada.
Assim sendo, o efeito inibitério da timidilato sintetase foi dependente da presenga da enzima ¢ do
substrato fisiologico ou fluorouridinamoncfosfato (FAUMP). Experimentos em gel confirmam a
interagio especifica da timidilato sintetase bumana com o seu mRNA. A enorme e aguda
expressdo da timidilato sintetase associada 4 exposigio das células ao S-fluorouracil parece ser
wm mecanismo de resisténcia ao S-fluorouracil clinicamente relevante.

Este trabalho se propds a estudar “in vitro” as possibilidades terapluticas para os
tumores colorretais, empregando 10 diferentes linhagens de tumores humanos colorretais,
incluindo a avaliagio da citotoxicidade do 3-fluorouracil e de suas combinagles aos agentes
biomoduladores dando énfase, principalmente, & introdugio da interleucina-2 como possivel droga
sinérgica & conhecida combinagio de S-fluorouracil ¢ interferon alfa {Wadler S, 1990) , além de
avaliar a agfo do S-fluorouracil como radiosensibilizador na tentativa de abrir novos caminhos no
tratamento do cincer coloretal avangado,

Apesar do ICs para o citotoxico S-fluorouracil nas células origindrias de tumores
coloretais ter sido definido como proximo de 2.5 uM nestes experimentos, compativeis com a
literatura (Aschele, 1992), varios fatores nfluenciaram nos testes de citotoxicidade. Era muito

importante realizar o estudo com & cuoltura na fase S de crescimento logaritmico, pois as fases de
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menor duplicagio celular, mais quiescentes por estarem ainda se readaptando a cultura depois do
congelamento, ou por terem atingido confluéncia suficiente para sofrerem a reagdo de "inibigio de
contato”, apresentam maior niimero de células nas fases resistentes aos antimetabolicos como o 5-
fluorouracil (como por exemplo GO). O problema com algumas linhagens como COLO201 ¢
SW48 ¢ que parte significativa da populagio celular cresce flutuando no meio de cultura, tomando
muito dificil a definigdio da sua fase de crescimento logaritmico. Como se pode visualizar na tabela
3, estas sdo exatamente as linhagens que fogem um pouco dos padrdes de citotoxicidade para as
células de tumores coloretais. A grande variagio do 1Cs que detectamos entre as varias repetigbes
dos experimentos justifica o grande erro encontrado para estas linhagens.

A adicio diaria de S-fluorouracil as culturas das linhagens WiDr, HCTS, ¢
HOT116 ndo mostrou efeito acumulativo com aumento do efeito citotdxico, assim como o
acréscimo de timidina & cultura de WiDr ¢ HCTS ndo mudou os ICy, destas linhagens. Levando-se
em conta que as doses de timidina utilizadas foram suficientes de acordo com a experiéncia prévia
do "Biomolecular Childrens' Mercy Laboratories”, podemos deduzir que além do bloqueio da
enzima alvo, timidilato sintetase, existem outros mecanismos de acfio do S-fluorouracil ndo
dependente da enzima nas linhagens citadas. A adi¢o da timidina permitiria ultrapassar o bloqueio
imposto pelo 5-fluorouracil ¢ tal efeito seria detectado, sc ocorresse, como um aumento go ICsy
indicando uma major resisténcia a agfio do antimetabélito. E provavel que o bloqueio enzimatico
nestas linhagens celulares seja menos importante. Por outro lado, a nfo resposta & maior dose de 5-
fuorouracil (dose didria) pode ser vista como uma situagfo diferente da observada na clinica, onde
os trabalhos demonstram uma maior eficicia nos regimes de infusfo continua, pois aqui ndo
ocorte a metabolizacdo do citostatico por todo o organismo, sua metabolizagio ¢ aglo estio
restritas as células tumorais, sua meia vida ¢ prolongada e todas as possiveis vias metabdlicas ja
estic bloqueadas, niio havendo melhora da ago citotoxica & repetigho da dose diariamente. Outro

ponto que vale discutir ¢ a demonstragdo de que algumas células de céncer de colon humano sio

