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RESUMO: Nota-se que ha uma deficiéncia na disponibilidade de informacdes e,
consequentemente, na reprodutibilidade in vitro das metodologias de indugéo a resisténcia
quimioterapica com células de CCR tratadas com 5-FU. Consequentemente, o método de
estabelecimento de células de CCR resistentes deve possuir efeito sobre a resposta ao
5-FU em ensaios de viabilidade celular. O empreendimento cientifico, sendo a base da agao
de politicas publicas que visam enfrentar os desafios da saude coletiva, fica comprometido
devido a essa heterogeneidade metodoldgica. Logo, a compreensédo dos efeitos dessa
diversidade de metodologias pode significar uma melhora coletiva na sobrevida geral dos
pacientes.

PALAVRAS CHAVE: Saude coletiva. Reprodutibilidade. Quimiorresisténcia.

COLORECTAL CANCER: INFLUENCE OF 5-FLUOROURACIL ON CELLULAR
PHENOTYPE AND ITS IMPACT ON PUBLIC HEALTH

ABSTRACT: It is noted that there is a deficiency in the availability of information and,
consequently, in the in vitro reproducibility of methodologies for inducing chemotherapy
resistance with CRC cells treated with 5-FU. Consequently, the method for establishing
resistant CRC cells must have an effect on the response to 5-FU in cell viability assays.
The scientific enterprise, which is the basis for public policy action aimed at addressing
collective health challenges, is compromised due to this methodological heterogeneity.
Therefore, understanding the effects of this diversity of methodologies can mean a collective
improvement in the overall survival of patients.
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INTRODUGAO

A saude coletiva € um campo do saber constituido para iluminar a complexidade
do processo saude-doencga, considerando suas diferentes dimensbées e implicagdes na
realidade social (KABAD; PONTES; MONTEIRO, 2020). E a produgdo de conhecimentos
voltados para a compreensio da saude e a explicagao de seus determinantes sociais, bem
como o ambito de praticas direcionadas prioritariamente para a sua promocao, prevengao
e cuidados a agravos, tomando por objeto n&do apenas os individuos, mas sobretudo, os
grupos sociais - a coletividade (SILVA; PAIM; SCHRAIBER, 2014). As doengas crbnicas
nao transmissiveis se constituiram como um problema de saude de grande magnitude, em
razao da elevada carga econdmica para os servigos de saude e a sociedade na totalidade
por conta das mortes e da invalidez precoce. Dentre essas doencas, destaca-se o cancer,
que tem um impacto direto na qualidade de vida da populagéo (CALO; et al, 2022).

O céncer colorretal (CCR) € um dos tipos de cancer que se tornou um problema de
saude coletiva, ocupando a terceira posicdo entre os tipos de cancer mais frequentes no
Brasil (INCA, 2022). A denominagao cancer colorretal engloba os tumores que se iniciam
no intestino grosso, especificamente no coélon, reto e canal anal. De todos os pacientes
diagnosticados com CCR metastatico, aproximadamente 70% a 75% sobrevivem acima de
1 ano, 30% a 35% mais de 3 anos, e menos de 20% apresentam sobrevida global maior do
que 5 anos apos o diagnéstico (BILLER; SCHRAG, 2021).

A alternativa mais utilizada para lidar com essa doenga sao os quimioterapicos.
O 5-Fluorouracil (5-FU) é um analogo de nucleotideo utilizado no tratamento de tumores
de mama, estbmago e CCR, seu mecanismo de acado envolve a inibicdo da timidilato
sintase, uma enzima importante para a replicacédo do DNA, e a integracao na estrutura de
moléculas de RNA (BLONDY; et al, 2020). Entretanto, o fenbmeno da quimiorresisténcia,
gue se caracteriza pela ineficiéncia do farmaco, tém resultado em desfechos desfavoraveis
para os portadores de CCR tratados com 5-FU. O cancer é uma doencga heterogénea,
portanto, o entendimento do fendétipo tumoral frente a tratamentos distintos possibilita o
desenvolvimento de estratégias que culminardo na melhoria da sobrevida geral do paciente,
impactando positivamente a saude coletiva (HAFFNER; et al, 2021).

Além da deficiéncia na disponibilidade de informacdes e, consequentemente, na
reprodutibilidade in vitro das metodologias de indugao a resisténcia com células de CCR
tratadas com 5-FU, o que deve possuir efeito sobre a resposta ao 5-FU em ensaios de
viabilidade celular, questdes relacionadas a saude coletiva e estratégias de saude publica
deficientes sdo grandes obstaculos para o enfrentamento do CCR. Essa realidade também
é resultado de fatores ambientais, principalmente relacionados ao estilo de vida (pouca
atividade fisica, alimentagdo inadequada, obesidade, tabagismo) e envelhecimento
da populagdo (PIRES; et al, 2021). O conhecimento do funcionamento molecular, e
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a reprodutibilidade das pesquisas relacionadas ao CCR e a quimiorresisténcia sao
fundamentais para melhorias no tratamento desta doenca e para o preenchimento das
lacunas epistemoldgicas relacionadas ao tema.

