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RESUMO

O céncer de colon é a terceira causa de morte relacionada ao cancer no
mundo. Sao fatores de risco o historico familiar, doengas inflamtérias e habitos
alimentares. Apesar de importantes progressos terapéuticos, as respostas na
doenca avangcada permanecem insatisfatérias. A combinacgao Irinotecan (CPT-11)
e 5-Fluorouracil (5-FU) é utilizada como tratamento de primeira linha no
carcinoma avangcado de célon. Quando comparado com as drogas isoladas a
utilizacdo de CPT-11 2 h antes do 5-FU (CPT-11>5-FU) demonstrou um efeito
sinérgico. Estas observagdes foram relacionadas com um aumento de danos ao
DNA e apoptose. Neste estudo foi investigado qual a via de indugao de apoptose
€ ativada apés tratamento com CPT-11>5-FU. Também foi avaliado se a ativacao
da apoptose pode estar relacionada com alteragcées nas enzimas superéxido
dismutase (SOD), timidilato sintase (TS) e topoisomerase | (Topo I). Com este
objetivo, as linhagens celes a
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celular. Por outro lado, na linhagem HT-29, o tratamento com CPT-11>5-FU
aumentou a atividade da Mn-SOD em 50% quando comparado com a exposi¢ao
ao CPT-11 isolado. Estas observacdes indicam que o aumento da apoptose
observado com a combinagdo CPT-11>5-FU na linhagem HT-29 pode ser
explicado por um colapso no potencial da membrana mitocondrial levando a um
aumento da atividade da Mn-SOD e indugéo das caspases. Na linhagem SNU-C4,
a apoptose nao é o principal mecanismo de citotoxicidade da combinagao CPT-
11>5-FU. Nossos achados sugerem que a toxicidade do tratamento com CPT-
11>5-FU n&o esté relacionada com as enzimas TS e Topo |, nas du 0 3io676udEpM 208 TP-0
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ABSTRACT

Cancer of the colon is both the third most common type of cancer and
leading cause of cancer death. The incidence of colon cancer begins to rise at age
40 and peaks between 60 and 75 years. People with a family history of colon
cancer have higher risk of developing the cancer themselves. A family history of
familial polyposis or a similar disease also increases the risk of colon cancer. Diet
affects the risk of colon cancer, but not fully elucidated mechanism.
Notwithstanding important improvements in therapeutic strategies, results in
advanced disease remain unsatisfactory. The combination of Irinotecan (CPT-11)
and 5-Fluorouracil (5-FU) is currently used in the treatment of advanced colorectal
carcinoma. When compared to both agents alone, the CPT-11 followed by 5-FU
combination treatment (CPT-11>5-FU) demonstrated a synergistic effect. This
observation can be related to an increased in apoptosis induction. In this study, we
examined which pathways of apoptosis induction are activated after treatment with
CPT-11>5-FU. Also, we investigated whether the activation of apoptosis can be
associated to alterations in superoxide dismutase (SOD), thymidylate synthase
(TS) and topoisomerase | (Topo |) activities. Thus, cells were exposed to each
drug in varying concentrations and sequences, and assessed for cytotoxicity,
apoptosis, changes in the mitochondrial membrane potential and involvement of
caspases. We also evaluated the colony formation, Topo | activity, DNA-Topo |
complex formation, cell cycle distribution, TS activity, TS mRNA, and SOD activity.
Enhanced apoptosis was observed with all treatments containing 5-FU in SNU-C4
cells, however in HT-29 cells, only the CPT-11>5-FU enhanced apoptosis. In HT-
29 cells, both caspase-3 and caspase-9 were involved in the activation of
apoptosis after exposure to CPT-11>5-FU. Moreover, in these cells, a reduction of
50% in mitochondrial membr



HT-29 cell line, CPT-11>5-FU enhanced 50 % Mn-SOD activity when compared to
cells treated with CPT-11 alone. These observation indicated that the increase in
apoptosis observed with CPT-11>5-FU, in HT-29 cells, could be explained by a
disruption in mitochondria membrane potential that enhanced Mn-SOD activity and
induced caspases activation. In the SNU-C4 cells, apoptosis is not the most
important mechanism of cytotoxicity of CPT-11>5-FU. Moreover, our findings
suggest that CPT-11>5-FU cytotoxicity are not related to Topo | nor TS, in both
HT-29 and SNU-C4 cell lines. In order to further elucidate these observations
studies are ongoing in our laboratory.
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INTRODUCAO

1 EPIDEMIOLOGIA E ETIOLOGIA

O céncer é um dos maiores problemas de saude publica tanto nos paises
desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento. Na maioria dos paises o
cancer € a segunda causa de morte por enfermidade, logo depois das doengas
cardiovasculares. No Brasil, as estimativas para o ano de 2005 apontam a
ocorréncia de 467.440 novos casos de cancer. Na regido nordeste, diferente do
restante do pais, 0 Cér}ﬁﬁé%ﬁ terceira causa de morte (6,3% dos Obitos), atras
das doencas infecciosas e parasitarias. Nas outras regides, permanece como a
segunda causa de 1684 Tc 3.83984 0 Td (i)Tj-0.06d.3983 Tc 120.4398 0 TdO Td (1!
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de cancer nos paises industrializados (American Cancer Society Homepage,
2004). Apesar disso, as taxas de incidéncia desta neoplasia diminuiram numa
razdo de 1,8% ao ano no periodo de 1985-1995, se estabilizando nos ultimos
anos. Esse declinio é, provavelmente, resultado de um aumento nos exames e
remocao de polipos no intestino, o que previne a progressao para um cancer
invasivo (Jemal et al., 2003).

No Brasil, este quadro é diferente. Como sugerido pelo Instituto Nacional
de Cancer (INCA), o carcinoma do célon afeta, nos dias atuais, 70% mais
brasileiros do que em 1979 (Ministério da Saude. Instituto Nacional de Cancer,
2004). Segundo as estimativas de incidéncia e mortalidade por cancer no Brasil,
publicadas pelo INCA, o nimero de novos casos de cancer de célon previsto para
0 ano de 2005 é de 12.410 em homens e de 13.640 em mulheres. E os ébitos
esperados, em homens e mulheres estdo estimados em 3.700 e 4.270,
respectivamente (Ministério da Saude. Instituto Nacional de Cancer, 2004).

Apesar de diversos fatores contribuirem para a carcinogénese do cancer
de coélon, as doengas associadas (retocolite ulcerativa e doenga de Crohn) e a
predisposicao genética (polipose intestinal familiar e sindrome de Lynch)
merecem especial atencdo. De fato, aproximadamente 5-10% dos céanceres
colorretais ocorrem devido a heranga mendeliana (Jemal et al., 2003).