86



capazes de expressar alguma diferenciagdo como células epiteliais normais. Dados experimentais
sugerem que estas células, em pariicular, sfo espontancamente resistentes ¢ adaptadas a droga
citotéxica. Estes conceitos de diferenciagio s3o baseados por observagdes feitas com linhagens de
células em cultura, Caco-2 ¢ HT-29 (Zweibaum A, 1993} e podem ser a justificativa para pouca
resposta ¢ 1Csg elevados em algumas linhagens usadas como SWd8 e Colo201,

Para o modificador de resposta bioldgica, mterferon alfa, o comportamento celular
varioy mats, no sendo possivel definir um ICs5, das linhagens com exeeglo da linhagem LOVO
onde seu valor foi de 20.000 Ul/ml. A linhagem Sw403 demonsirou, inclusive, uma tendéneia ao
estimulo da diviso celular com aumento da sobrevida nas doses mais altas testadas (acima de
10.600 Ul/ml). As linhagens HTC116 ¢ COLO201 ¢ HCTS8 nfo tiveram sua curvas alteradas pelo
TFN, enqguanto as WiDr ¢ SW48 tiveram discreta reagfio de inibigdo de crescimento com doses
acima de 5,000 Ul/ml.

A interleucina-2 isolada nfio modificou as curvas das linhagens COLOZ01, WiDr,
HOT116 e houve tendéncia ao estimulo de crescimento da cultura nas linhagens HCTR, SW4S,
SW403. A linhagem LOVO demonstrou uma fase de crescimento estimulado entre as doses de 100
e 5.000 Ul/ml, sendo que em doses mais clevadas detectamos uma discreta inibigio do
erescimento, ndo se chegando ao ICs, até a dose maxima testada de 100.000UVml. A mnpressio
derivada da experincia clinica de que a interdeycina-2 teria agdo cifotdxica independente do
sistema imunolégico nio foi demonstrada nestes experimentos, se levarmos em consideragio que a
dosagem sérica durante uma infusdio de 24hs de 9 milhdes Ul em adulto jovem com 3 litros de
sangue ndo deve ultrapassar 1,800 Ul/mi. Tal efeito talvez ocorra como na linhagem LOVO, mas
em doses invidveis para o uso clinico {100,000 Ul/ml),

Apesar dos experimentos realizados nfo terem permitido identificar os

mecanismos de agio, pois para tal ndo foram desenhados, foi possivel escother as doses 1deais para
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cada hnhagem celular na associagio de agentes terapéuticos, de modo a evitar doses citotdxicas,
por 81 86, dos modificadores de resposta bioldgica.

Ficon bem claro, nos experimentos, que as citoquinas cstudas ndo tém efeito
eitotdxico direto nas doses e condigBes usadas ¢ nas linhagens de clncer de colon que foram
ntilizadas, exceto a linhagem LoVo como mostra a figura 27, gue mostra uma aglo citotdxica
mportante ao alfa interferon.

A associagiio do S-fluorouraci! com interferon alfa ¢ com interleucina-2 na busca
de possivel sinergismo quanto 3 citotoxicidade por biomodulagdo dupla, foi frustrante em todas as
hinhagens estudas.

A hinhagem COLO201, devido a suas peculiaridades de erescimento, apresentou
curvas que nfo permitiram conclusfes sobre a agfio de cada agente terapéutico.