OBJETIVO

Este trabalho possui objetivo geral de levantar a discusséo a respeito do efeito do
fendtipo celular, metodologia de cultivo e protocolo de resisténcia sobre a resposta das
células de CCR ao tratamento in vitro com 5-FU. Visando mais eficacia dos tratamentos
baseados no quimioterapico 5-FU, o que pode gerar uma melhora na sobrevida geral dos
pacientes. Além disso, este trabalho visa preencher lacunas epistemoldgicas referentes ao
tema.

METODOLOGIA

Este estudo € uma reviséo integrativa da literatura com analise reflexiva e qualitativa.
Seu objetivo € descritivo e sua natureza bibliografica. A revisdo da literatura se deu a
partir das referéncias selecionadas, sendo essas de amplitude nacional e internacional,
priorizou-se por publicagdes atualizadas e artigos cientificos nas bases de dados “PubMed/
Medline”, “SCOPUS”, e “Web of Science”, com busca ampla. O mapeamento sistematico
da literatura cientifica foi orientado por descritores relacionados ao 5-FU, resisténcia
celular, reprodutibilidade e saude coletiva, adaptados aos critérios de cada base. Foram
excluidas da pesquisa os préprints, material editorial e blogs. Com base no grande numero
de publicacdes, optou-se pelos artigos com a problematica semelhante, palavras da busca
no titulo e/ou em palavras-chave.

FUNDAMENTAGAO TEORICA

O CCR abrange os tumores que se iniciam na parte do intestino grosso chamada
célon, no reto, que corresponde ao final do intestino imediatamente antes do anus, e
no anus. E uma doenca heterogénea, que se desenvolve predominantemente a partir
de mutagbes genéticas em lesdes benignas, como podlipos adenomatosos e serrilhados
(INCA, 2023a). Idade, fatores genéticos e ambientais sdo fatores de risco centrais no
desenvolvimento do CCR. A presenca de histérico familiar de cancer de célon em parentes
de primeiro grau, mesmo na auséncia das sindromes de carater hereditario, aumenta
o risco de desenvolvimento de CCR em cerca de 20% dos casos. Outras associacoes
bem conhecidas com céancer colorretal incluem etnia afro-americana, sexo masculino,
doenga inflamatodria intestinal — colite ulcerativa mais frequentemente do que a doencga
de Crohn, obesidade, sedentarismo, consumo de carne vermelha e carnes processadas,
tabagismo, etilismo, histérico de radiagdo abdominal, acromegalia, transplante renal com
uso de medicagdes imunossupressoras, diabetes mellitus e resisténcia a insulina, terapia
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de privagdo androgénica, colecistectomia, doenga arterial coronariana e anastomose
ureterocolica (THANIKACHALAM; KHAN, 2019).

Epidemiologia do Cancer Colorretal

O CCR é o terceiro cancer mais comum e a segunda principal causa de mortes
relacionadas ao cancer no mundo, com um numero estimado de 1,8 milhdo de novos casos
e cerca de 881.000 mortes em todo o mundo em 2018 (BAIDOUN; et al, 2021). Além disso,
projeta-se que os numeros do CCR aumentem para 3,2 milhdes de novos casos e 1,6
milhdo de mortes até 2040, com a maioria dos casos prevista para ocorrer em paises com
IDH alto ou muito alto (MORGAN; et al, 2023). Isso acontece, em parte, porque o cancer é
uma doenca relacionada com a idade, quanto mais velho se fica, maiores sao as chances
de se desenvolver cancer. Também ha relagdo com o nivel de escolarizacdo da populagao,
que impacta no rastreamento do CCR. No Brasil, comumente o diagnéstico de CCR é
feito ja nas fases avancgadas da doencga, em cerca de 55% a 70% dos pacientes. Assim,
quanto mais tarde for feito o diagndstico, maior € a probabilidade de complicacdes e
chances de um prognéstico reservado, com abordagens terapéuticas mais agressivas
ou apenas paliativas (GASHTI; et al, 2021). Esse dado evidencia o descaso com a saude
coletiva, pois sem informacéao e estimulo ao cuidado e prevenc¢ao de doencas como o CCR
a saude coletiva é prejudicada de forma direta e indireta.

Consequentemente, no Brasil, 0 numero estimado de casos novos de cancer de
célon e reto para cada ano do triénio de 2023 a 2025, é de 45.630 casos, correspondendo
a um risco estimado de 21,10 casos por 100 mil habitantes. Sem considerar os tumores
de pele ndo melanoma, o cancer de colon e reto ocupam a terceira posi¢cao entre os tipos
de cancer mais frequentes no Brasil (INCA, 2023b). Em termos de mortalidade no Brasil,
em 2020, ocorreram 20.245 6bitos por cancer de colon e reto (9,56 por 100 mil). Essa
neoplasia € considerada uma “doencga silenciosa”, seu diagnostico precoce € um dos
principais fatores que influenciam a sobrevida (ALRAHAWY; et al, 2022). Se o diagndstico
for feito precocemente, a sobrevida sera maior; no entanto, menos da metade dos casos
sdo diagnosticados nesta fase (FELISBERTO,; et al, 2021).