Tem sido demonstrada uma forte associacao entre pessoas com familiares
em primeiro grau com cancer colorretal e o aumento do risco de desenvolver esta
neoplasia (Slattery et al., 2002). Além do mais, foi demonstrado que o aumento
deste risco é diretamente proporcional ao nimero de familiares com este tipo de
cancer (Johns and Houlston, 2001; Slattery et al., 2002). Diversos estudos
identificaram um aumento de 2 a 3 vezes no risco de desenvolver cancer de célon

em pessoas com parentes em primeiro grau com esta neoplasia (Tabela 1).

Embora apresente fatores de risco de natureza hereditéria, a variabilidade
na incidéncia e mortalidade deste tipo de cancer sugere a existéncia de causas
ambientais (Potter, 1999; Fearon and Gruber, 2001). Aproximadamente 75% dos

pacientes com cancer de célon apresentam doenga esporadica, sem evidéncias
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de desordem herdada. Os 25% restantes dos pacientes possuem histérico familiar
de cancer de célon, o que sugere uma contribuicdo genética, exposicao a fatores
ambientais, ou a combinagcédo de ambos (Cohen et al., 1997; Potter, 1999; Shields
and Harris, 2000).

Tabela 1: Risco de desenvolvimento do cancer de célon em relagao ao histérico familiar.

Historico familiar Risco
Sem historico familiar 4%
Um parente em primeiro grau com cancer de colon 9%
Mais de um parente em primeiro grau com cancer de colon 16%

Dados obtidos de Slattery et al., 2002.

O fator de risco primario para o cancer de colon € a idade, com mais de
90% dos casos diagnosticados em pessoas com idade superior a 50 anos. Tal
fato é resultante da associacao de fatores genéticos com exposicao prolongada a
carcinégenos ambientais. O aparecimento da doenga aumenta apds os 40 anos
de idade atingindo sua incidéncia maxima aos 70 anos, sendo muito raro em
criancas (Cohen et al., 1997; Fearon and Gruber, 2001). Em pacientes jovens,
ressalta-se a necessidade de pesquisar condicdes que possam estar associadas
ao desenvolvimento do céancer de célon como as doencas genéticas ou

inflamatorias (Okuno et al., 1987).

Entre os possiveis fatores de risco ambientais estdo: dieta alimentar
(Fearon and Gruber, 2001; rG
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diferenciagcdo e morte celular (Heitman and Cameron, 1990; Rupnarain et al.,
2004). Foi sugerido que o consumo de dietas hipercaléricas, podem desenvolver
a resisténcia a insulina, aumentando os niveis de triglicerideos e acidos graxos
circulantes. Este fato é um estimulo para a proliferacdo das células do colon e
acumulo de intermediarios toxicos do oxigénio, propiciando um ambiente
favoravel para a promogao do cancer (Bruce et al., 2000). Dois estudos recentes
sugerem que a ingestdo de uma dieta rica em fibras esta inversamente
relacionada com a incidéncia do cancer de célon (Bingham et al., 2003; Peters et
al., 2003). Por outro lado, outros autores nao demonstraram relagédo entre o alto
consumo de fibras nem suplementos de fibras com a redugdo do risco de
desenvolver adenomas colorretais (revisado em Potter, 1999). Apesar da
controvérsia, é sugerido que a ingestao de uma dieta rica em fibras protege contra
o cancer colorretal, através da reducao do tempo do transito intestinal, diminuindo
a exposi¢cao da mucosa do colén a potenciais carcinbgenos, como por exemplo,
aminas heterociclicas e nitrosaminas (Dashwood, 1999; Peters et al., 2003;
Mathew et al., 2004). Em contraste, uma dieta rica em carne e gordura animal
aumentaria 0s riscos por propiciar uma maior exposicao a estes agentes (Potter,
1999; Mathew et al., 2004). Além disso, a atividade fisica esta relacionada com
um decréscimo no risco do cancer de célon, uma vez que reduz o tempo de
transito dos alimentos no intestino (Potter, 1999). Também, foi demonstrado que o
consumo excessivo de 4&lcool associado a absorcdo reduzida de folato
(encontrado nos vegetais) pode aumentar o risco de desenvolver cancer de célon

(Giovannucci et al., 1995).

As infecgbes bacterianas também contribuem para a ocorréncia do cancer
de colon, visto que, iniciam um processo inflamatério crénico e formam
metabdlitos carcinogénicos (Parsonnet, 1995). A inflamacdo causada pela
bactéria Helicobacter pylori, gera radicais livres mutagénicos, além de induzir a
proliferag@o das células intestinais, podendo iniciar a formagéo do cancer de célon
(Parsonnet, 1995). Neste sentido, Meucci et al. (1997) detectou anticorpos para H.
pylori em 69,2% dos pacientes com cancer de célon, comparado com 49% no
grupo controle.
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2 CLASSIFICACAO E CARACTERISTICAS CLiNICAS DOS TUMORES DE
COLON

Do ponto de vista etiolégico, podemos classificar os tumores de célon
como: associado a polipose adenomatosa familiar (FAP); cancer colorretal
hereditario ndo poliposo (HNPCC) e céncer colorretal esporadico (Cohen et al.,
1997). Aproximadamente 1% dos casos de cancer de colon provém da FAP, 3-5%
da HNPCC, 30% de origem familial, 60% sao canceres esporadicos e 0s
restantes sao devido a sindromes raras como, por exemplo, sindrome de Gardner
e de Turcot (Figura 1) (Liu et al., 1996).

FAP 1%

HNPCC 4%
Esporadico 61%
Sindromes Raras 4%

Familial 30%

Figura 1: Freqléncia dos tipos de tumores de célon (FAP = polipose adenomatosa
familiar; HNPCC = cancer colorretal hereditario nao poliposo).

O céancer de colon pode, também, ser classificado quanto a sua histologia
em: carcinoma, adenocarcinoma e sarcoma. O adenocarcinoma é o tipo
histolégico mais freqUente, sendo responsavel por 90% a 95% dos casos (Cohen
et al., 1997). A evolucdo e o prognostico do cancer de célon dependem
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principalmente do estadiamento do tumor (Cohen et al., 1997). O sistema TNM &
um dos sistemas utilizados no estadiamento do cancer de célon. Este sistema
(Figura 2) se baseia na combinacao de trés caracteristicas: T - tamanho do tumor
primario e/ou grau de extensdo local; N - presenga ou ndo de metastases nos
linfonodos regionais; M - presenca ou ndo de metastases a distancia. Além das
letras, sé@o utilizados numeros indicando a progressao da doenga (American Joint
Committee on Cancer, 2002).

TNM

Tumor Primario (T)

TX Tumor primario ndo pode ser determinado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial, ou invasao da lamina basal
T Tumor invade submucosa

T2 Tumor invade muscular prépria

T3 Tumor invade até a subserosa

T4 Tumor invade outros 6rgaos ou estruturas

Linfonodos Regionais (N)

NX Linfonodos regionais ndo podem ser determinados
NO Sem metastases em linfonodo regional

N1 Metastases em 1-3 linfonodos regionais

N2 Metastases em 4 ou mais linfonodos regionais

Metastases a Distancia (M)

MX Metastases a distancia ndao podem ser determinadas
MO Sem metastases a distancia
M1 Metastases a distancia

Figura 2: Sistema TNM para estadiamento clinico do cancer (Adaptado de American
Joint Committee on Cancer, 2002).