Este estudo demonstrou que o sinergismo do interferon alfa ¢ S-fluoronracil ¢
seletive a algumas linhagens celulares de cdncer de cdlon humano, como WiDr, sendo dose
dependentes, mas outras linhagens HCT116, SW48 e LoVo mostraram uma tendencia a maior
resisténcia ao 3-fluorouracil quando adicionava-se o interferon alfa, O mecanismo de interagio do
S-fluoronraci! ¢ os interferons permanecce desconhecido. A auséncia de efeitos citocinéticos
conhecidos do interferon alfa fala contra a possibilidade deste agente de elevar o efeito de
gitotoxicidade do S-fluorouraci! por aumento da proporgde de células do tumor em fase S, assim
tomando-as acessiveis 4 agdo do S-flyorouracil no ciclo celular. Todavia, ¢ possivel que efeitos
citocinéticos tardios possam exercer um papel importante na citotoxicidade do S-fluorouracil.
Dados recentes sugerem que o interferon alfa pode aumentar os niveis de metabdlitos ativos do 3-
fluorouraci], fluorodesoxiurililato, 10 vezes nas células HL-60 (Elias L, 1989). Assim, ¢ aceitdvel
que o interferon alfa possa alterar o anabolismo do S-fluorouracil, resultande em mais uma via de

inibigio de sua enzima alvo, a timidilato sintetase.
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A interleucina-2 isolada nfio mostrou em nenhuma das linhagens estudadas, uma
acdo citotoxica direta, ndo sendo possivel calcular o seu 1Cs,.

A combinagiio de interleucina-2 mais fluorouracil mostrou um intenso sinergismo
nas linhagens HCTE, LoVo e Colo201 (3 de 7 linhagens testadas), aproximadamente 50% do valor
do ICs do fluorouracil. Este resultado é extremamente relevante pots abre a possibilidade de
modulagdo do S-fluorouracil pela interleucina-2 em niveis superiores ao interferon alfa. Este estudo
demostrou que a interleucina-2 modula o efeito citotoxico fluorouracil, contra 3 de 7 linhagens de
céncer de colon, de forma dose dependente. O inverso, que o 3-fluorouracil estivesse modulando o
efeito cifotoxico da interleucina-2 é menos provavel, desde gque este efeito foi encontrado na
concentracio da interleucina-2 ndo citotdxica com observada nos experimentos anteriores. A
concentragio do 5-fluorouracil foi de 10 a 40 vezes mais baixa que o pico de concentragio
clinicamente utilizada aps administragio de 750 mg/m® por “bolus intravenoso. Analisando os
resnitados da combinagdo das trés drogas nestas mesmas lnhagens encontramos um resultado
inesperado que foi um aumento da resisténeia a citotoxicidade. Algum mecanismo antagOnico se
faz possivel diante destes resultados. Provavelmente algum antagonismo na modulagiio do alfa
interferon ¢ da interleucina-2. O mesmo ndo acontecen com a hnhagem WiDr que mostrou intenso
sinergismo ao interferon alfa e S-fluorouracil mantendo este sinergismo com a adiglio da
interleucina-2.

Novos experimentos s necessarios para methor avaliar o mecanismo diferente da
modulagio do interferon ¢ da interdencina-2 ¢ buscar uma correlagio biologica entre estas
linhagens. O mecanismo de modulagio do interferon nfio ¢ totalmente conhecido, mas pelas
evidencias destes experimentos é provavel que o mecanismo de modulagio da interleucina-2 ndo
seja o mesmo que o do alfa interferon ¢ que nfo sdo sinérgicos.

Varios sfio os fatores que dificultam o desenvolvimento de uma estratégia racional

de associagio dos modificadores de resposta bioldgica aos citostaticos convencionais. Entre estes
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fatores podemos lembrar: desconhiecimento do sen preciso mecanismo de agfio, sua  agio
citotoxica relativamente fraca o ausente, seu novo espectro de toxicidade, sua ampla faixa de dose
com atividade bioldgica ¢ uma auséneia de correlagdo entre dose maxima tolerada ¢ otimo efeito
terapéutico (Wadler, 1990), Somado a estes, estd o fate de que os modificadores da resposta
biolégica parecem necessitar da expressfo de receptores especificos na superficie da membrana
celular, para ter sua agio completada; a expressio destes receptores varia com cada linhagem
celular.