O adenocarcinoma de célon foi estadiado pelo sistema de Dukes’ (Dukes,
1932), recebendo posteriormente diversas modificagdes. A mais importante foi
proposta por Astler and Coller (1954). Este sistema ficou conhecido como sistema
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de Dukes’ modificado. O sistema de classificacdo mais utilizado atualmente é o
proposto pela “American Joint Committee on Cancer” (AJCC), onde o cancer de
cblon pode ser classificado em 4 estagios (American Joint Committee on Cancer,
2002) (Figura 3).

Estadiamento Clinico
AJCC TNM Dukes Dukes’
Modificado

Estagio 0 Tis,NO,MO

Estagio | T1,NO,MO A A
T2,NO,MO0 A B1

Estagio 1A T3,NO,M0 B B2

Estagio IIB T4,NO,M0 B B3

Estagio IlIA T1,N1,M0 C C1
T2,N1,M0 C C1

Estagio I1IB T3,N1,M0 C C1
T4,N1,M0 C C1

Estagio IlIC Qualquer T,N2,M0 C Cc2

Estagio IV Qualquer T,qualquer N,M1 D D

Figura 3: Correlacdo entre os sistemas utilizados no estadiamento clinico dos tumores de
célon (Adaptado de American Joint Committee on Cancer, 2002).

Os tumores classificados como Estagio | (Dukes’ A) apresentam sobrevida
pbs-operatéria por mais de 5 anos em 90% dos casos. Os de Estagio Il (Dukes’ B)
a sobrevida cai para 75% dos casos, ja pacientes com estagio lll (Dukes' C) a
sobrevida é de 35-60% dos casos. Entretanto, menos de 10% dos casos de



26

pacientes com estagio IV (Dukes' D) apresentam sobrevida de 5 anos (American
Joint Committee on Cancer, 2002).

A disseminagao do tumor de célon pode ocorrer por invasao direta para os
orgaos vizinhos ou através de metastases venosa e linfatica. As metastases sao
mais freqlentes nos ndédulos linfaticos regionais, seguidos do figado, pulmao,
0sso0s, peritbnio, bexiga e cérebro. O numero de linfonodos aumenta
proporcionalmente com o aumento do grau do tumor. De fato, linfonodos positivos
estdo associados a 30% dos tumores de baixo grau e com 81% dos tumores de
alto grau (Dukes and Bussey, 1954; Cohen et al., 1997).

3 CARACTERISTICAS MOLECULARES

O céancer colorretal pode ser dividido em dois grupos com base em padrées
moleculares: (a) tumores com instabilidade cromossémica e (b) tumores com
instabilidade de microssatélites (Lengauer et al., 1998; Lindblom, 2001). Tumores
com instabilidade cromossbmica se desenvolvem preferencialmente no lado
esquerdo do colon, tem DNA aneupldide e mutagdes nos genes K-ras, APC e
p53. Por outro lado, tumores com instabilidade de microssatélites normalmente
ocorrem no célon direito, apresentam DNA dipléide e mutagdes no fator de
crescimento transformante B (TGF-B), no gene bax e nos genes ligados ao
sistema de reparo de mal-emparelhamento (“mismatch repair’; MMR) (Smyrk and
Lynch, 1999). Aproximadamente 85% dos canceres de colon resultam de
instabilidade cromossémica e 15% sao devido a instabilidade de microssatélites
(Lengauer et al., 1998; Lindblom, 2001). Entre os tumores de instabilidade
cromossOmica encontramos os originados da FAP e entre os de instabilidade de
microssatélites os HNPCC (Tabela 2).
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Tabela 2: Caracteristicas da Polipose Adenomatosa Familiar (FAP) e Sindrome do
Céancer Colorretal Hereditario Nao Poliposo (HNPCC).

Caracteristicas

FAP

HNPCC

Padrédo de Heranca
Incidéncia

Genes?

Cancer de célon®

Pélipos no colon

Variagoes
sindromes

das

Autossdmica dominante
1:10.000

APC (>90%)

39

> 100 pdlipos em jovens

Sindrome de Gardner (muitos
poélipos, cistos epiderméides,
osteomas)

Sindrome de Turcot (pdlipos e
tumor cerebral)

Autossdmica dominante
1:2.000

MLH1 (59%)
MSH2 (38%)

MSH6 (1,3%)

44

Poucos polipos detectados
por endoscopia

Sindrome de Lynch Tipo |
(cancer de colon sem muitos
polipos)

Sindrome de Lynch Tipo |l
(cancer de col6on sem muitos
polipos, cancer de estbmago,
cancer urotelial)

3Percentual de casos com mutacdes genéticas; "média de idade em anos (Adaptado de
Grivicich, et al., 2005).

A FAP se caracteriza pelo desenvolvimento de mudltiplos pdélipos, que

progridem para o cancer (Tabela 2). Quando nao tratados, um ou mais pélipos

poderdo progredir para um cancer perto dos 45 anos, que corresponde a

aproximadamente 20 anos antes da ocorréncia do cancer de colon em individuos
nao portadores da FAP (Nishisho et al., 1991).
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A doenca ocorre por uma mutacdo herdada no gene adenomatous
polyposis coli (APC) localizado no cromossomo 5q, que induz a formagéo destes
pblipos (Groden et al., 1991; Nishisho et al., 1991). Mutagcées no gene APC de
células germinativas foram observadas na maioria dos pacientes com FAP. As
mutagdes génicas mais freqlientes sdo mutagdes sem sentido ou “frameshift
mutation”, resultando na formag¢ao de uma proteina truncada com fungao alterada
(Fearnhead et al., 2001). Diversas variantes da FAP foram descritas (Tabela 2).
Entre estas, a sindrome de Gardner, onde os individuos afetados apresentam
pélipos associados a cistos sebaceos, lipoma, fiboromas, osteomas de face e
dentes supranumerarios impactados. E a sindrome de Turcot, na qual além dos

pélipos, sdo freqlentes manchas café-com-leite, tumores papilare
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defeitos neste sistema de reparo estdo relacionados com os estagios iniciais do
desenvolvimento de adenomas (De Jong et al., 2004).

O processo de tumorigénese depende de um desequilibrio nas fungdes de
proto-oncogenes e genes supressores tumorais. Estes genes codificam proteinas
reguladoras de vias de transducado de sinais para funcdes celulares essenciais,
tais como: proliferagao, diferenciagéo, apoptose, adeséo, migracao e angiogénese
(Tronick and Aronson, 1995; Weinstein et al., 1995; Weinberg and Hanahan,
1996).

Acredita-se que a transformagéo do adenoma em carcinoma é resultado de

uma série de mudancas patolégicas da mucosa normal para o ca
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estdo relacionadas com o crescimento do tumor e o surgimento da displasia (Bos
et al., 1987; Fearon and Gruber, 2001). Os passos seguintes envolvem uma
delegcéo no cromossomo 18 (18q) (Vogelstein et al., 1988), sendo muito freqlente
nos carcinomas (70%) e rara em adenomas iniciais (6%). Tal alteragédo leva a
inativacdo do gene supressor de tumor DCC (“deleted in colon cancer”). Este
gene esta relacionado aos processos de adesao célula-célula e célula-matriz
extracelular, apresentando papel importante no potencial metastatico das
neoplasias do célon (Vogelstein et al., 1988; Bos et al., 1987; Fearon and Gruber,
2001).

I I I I I I I I I I I Tempo de Progressao
Cromossomo 12q; :
Cromossomo 5g; Mutagdes no gene Ras gromossomo 17p;
Mutagdes no gene APC erda do gene p53

Iil,z;t:rl:; Displasia Adenoma Adenoma Gl Carcinoma Metastases

Inicial Tardio
Outras Mutacdes

Figura 4: Modelo genético da progressao do cancer de colon (Cox-2 = ciclooxigenase-2;
MMR = reparo de mal-emparelhamento; DCC = “deleted in colon cancer’; APC =
“Adenomatous poliposis coli”).

Cromossomo 18gq;
Perda do gene DCC

Mutagdes nos genes
MMR

As mutagcbes mais tardias ocorrem no cromossomo 17 (17p) estando
relacionada com a transicdo de adenomas para carcinomas (Vogelstein et al.,
1988). A regidao mutada inclui, entre outros, o gene supressor de tumor p53, que
codifica uma fosfoproteina nuclear cuja disfungéo contribui para tumorigénese e
agressividade do tumor (Bos et al., 1987; Fearon and Gruber, 2001). Muta¢des no
p53 estdo presentes em aproximadamente 50% dos tumores colorretais. A
proteina p53 (Figura 5) participa da regulagédo do ponto de checagem de G1, que
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tem fundamental importdncia na manutengcdo da integridade do genoma, pois
permite a agdo dos mecanismos de reparo do DNA ou a remocdo de células
danificadas através do processo de apoptose (Lemoine, 1990). Danos no DNA
promovem a superexpressao e consequente ativacdo da p53, resultando na
parada do ciclo celular em Gy e iniciando o reparo do DNA. Apds o reparo, a p53
aumenta a transcrigdo da proteina mdm-2 (“murine double minute”) que a
inibidora da p53 (Figura 5). A protein

associa a p53 revertendo o
bloquei ular e promovendo o avango para a fase S (Sherr, 2000).

Agentes Antineoplasicos _—
Radiacao lonizante
Diminuicao de Fatores de Crescimento
TNF, Fas

Inibicao da
Mitose

Aumento da /

Quantidade e Atividade JEEEEE S bax | _5

da p53 bel-xg /-
bcl-2 I Cascata
< bcl-x de

Caspases

p21WAPYCIP1

Apoptose

LD > Progressao do
| I @ Ciclo Celular

Figura 5: Componentes envolvidos na sinalizagdo da p53 (Apaf-1 = “fator de ativagéo de
protease associada a apoptose 1”; cdk4 = quinase dependente de ciclina 4; mdm-2 =
“murine double minute”) (Adaptado de Agarwal et al., 1998).
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Quando os danos no DNA nao podem ser reparados, a ativagdao do ponto
de checagem de G1 pode levar a célula a entrar em apoptose (Figura 5) (Steller,
1995; Ashkenazi and Dixit, 1998; Blagosklonny, 1999). Mutagbes no gene p53
resultam em descontrole do ponto de checagem de G1, possibilitando que células
danificadas entrem na fase S sem reparar as lesdes. A probabilidade de estas
alteracdes serem transmitidas para células-filha, € aumentada quando ocorrem
simultaneamente mutacées em elementos da cascata apoptética, como por
exemplo, nos genes bcl-2 e bax. Esta instabilidade genémica cria condigdes para
ocorréncia de futuras mutacbes em oncogenes, além de induzir resisténcia as
drogas citotoxicas (Agarwal et al, 1998). De fato, mutacées no p53 estdo
relacionadas com resisténcia a tratamentos com inibidores da timidilato sintase,
como o 5-fluorouracil (Peters et al., 2000). A p53 modula, também, a atividade de
genes envolvidos com o controle da proliferagdo celular (Figura 5) (Fearon et al.,
1990).

Aproximadamente 15% dos canceres colorretais esporadicos apresentam
insercoes e delegcdes de nucleotideos com seqUéncias repetidas de DNA,
chamadas Instabilidade de Microssatélites (MSI), devido ao defeituoso reparo de
mal-emparelhamento (revisado em Grivicich et al, 2005). Algumas destas
alteragdes genéticas sdo utilizadas como marcadores progndsticos no cancer
colorretal (McLeod and Murray, 1999). Por exemplo, a perda da heterozigosidade
no cromossomo 18q indica um mau progndstico (revisado em Grivicich et al.,
2005). Outras alteragdes que podem interferir no prognéstico incluem o aumento
da expressao dos genes envolvidos no metabolismo das fluoropirimidinas como,
por exemplo, as enzimas timidilato sintase e diidropirimidina desidrogenase
(Macleod et al., 1999; Salonga et al., 2000). Além de alteracdo na expressao, o
polimorfismo do gene TS é considerado uma ferramenta promissora para
identificar o efeito clinico, toxicidade e risco de desenvolver o cancer de célon
(Kawakami et al., 2001).

Varios outros mecanismos envolvidos na transformacdo adenoma-
carcinoma foram sugeridos. Entre estes a participagdo da enzima ciclooxigenase

(Cox). Esta enzima possui duas isoformas ja identificadas: Cox-1 e Cox-2. Cox-1
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€ a forma constitutiva, enquanto que a Cox-2 somente se expressa ap0s ser
estimulada por fatores de crescimento, citoquinas e mitdgenos. A participacédo da
Cox na tumorigénese do carcinoma colorretal foi derivada de estudos com as
prostaglandinas (Ferrandez et al., 2003). Altos niveis de prostaglandinas
especialmente PGE»> foram encontrados em colénias e tumores colorretais
humanos (Eberhart et al., 1994). Consistente com essas observacdes, varios
estudos demonstraram que o gene da Cox-2 € a expressao desta proteina estao
associados as neoplasias de colon (Eberhart et al., 1994; Hao et al., 1999). A
superexpressao da Cox-2 em tumores colorretais ocorre nos estagios iniciais
(Figura 4) da tumorigénese (Hao et al., 1999), e esta associado com a invasdo do
tumor (Chen et al., 2001).