Na grande gama de linhagens celulares disponivets, a literatura mostra uma agéo
sinérgica ou aditiva do S-fluorouracil com os interferons (Wadier, 1990}. Das linhagens humanas
de adenocarcinoma de cblon so foram avaliadas as lichagens HT-29, SW-480, COLO 205 ¢
KMI12 na associasdio com 5 fluorouracil, O fato de s6 termos detectado eftito sinérgico na
linhagem WiDr, dentre as scte testadas, vem demonstrar que um estudo mais amplo, envolvendo o
maior nimero possivel de linhagens de adenocarcinomas de célon ¢ reto se faz necessério para
expandir o conhecimento atual sobre a citotoxicidade neste tipo celular e a assoctaglo de 5-
flusrouracil com modificadores de resposta bioldgica. Vale lembrar ainda que, nam tumor, existem
varidgveis absolutamente sem controle clinico que acabam formando uma populagio celular
heterogénia com respostas diferentes as drogas expostas.

Na avaliagfio da radiosensibilidade com o emprego concomitante de S-fluorouracil,
o fato de as duas técnicas estudadas (ensaio clonogénico e sulforodamna) terem apresentado
resultados oquivalentes facilita em muito a realizagdo de futuros estudos devido & maior
simplicidade da técnica de SRB. Foi possivel observar uma faixa média de Do para todas as
linhagens de adenocarcinomas de cdlon ¢ reto (entre 5 e 7 Gy) com duas excegles: LS 174T muito
sensivel @ HT-29 mais resistente, Pelos dados fornecidos pelo ATCC {American Tissue Cell

Culture) verificamos que a linhagem HT-29 provém de tmor adenocarcinomatoso
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bem/moderadamente  diferenciado, fato que poderia explicar seu comportamento diante da
irradiacio.

As concentraghes de 3- fluorouracil foram escolhidas demiro da faixa de
citotoxicidade minima, de tal forma que sua adiglo, por si s0, ndo alterasse os resultados. E
possivel que estas concentragdes estejam muito aquém das alcangadas nos protocolos clinicos de
tratamentos combinando radioterapia ¢ 5-fluorouracil onde se detectou um sinergismo. O tempo
da irradiagiio em relacio 4 administracdo da quimioterapia ¢ 4 maneira de aplicacio da mesma
também diverge pois, nos estudos clinicos, o 5-fluorouracil ¢ administrado apds o inicio da
radioterapia e feito por “bolus™ uma vez por semana enquanto na cultura de tecido ambas as
terapias foram aplicadas simultaneamente, sendo o citostético adicionado & cuitura, de forma
continua, por 4 dias. A literatura t8m demonstrado que o “timing”, ou seja, a maneira de se
combinarem os tempos dos diversos tratamentos nas associagbes de drogas (modificadores da
resposta biolégica e citostaticos) pode alterar em muito o resultado final. Apesar de ndo termos ura
estudo definitivo no caso da associagio de radioterapia com 5-fluorouracil nos adenocarcinomas de

chlon e reto, esta passa a ser uma suposigio razodvel para futuros estudos.
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&.Conclusdes

Novas opgdes de tratamento para o cincer coloretal sdo possiveis combinando
snunoterapia ¢ quimioterapia quando avaliados “in vitro™ ¢, seguramente podemos afirmar que:
¢ (O S-fluorouracil é uma droga ativa contra linhagens celulares de cancer de colon na dose

correspondente a utilizagdo elinica,

¢ (O aifa interferon isoladamente tem pouca agdo de citotoxicidade ds linhagens celulares de
chncer de colon, porém modula positivamente o S-fluoronracil e, pode ser utilizado em trabalthos
clinicos tipo fase I/11
& A interleucina-2 isoladamente ndo tem agdio de citotoxicidade porém modula positivamente o 5-
fluorouracil de manecira intensa, provavelmente mais que o préprio alfa interferon e, esta
combinagio deve ser estudada “in vivo™,
* O mecanismo de modulagio do alfa mterferon ¢ diferente da mterleucina-2 e, provavelmente
antagonicos. A combinagio de 5-fluorouracil, alfa mterferon e interleucina-2 ndo apresentou
citotoxicidade mator que do 5-fluorouracil isolado.
¢ Njo ficou provado que o 3-fluorouracil na dose e nas linhagens celulares utilizadas possa ser

um radiosensibilizador muito efetivo.
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7. Sumario