4 MODALIDADES DE TRATAMENTO

Aproximadamente 70% dos pacientes com cancer de colon se apresentam
com doenca aparentemente localizada no momento do diagnéstico. Uma vez
confirmada a auséncia de envolvimento metastatico através de exame clinico,
laboratorial e de imagem, estes pacientes sdo submetidos a resseccao cirurgica
com finalidade curativa (Andre et al., 2004; revisado em Grivicich et al., 2005).
Entretanto, a curabilidade destes pacientes depende da presenca ou nao de
células tumorais ocultas, ndo detectadas no momento do diagndstico. Quando
estes clones metastaticos persistem no organismo, apo6s a retirada completa do
tumor primario, levardo ao desenvolvimento de metastases a distancia e a morte
do paciente. Uma vez que a presenca de metastases ocultas € maior a medida
que aumenta o estadiamento do tumor, é de fundamental importancia que o
tratamento seja planejado de acordo com o estagio da doenca (Skibber et al.,

2001). Sendo uma neoplasia de dificil diagnostico inicial, a maioria dos pacientes
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se apresenta com a doenga em fase muito avancada, ja com metastases nos

linfonodos ou em outros 6rgéaos (Haller, 1988).

Nos pacientes com estagios | e Il, a cirurgia € curativa na maioria dos
casos (aproximadamente 80%) (Plate, 2001). Entretanto, nos pacientes com
estagio lll, a presenca de linfonodos regionais esta associada a um maior risco de
metastases ocultas a distancia. Este fato reduz a chance de cura cirdrgica em

50% dos casos.

Esta é a base racional para o uso da quimioterapia sistémica adjuvante
apds a cirurgia nos pacientes com metastases a distancia. A quimioterapia
sistémica adjuvante tem sido capaz de reduzir cerca de 30-40% o risco de
recidiva da doenga em estudos prospectivos e randomizados (Sun and Haller,
2005). Ainda que sem a mesma comprovagao cientifica, uma abordagem
semelhante tém sido aplicada a pacientes com estagio Il, que apresentam fatores
prognosticos que sugiram maior risco de recidiva (Cohen et al., 1997).

O tratamento padrdo para pacientes com estagio lll de cancer do célon e
de casos especiais de estagio I, consiste de cirurgia de resseccado tumoral
completa e linfonodos regionais, seguida de quimioterapia adjuvante. O
tratamento adjuvante, nestes casos, utiliza esquemas incluindo 5-fluorouracil (5-
FU) e Leucovorin (LV) associados ou ndo a um terceiro agente (Tabela 3). A
estimativa de sobrevida em 5 anos para pacientes com cancer de célon no
estagio | é de aproximadamente 85%, enquanto que para pacientes nos estagios
[l elll € de 70 a 80% e de 25 a 60%, respectivamente (Plate, 2001).

Com o objetivo de aumentar a eficacia do tratamento sistémico dos
pacientes portadores de cancer de célon, varios estudos vém sendo
desenvolvidos no sentido de modular bioquimicamente a atividade do 5-FU
(Peters and Van Groeningen, 1991), bem como identificar novos agentes e
estratégias de tratamento (Grivicich et al., 2001). Nas ultimas décadas, além do
irinotecan (CPT-11) e oxaliplatina (L-OHP), novos agentes com diferentes alvos
ou diferentes formulacdes vém sendo testados para incorporagdo no tratamento

adjuvante. Estes agentes incluem as fluoropirimidinas orais, anticorpos
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monoclonais e inibidores da ciclooxigenase-2 (Chau and Cunningham, 2002;
Andre et al., 2004).

Oxaliplatina (Eloxatin®; trans-/-diaminocyclohexane oxaloplatinum; L-OHP)
€ um composto platino de terceira geracdo e ativo em tumores colorretais,
avaliada no estudo europeu de fase Il denominado MOSAIC (De Gramont et al.,
2000; Giacchetti et al., 2000). A L-OHP, através de conversao enzimatica, se liga
ao DNA resultando na inibicao da replicacao e transcricdo (Raymond et al., 1998).
A L-OHP demonstrou ser eficaz no tratamento de primeira linha bem como de
segunda linha em pacientes com cancer de colon refratarios a terapia com 5-FU
(Machover et al., 1996). A associacdao da L-OHP com 5-FU/LV demonstrou
importante atividade na terapia de primeira linha no cancer colo-retal (Tabela 3).
Na Europa esta combinacéo foi aprovada no tratamento de segunda linha em
1999 e nos EUA em 2002 (De Gramont et al., 2000; Giacchetti et al., 2000).

A capecitabina (Xeloidg0l.62384 (L) T8A WiH6®! STBRI D). 16168 Tc I Ud) HEBRT 68



36

Tabela 3: Regimes quimioterapicos comumente utilizados no tratamento do cancer de
célon.

Regime Esquema de Administracao

NCCTG/ Mayo clinic LV 20 mg/m? (i.v., bolo), 5-FU 425 mg/m? (i.v., bolo). Dias 1-
5, repetido a cada 28 dias.

LV5FU2/ de Gramont LV 200 mg/m2 (i.v.i., 2 h), 5-FU 400mg/m2 (i.v., bolo), 5-FU
600mg/m?(i.v.i., 22 h). Dias 1 e 2, repetido a cada 14 dias.

AlO LV 500 mg/m? (i.v.i., 2 h), 5-FU 2600 mg/m® (i.v.i., 24 h).
Uma vez por semana durante 6 semanas, repetido a cada 8
semanas.

Lokich 5-FU 300 mg/m?/dia (i.v.i., 24 h). Infusdo continua durante os

dias 1-21, sem interrupgéo.

Capecitabina 2.500 mg/m?dia (oral, dividido em duas doses durante 14
dias). Intervalo de 7 dias, repetido a cada 21 dias.

Tegafur/uracil + folinato 300 mg/m?/dia tegafur + 672 mg/m?dia uracil + LV 90 mg/dia
de calcio (oral, dividido em 3 doses durante 28 dias). Intervalo de 7
dias, repetido a cada 35 dias.

Raltitrexed 3 mg/m? (i.v.i., 15 min). Repetido a cada 21 dias.
Irinotecan 350 mg/m? (i.v.i., 30-90 min). Repetido a cada 21 dias.
FOLFIRI LV 400 mg/m? (i.v.i., 2 h), CPT-11 180mg/m? (i.v.i., durante

90 min), 5-FU 400mg/m? (i.v., bolo), 5-FU 2.400 mg/m? (i.v.i.,
46 h). Dia 1, repetido a cada 14 dias.

IFL CPT-11 125 mg/m?(i.v.i., 90 min), LV 20 mg/m? (i.v., bolo), 5-
FU 500 mg/m? (i.v., bolo). Uma vez por semana, durante 4
semanas, repetido a cada 6 semanas.

FOLFOX4 LV 200 mg/m? (i.v.i., 2 h), L-OHP 85mg/m? (i.v.i., 2 h), 5-FU
400mg/m? (i.v., bolo), 5-FU 600 mg/m? (i.v.i., 22 h). Dias 1 e
2 (L-OHP somente no dia 1), repetido a cada 14 dias.

FOLFOX6 LV 400 mg/m? (i.v.i., 2 h), L-OHP 100 mg/m?(i.v.i., 2 h), 5-FU
400mg/m? (i.v., bolo), 5-FU 2.400 mg/m? (i.v.i., 46 h). Dia 1,
repetido a cada 14 dias.

CPT-11 = Irinotecan; 5-FU = 5-Fluorouracil; LV = Leucovorin; L-OHP = Oxaliplatina; i.v. =
intravenoso; i.v.i. = infusao intravenosa.
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O UFT (Orzel®), é outro exemplo de fluoropirimidina para uso oral, que
consiste na combinagao de uracil e tegafur (1-[2-tetrahydrofuranyl]-5-FU, ftorafur)
na proporcao de 4:1 (Hoff et al.,, 1999) Tegafur € uma pro-droga do 5-FU que é
rapidamente absorvida ap6s administragdo oral. Apds ser absorvido o Tegafur é
hidroxilado e convertido em 5-FU através de enzimas hepaticas. O Uracil inibe a
principal enzima do catabolismo do 5-FU, a diidropirimidina desidrogenase (DPD)
A inibicao da DPD, previne a degradacao do 5-FU, permitindo a absorcao do
tegafur e aumentando as concentracées plasmaticas do 5-FU (Hoff et al., 1999).
Dois estudos de fase lll em pacientes com carcinoma de colon avancado
demonstraram que UFT/LV apresentou efeito equivalente aos esquemas com 5-
FU/LV (Hoff et al., 1999; Douillard et al., 2002).

A angiogénese tem um papel importante no crescimento tumoral, invasdo e
metastase. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) € de grande
importancia na promog¢ao da angiogénese (Figura 6), tornando-se um alvo para as
terapias anticancer. Tumores colorretais que apresentam uma elevada expressao
de VEGF estéo relacionados com um progndstico ruim (Cascinu et al., 2000). O
Bevacizumab (Avastin®), anticorpo monoclonal contra o VEGF recebeu em
fevereiro de 2004, aprovacao do FDA para uso na terapia de primeira linha em
pacientes com cancer colorretal metastatico. O Bevacizumab € o primeiro produto
aprovado que previne a angiogénese (FDA — U.S. Food and Drug Administration,
2004). Este anticorpo demonstrou um aumento de sobrevida, quando adicionado
ao esquema IFL (CPT-11/LV/5-FU em bolo) em estudos de fase Il (Rothenberg,
2004).

O crescimento tumoral também depende da ativagdo de receptores de
membrana como o receptor do fator de crescimento epidérmico (rEGF) que
controlam a sinalizacao intracelular para proliferacdo, adesao e migracao (Figura
6). A superexpressdo do rEGF tém sido freqlientemente associada as baixas
respostas ao tratamento e a progressdo da doencga (Baselga et al, 2001). O
cetuximab (Erbitux®), anticorpo monoclonal quimérico humano-murino, se liga
seletivamente ao rEGF resultando na inibicdo da proliferacdo e angiogénese,
além de estimular a apoptose (Baselga et al., 2001). Em um estudo de fase Il, o
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cetuximab associado ao CPT-11, demonstrou maior atividade quando comparado
com CPT-11 como agente unico (Mendelsohn, 2001).

rEGF

4 )

«H(—ﬁ

VEGF | —— > | Angiogénese
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Figura 6: Papel do receptor do fator de crescimento epidérmico (rEGF), do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) na
progressdo tumoral (MEK = “mitogen-activated protein kinase/extracellular-signal-
regulated kinase 1”; ERK = “extracellular-signal-regulated kinases”).
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Estudos recentes demonstraram que a ativacdo do rEGF pode induzir
(Figura 6) a expressao da enzima ciclooxigenase-2 (Cox-2) (Kulkarni et al., 2001).
A superexpressdao da Cox-2 participa da proliferacdo celular, inducao da
angiogénese, aumento da invasdo e metastase e inibicado da apoptose (Gately,
2000; Church et al., 2003). Recentemente, foi demonstrado que o celecoxib
(Celebrex®), um inibidor da Cox-2 pode aumentar as respostas obtidas com
agentes quimioterapicos, sem induzir aumento de toxicidade (McMurray and
Hardy, 2002). Novos inibidores da Cox-2 estdo sendo avaliados no tratamento do

cancer de colon (Tortora et al., 2003).
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Embora introduzido na clinica em 1957 e de apresentdr respostas em no

maximo 15% dos casos, o 5-Fluorouracil (5-FU) ainda é o agénte mais utilizado

no tratamento dos carcinomas colorretais (Heidelberger et al., 1957; A
2004).

O 5-FU é um agente antimetabdlito com peso molecular deg| 130.
caracteriza por apresentar semelhancas estruturais com intermedi@rios
dos &cidos nucléicos. Ele pode ser incorporado no lugar dos nucleqtide
ou do RNA causando alterag6es durante a replicagao e transcricao\(@f
O 5-FU é um anélogo estrutural do Uracil que apresenta um fllgf sul
hidrogénio no carbono 6. Devido a esta semelhanca estrytGral, ©
utilizar as mesmas rotas metabodlicas que o Uracil e g/Timina (G
(Figura 7).
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O 5-FU é uma pré-droga que para se tornar ativa necessita ser convertido
no desoxirribonucleotideo fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP; Figura 7) pela
acao da enzima Timidina Quinase (Figura 8) (Grem, 1996; Pinedo and Peters,
1998). O FAUMP, um desoxirribonucleotideo com peso molecular de 326.2 D,
interfere com a sintese do DNA através da inibicao da enzima Timidilato Sintase
(TS) (Grem, 1996). A TS catalisa a metilagdo da deoxiuridina monofosfato (dUMP;
Figura 7) em deoxitimidina monofosfato (dTMP), que sera, posteriormente,
convertida em deoxitimidina trifosfato (dTTP) (Figura 8). O FAUMP compete com
o dUMP ao ligar-se a TS, formando um complexo estavel e de lenta dissociacao,
impedindo a formacao do dTTP (Grem, 1996).

RNA

T

dumMp | sl | dTTP

N _/

Figura 8: Mecanismos de acdo do 5-Fluorouracil (5-FU = 5-Fluorouracil; TP = timidina
fosforilase; TK = timidina quinase; TS = timidilato sintase; dUMP = deoxiuridina
monofosfato; dTTP = deoxitimidina trifosfato; FAUMP = fluorodeoxiuridina monofosfato;
FUTP = fluorouridina-5’-trifosfato).

Embora estas observagbes sustem que a inibicdo da TS seja o principal
mecanismo de agdo do 5-FU, o processamento defeituoso do RNA, apés a
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incorporagao do ribonucleotideo fluorouridina-5’-trifosfato (FUTP) (Mandel et al.,
1981), além de quebras no DNA induzidas pela incorporagdo do
desoxirribonucleotideo fluorodeoxiuridina-5’-trifosfato (FAUTP) no DNA (Schuetz
and Diasio, 1985), podem contribuir com os diferentes niveis de citotoxicidade do
5-FU (Figura 8).