O céncer colorretal € uma doenga muito fregiiente. Estima-se que nos Estados
Unidos da Aménica 11.300 novos casos ocorream em 1992 ¢ que 31.000 pessoas morreram em
conseqiiencia a esta neoplasia. Muitos progressos tem sido realizado no campo da génese desta
neoplasia, Estudos genéticos tem propostos modelo seqiiencial de eventos moleculares genéticos
coincidentes com o desenvolvimento ¢ progressdo do cincer colorretal. O resultado destes estudos é
gue num futuro proximo poderemos prever com seguranga como vAo evoluir os pacientes
portadores desta neoplasia. A despeito da evolugfio no diagnostico precoce , no entendimento da
génese da neoplasia, no conhecimento dos fatores prognésticos, a taxa de sobrevida obtida com o
tratamento cirlirgico nio mudou significativamente  nos altimos 40 anos, 38% de todos os
pacientes com cincer de colon que so operados tem docnga metastatica em linfonodos regionais;
21% tem metastases & distAncia e ndo mais que 20 a 30% destes sobrevivem a 5 anos. A recidiva
do tumor & a outra causa de 6bito, sendo que 2/3 ocorrem nos 2 primeiros anos aps a cirurgia e
90% dentro dos primeiros 5 anos, Estes nimeros significam que a aproximadamente 35% dos
pacientes com cncer colorretal morrem em consegiiéneia 4 neoplasia com doenga disseminada. O
tratamento sistémico ¢ baseado em uma tmica droga, 5-flucrouracil, ha mais de 40 anos. Avangos
tem sido realizado no tratamento adjuvante do cdncer de colon estagio C de Dukes com a
combinagio de 5-fluorouracil ¢ levamisole. Trabathos clinicos confirmam um decréscimo no
nimero de recidivas apos a cirurgia neste grupo de pacientes, enquanto os pacientes com doenga
metastatica respondem ao S-fluorouracil classico em menos de 10% das vezes. A radioterapia tem
sua indicagdo restrita aos pacientes portadores de cdncer de reto com alto risco de disseminagfio
locoregional. Sua atuacdo ndio tem mudado a sobrevida, mas tem valor na redugdio das recidivas
locais. Justifica-se plenamente a busca de novas opedes de tratamento para pacientes avancados

portadores de neoplasia coloretal. Os modificadores da resposta biologica sdo novos agentes com
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capacidade de lise tumoral desenvolvidos nos Gltimos anos. A maneira de atuagio destas
substincias ainda ndo ¢ totalmente conhecida. Além de uma possivel citotoxicidade direta, atua
estimulando o sisterna imunologico ¢ proporciona smergismo na citotoxicidade de alguns
guimioterapicos. O interferon alfa tem sido empregado no tratamento de varias neoplasias
homatologicas ¢ em alguns tumores solidos. Sua combinagio com S-fluorouracil tem mostrado
sinergismo tanto “in vitro”quanto em trabalhos clinicos fase I e Il em cncer coloretal avangado,
com indice de resposta que variam de 35 a 70%. A interleucina-2 ¢ uma glicoproteina produzida
por linfécites T tem a capacidade de ativagio das células “NK” ¢, também, das células T
citotoxicas. Trabathos clinicos fase 1, para tratar cincer colorretal avangado tem sido realizado
porém, com respostas ocasionais sem impacto na sobrevida.