O 5-FU pode ser administrado em bolo ou em infusdo continua. E sugerido
que apoés a administragdo em bolo, 0 mecanismo de agao do 5-FU ocorre através
da interferéncia com o RNA. Enquanto que a inibicdo da TS é observada apés
infusdo continua (Sobrero et al., 2000). Quando utilizado isolado, em bolo, o 5-FU
apresenta taxas de respostas entre 10%-15%, quando administrado junto com
leucovorin (LV) estas respostas podem chegar a 25%, (Skibber et al., 2001). Este
aumento significativo é devido a maior inibicado da TS na presencga do LV (Peters
and Van Groeningen, 1991). O LV € um derivado do tetraidrofolato e serve como
fonte intracelular de folato reduzido. O LV prolonga a estabilizagdo do complexo
entre FAUMP/TS (Peters and Van Groeningen, 1991; Pinedo and Peters, 1998).

4.2 IRINOTECAN

O Irinotecan (CPT-11; Camptosar®; 7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-
piperidino]carbonyloxy-camptothecin, Figura 9) é um analogo semi-sintético da
Camptotecina, alcal6ide isolado das folhas da éarvore chinesa Camptotheca
acuminata (Takimoto and Arbuk, 1996; Rothenberg, 2001). O CPT-11 tem peso
molecular de 677 D e apresenta melhor solubilidade em solugées aquosas e
toxicidade mais baixa quando comparado com a camptotecina (Takimoto and
Arbuk, 1996).



42

HsC—CHz OH 4

Figura 9: Estruturas do Irinotecan (CPT-11) e SN-38.

Por ser uma pré-droga, o CPT-11 deve ser convertido em SN-38 (7-ethyl-
10-hydroxycamptothecin, Figura 9), que & 100-1000 vezes mai4023EiF 3Bmari20 1643} W05~
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fase S do ciclo celular (Kirstein et al., 2002). Com base nestas observagodes, foi
hipotetizado que a forquilha de replicacdo do DNA colide com este complexo
DNA-topo |, levando a formacao de quebras no DNA, bloqueio em G2 e morte
celular (Avemann et al., 1988; Hsiang et al., 1989).

Em estudos pré-clinicos, o CPT-11 demonstrou atividade em varios tipos
de tumores, incluindo os do trato gastrointestinal. Em subseqlentes estudos de
fase | e fase Il observou-se ampla acado antitumoral em varios tumores soélidos,
incluindo carcinomas de coélon, além de leucemias e linfomas (revisado em
Grivicich et al., 2005). Devido a sua eficacia no cancer de célon o FDA aprovou a
utilizacdo do CPT-11 como monoterapia no tratamento de segunda linha nesta
doencga (Sasaki et al., 1994).

4.3 COMBINAGAO CPT-11/5-FU

Muitos estudos tém sido realizados no intuito de avaliar a combinacéo do
CPT-11/5-FU/LV quanto a sua eficacia terapéutica no carcinoma de célon.
Evidéncias in vivo e in vitro sugerem uma interacao de citotoxicidade dependente
da sequéncia de administracao do 5-FU e CPT-11 (Grivicich et al., 2001; Andre et
al., 2004).

Em estudos pré-clinicos a utilizagdo do 5-FU junto com o CPT-11 ou o SN-
38 demonstrou efeito aditivo na citotoxicidade do 5-FU em linhagens celulares de
colon, leucemia e péancreas (revisado em Grivicich et al.,, 2001). Em um estudo
com seis linhagens celulares de célon foi observado um sinergismo com a
administracdo do SN-38 antes do 5-FU (Pavillard et al., 1998). Também foi
descrito um sinergismo quando o 5-FU foi utilizado antes do CPT-11 ou do SN-38
em linhagens de célon (Guichard et al., 1998b), enquanto que em outro estudo a
mesma sequéncia demonstrou ser antagbnica (Mans et al., 1999). Com base nos
efeitos sinérgicos obtidos em estudos pré-clinicos, além dos resultados como

agentes isolados, distintos mecanismos de acado e resisténcia e uma
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sobreposicao parcial de toxicidade, diferentes combinagdes com CPT-11 e 5-FU
tém sido avaliadas (revisado em Grivicich et al., 2001).

Diferentes protocolos combinando CPT-11 e 5-FU foram investigados em
estudos de fase | na Europa, Estados Unidos e Japao (Comella et al,, 1999;
Ducreux et al., 1999; Vanhoefer et al.,, 1999). Em subsequentes estudos de fase
Il, a combinagéo foi avaliada como segunda ou primeira linha no tratamento do
cancer de colon. O chamado regime FOLFIRI (acido FOLinico, 5-Fluorouracil,
IRInotecan) foi eficaz como tratamento de segunda linha contra carcinoma
colorretal metastatico, produzindo uma citotoxicidade aceitavel (Andre et al.,
1999). Dois estudos clinicos, randémicos, controlados (Douillard et al., 2000; Saltz
et al., 2000) levaram a aprovagao do regime CPT-11/5-FU/LV pelo FDA, nos EUA,
em abril de 2000. Nestes estudos, a combinacao de CPT-11 e 5-FU/LV resultou
em um significativo retardo no tempo de progressao dos tumores e um aumento
significativo na sobrevida, quando comparada com o protocolo 5-FU/LV (revisado
em Grivicich et al., 2001). Por esta razéo, desde 2000, o regime CPT-11/5-FU/LV
€ o tratamento quimioterapico de primeira linha mais amplamente usado nos EUA

para pacientes com cancer colorretal metastatico (Andre et al., 2004).

Entretanto, nem todos os pacientes respondem aos tratamentos
quimioterapicos. A resisténcia as drogas antineoplasicas € um dos maiores
problemas e causas do fracasso das terapias anticancer (Gorlick et al., 1999).
Existem muitos mecanismos de resisténcia, como a superexpressao da
glicoproteina P (pgp) (Beck, 1987), superexpressao do gene bcl-2 (Fischer et al.,

1993) ou a supressdo das DNA topoisomerases | e |l (Beck, 1989), entre outros.

A resisténcia ao 5-FU parece ser determinada por alteracées nas enzimas
envolvidas em seu metabolismo, particularmente as enzimas responsaveis pela
conversdao do 5-FU em FAUMP (timidina fosforilase e timidina quinase). Além
disso, alteragdes nos niveis da TS e afinidade desta com FAUMP também estao
associados com a resisténcia ao 5-FU (Spears et al., 1988; Peters et al., 1995).
Alteracbes na atividade da enzima topo | esta relacionada a diminuicdo da
capacidade do CPT-11 de introduzir quebras no DNA, sendo considerado o
principal mecanismo de resisténcia a este agente (Schneider et al, 1990;
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Takimoto and Arbuk, 1996). Alem disso, a enzima carboxil esterase (essencial
para a conversdo do CPT-11 no seu metabdlito ativo SN-38) tem um papel
importante na resposta ao tratamento com CPT-11. Neste sentido, Van Ark-Otte
et al. (1998) demonstrou uma maior resisténcia ao CPT-11 em linhagens celulares

com baixa expressao de carboxil esterase.

5 TIMIDILATO SINTASE

Significativa expressdo da TS foi observada em melanomas, leucemias,
tumores de ovario, cérvix, mama, pancreas, pulmao, cabeca e pescogo, gastricos
e colorretais. Tanto a atividade quanto a expressao desta enzima & maior (10-
40%) em tecidos tumorais, quando comparados com tecidos normais (Parr et al.,
1998; Nishimura et al., 1999; Otake et al., 1999; Suzuki et al., 1999). Neste
sentido, foi demonstrado que a elevada expressao de TS em tumores colorretais
esta relacionada com resisténcia as terapias baseadas no 5-FU (Peters et al.,
1995). Além de ser considerada um alvo interessante para agentes
antineoplasicos, a TS esta envolvida com processos de morte e proliferagao
celular. A expressdo da TS é dependente do ciclo celular, apresentando uma
maior atividade durante a fase S (Johnson, 1992). Estudos mostraram que a
expressdo da TS pode ser inibida pela expressdo de p53 e p21 através da
supressao do E2F, o fator de transcricdo desta enzima (Agarwal et al., 1998; Van
Triest et al., 1999a).

A TS é uma enzima citosélica que catalisa a metilacdo nao reversivel do
dUMP em dTMP, o precursor do dTTP. O co-substrato para a TS é o 5,10-
metilenotetraidrofolato (CH>THF), o qual forma um complexo ternario com o
dUMP e a TS (Figura 11). Apos transferir o grupo metil para o dUMP, o
diidrofolato se desliga, seguido do dTMP (Takemura and Jackman, 1997). O 5-FU
inibe a TS através da formacdo do FAUMP, que vai competir com o dUMP
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ligando-se a TS e ao folato (Figura 11). Este novo complexo ternario € de dificil
dissociagao, porque o grupo metil ndo pode ser transferido (Lockshin et al., 1984).

—— DHF —

DHFR
G THF
CHJHF‘J

dUMP

Figura 11: Mecanismo de agao da enzima timidilato sintase (TS = timidilato sintase; DHF
= diidrofolato; DHFR = diidrofolato redutase; THF = tetraidrofolato; CH,THF =5,10-
metilenotetraidrofolato; dUMP = deoxiuridina monofosfato; dTMP = deoxitimidina
monofosfato).

Assim como diversas proteinas envolvidas na sintese de DNA, a TS é
regulada durante o ciclo celular (Chellappan et al., 1991). A progressao do ciclo
celular de G1 para S é determinada pela capacidade da proteina Rb (pRb) e
proteinas associadas em inibir a atividade dos fatores de transcricdo da familia do
E2F. Quando né&o fosforilada, a pRb se liga ao fator de transcricdo EZ2F,
impedindo que o DNA transcreva os genes necessarios para o andamento do
ciclo celular (Banerjje et al., 1998). A fosforilagdo da pRb causa a separacao do
complexo pRb-E2F, liberando o fator de transcricao E2F (Figura 5). O E2F livre
ativa a transcricdo de genes necessarios para a sintese do DNA, como, por

exemplo, o da TS (Banerijje et al., 2000). O aumento da expressao de E2F leva a
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expressdo aumentada da TS e, por consequiéncia, a baixas respostas ao 5-FU
(Van Triest et al, 1999a). Foi demonstrado, também, que células com
superexpressao de E2F sdo mais sensiveis ao tratamento com SN-38 (metabdlito
ativo do CPT-11) independente da sensibilidade ao 5-FU (Banerjje et al., 2000).
Além disso, a TS pode se ligar ao seu proprio RNAm e ao p53, reprimindo a sua
transcricao (Ju et al., 1999).

A inibicao da TS causa danos no DNA (Spears et al., 1988; Van Triest and
Peters, 1999b), parada do ciclo celular (Tonkinson et al, 1997) e apoptose
(Backus et al., 2001). O dano ao DNA induzido pela inibicao da TS parece ativar
proteinas que estimulam a apoptose (Backus et al., 2001; Backus et al., 2003).
Por exemplo, foi demonstrado que a expressdo de p53 e do receptor Fas
aumentam apos a inibicao da TS pelo antifolato AG337, em linhagens celulares
de carcinoma de colon (Backus et al., 2003). Também foi observado a existéncia
de uma associac¢ao entre a redugao na taxa bcl-x;/bax e apoptose apds exposi¢ao
a inibidores da TS (Shimizu et al., 1996).

6 TOPOISOMERASE |

A topo | € uma enzima nuclear de 100 kDa encontrada tanto em procariotos
quanto em eucariotos (Takimoto et al., 1997). Em mamiferos, esta enzima esta
diretamente envolvida com a manutengdo da estrutura topografica do DNA
durante os processos de traducao, transcricdo, reparacao e divisdo celular
(Vosberg, 1985; Wang, 2002; Malik and Nitiss, 2004), promovendo a conversao
do DNA superenrolado em DNA relaxado (Stewart and Schutz, 1987; Takimoto et
al., 1997). Para isto, a topo | introduz, no sitio de replicagdo de uma das cadeias
do DNA, uma quebra reversivel (Schneider et al., 1990), formando um complexo
covalente entre a enzima e o DNA, chamado de complexo clivavel (Pommier,
1996; Takimoto et al., 1997; Wang, 2002). Depois de se ligar na molécula de DNA
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a topo | corta uma das fitas, gerando simultaneamente uma ligagdo fosfodiéster
covalente entre o fosfato 5 liberado no DNA e um residuo de tirosina na enzima.
A extremidade hidroxila 3° do DNA é mantida em covaléncia pela enzima. A fita
de DNA que ndo foi clivada passa por dentro do sitio de clivagem. A fita clivada é
entdo liberada, formando uma estrutura com as mesmas ligacées que o DNA no
inicio, mas com uma super-hélice negativa a menos (Wang, 1996). A seguir,
ocorre a religacao da fita e dissociacao da enzima, regenerando a dupla fita de
DNA intacta (Figura 12) (Vosberg, 1985; Wang, 2002). A topo | ndo necessita de
ATP ou NAD para a ligacao, utilizando a energia armazenada na clivagem (Wang,
2002).

-Y)
* 7
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Figura 12: Mecanismo de acdo da enzima topoisomerase | (Topo I) (Adaptado de Zaha,
1996).

A toxicidade dos agentes inibidores da topo | ocorre através da
estabilizacdo do complexo enzima-DNA-inibidor. Sabe-se que o acumulo e a
prolongada estabilizacdo destes complexos resultam em defeitos irreversiveis na
replicacdo do DNA, o que leva a morte celular (Pommier, 1996). Tumores com
niv