Este trabalho tem como objetivo estudar “in vitro” a combinaglo do
quitioterapico antimetabolito 5-fluorouraci] com interferon alfa para confirmar seu sivergismo ¢
adicionar interleucina-2 como provavel agente sinérgico realizando dupla modulagdo na tentativa
de aumentar a citotoxicidade. Além disto, estudar o possivel sinergismo entre S-fluorouracil ¢ a
radioterapia “in vitro™. Para o estudo com interferon, interleucina e 5~ fluorouracit foram utilizadas
sete linhagens celulares de clncer colorretal : SW403, WiDr, HCT1116, HCTS, SW48, LoVoe
Colo201. O teste de cititoxicidade empregado foi 0 MTT. O ICs do 5-FU encontrado foi , em
média, 2.5 uM. O interferon alfa apresentou citotoxicidade muito variavel ndo sendo possivel
definir o ICsy a ndo scr para a linhagem LoVo onde seu valor foi de 20.000 Ul/ml. A interleucina-2
nfo mostrou citoxicidade direta as linhagens celulares estudadas. A interagdo sinérgica do 3-
fluorouracil ¢ interferon foi vista em apenas uma linhagem @ WiDr (IC, = 211/ L1}, A
interagio sinérgica entre 5-fluorouracil ¢ IL-2 foi vista em trés linhagens : HCTS{ICs, = 2.45/1.3),
LoVo (ICs = 2.25/1.2) e Colo201 (IC50 = 10.7/5.2). Niio houve interagiio sinérgica quando fot

combinado 5-flucrouracil, interferon alfa ¢ interleucina-2, nas linhagens celulares estudadas.
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No estudo da radiosensibilidade foram utilizadas os testes de citotoxicidade por
Ensaio Clonogénico e o SRB ¢ as seguintes linhagens celulares : L8174, WiDr, HT29, §W1398,
LoVo, SWIi16 ¢ Colo205. O teste de radiosensibilidade pelo SRB  mostron um DO de
aproximadamente 5 Gy sendo as linhagens mais radiosensiveis a LoVo (4 Gy) e LS174T 2 Gy). O
ensaio clonogénico foi realizado mostrou que a linhagem LS174T foi a mais sensivel com um DO
igual 1.5 Gy. Utilizando-se doses citotoxicas minimas do 5-FU (0.01mg/ml a 0.05mg/ml) para
testar sua radiosensibilidade nas linbagens celulares, o resultado foi que em ambos os testes nio
houve mudanga significativa na radiosensibilidade.

Concluimos que as linhagens celulares de cdncer colorretal sfo muito
heterogénias com relagdo a resposta a imunomodulagio ¢ a radiosensibilidade “in vitro”. O
sincrgismo entre S-fluorouracil ¢ as citoquinas sdo dose dependentes e existem tanto com alfa
interferon quanto com a interlencina-2, porém no existe sinergismo para dupla modulagfio. 0
mecanismo de modulacio do alfa interferon é diferente do mecanismo da interleucina-2 e

provavelmente antagonicos,
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8, Summary

Colorectal cancer is one of the most frequent tumor in adults. Despite all
knowledge on molecular biology, risk factors and prevention of these tumors, survivals with
surgery haven't changed during last 40 years. 38% of patients presenting colon cancers have
positive Iymphonods at time of surgery. About 53% of them will dye of disseminated disease.
Systemic treatment is based on 5-Fluouracil monochemotherapy for more than 40 years. Some
better results are possible on stage Dukes C by combining 5-FU with levamisole.

Radiotherapy reduces local recurrence but does not change overall survival

This study evaluated combinations of 5-FU with Alfa interferon and interJeukin-2,
biological responses modifiers, and also the impact of adding 5-FU to treatment with irradiation,
We used 10 colon cell lines with MTT, SRB and clonogenic assays. We could detect synergism in
one cell tine (WiDr) with association of 5-FU with Alfa Interferon. and in 3 cell tines (LoVo, Colo
701, HCTS) with 5-FU plus interleukin-2, We could not detect any synergism by combining the 3
drugs in same experiment in any cell line.

All cell lines did not present any improved response to radiotherapy by adding 53-

Fluorouracil.
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