Tratamento do CCR e Quimiorresisténcia

O 5-FU é um componente essencial da quimioterapia sistémica em pacientes
diagnosticados com CCR, nos contextos paliativo e adjuvante. Trata-se de um dos
quimioterapicos de primeira linha mais usados nos tratamentos de neoplasias, melhorando
significativamente a sobrevida dos pacientes (MACEDO,; et al, 2009). Este farmaco age
como um antimetabalito para impedir a proliferagao celular, inibindo principalmente a enzima
timidilato sintase, bloqueando assim a formagao de timidina necessaria para a sintese de
DNAdurante afase de sintese (S) do ciclo celular (VODENKOVA; et al, 2019). Aquimioterapia
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€ o principal tratamento associado a cirurgia para pacientes com CCR, entretanto, a maioria
dos casos é marcada pelo desenvolvimento de resisténcia a quimioterapia, o que resulta
em falha terapéutica e prejuizo a sobrevida dos pacientes. (WANG,; et al, 2018).

Diferencas interindividuais na resposta ao tratamento em pacientes com CCR
podem ter origem na composi¢cao genética e epigenética unica de cada individuo. A maioria
dos pacientes pode se beneficiar da quimioterapia, enquanto outros ndo, podendo estes
ultimos sofrer com ciclos quimioterapicos ineficazes e até morrer por efeitos colaterais.
Ja a resisténcia aos tratamentos quimicos apresentada pelos tumores, é decorrente, em
sua maioria, da presenga de células-tronco cancerosas (CSCs) capazes de contornar
os insultos terapéuticos e promover a recorréncia da doengca (HUANG,; et al, 2022). As
CSCs sao uma classe de células pluripotentes envolvidas no desenvolvimento tumoral,
proliferacdo celular e disseminacao metastatica, ao mesmo tempo em que possuem
uma capacidade de auto-renovacao sustentada (ARAMINI; et al, 2022). A aquisi¢ao das
caracteristicas de células tronco envolve a transi¢ao epitélio-mesenquimal (EMT), onde as
células epiteliais adquirem um fendtipo mesenquimal que se caracteriza por um aumento
das capacidades de migracgéo, invasividade e resisténcia a apoptose, isto €, essas células
sofrem desdiferenciagao (MITTAL, 2018).

Como as quimioterapias convencionais tém como finalidade principal as células
cancerosas maduras e de alta proliferagéo, a populagao quiescente e pouco diferenciada
de CSCs contorna os insultos terapéuticos e sobrevive para restabelecer seus numeros
levando a reincidéncia do cancer (SETHY; KUNDU, 2021). O problema da resisténcia das
CSCs as terapias convencionais contra o cancer nao é simplesmente uma questdo de
incapacidade da quimioterapia e da radiagao para destruir as CSCs, mas sim que o proprio
tratamento demonstrou aumentar as caracteristicas das CSCs em células cancerosas nao
estaminais, e pode até converter células cancerosas nao estaminais em CSCs (KIM; et al,
2013). Assim, os mecanismos pelos quais as células tumorais sobrevivem ao tratamento
quimioterapico sdo uma area ativa de investigagao.

Com o objetivo de identificar os mecanismos da resisténcia celular tumoral e
aprimorar a agao dos farmacos, a resisténcia a quimioterapicos como o 5-FU tém sido
induzida em cultivos de células imortalizadas in vitro. Contudo, os achados das pesquisas
com tais células variam significativamente, devido a diversos fatores, como o tipo de célula
utilizada, os reagentes usados e a falta de padronizagdo nos protocolos e metodologias
experimentais. Esta variacdo impossibilita 0 acesso a um efeito definitivo da agao dos
farmacos de rotina clinica sobre a viabilidade destas células e a compreensao completa do
comportamento destas células diante do tratamento (JIN; et al, 2016).
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A Cultura de Células de CCR

A cultura celular tem como objetivo o estudo das células fora do organismo, em
um ambiente controlado, acabando por se tornar uma ferramenta crucial de pesquisa nos
laboratorios de todo o mundo. Este modelo de estudo possibilita a analise de diferentes
doengas, teste de novas drogas ou cosméticos, entre outros. As células utilizadas podem ser
primarias, vindas de um fragmento de tecido que conseguem sobreviver aos processos de
desagregacao e aderem a garrafa de cultivo para formar a primeira monocamada de células
daquele tecido. Células primarias conseguem manter suas caracteristicas genotipicas
e fenotipicas originais, mas possuem um tempo de vida curto. Contudo, a medida que
a cultura é replicada, as células com maior capacidade de proliferacdo predominam na
garrafa. Essas células altamente proliferativas ainda ndo perderam suas caracteristicas
originais e sdo denominadas de linhagem celular continua (ALVES, 2010a)

Acultura com células imortalizadas é frequentemente usada em experimentos in vitro.
No momento em que as caracteristicas genéticas das células s&o alteradas, elas deixam
de ser semelhantes morfolégica e geneticamente ao tecido original e sdo denominadas
de células transformadas (ALVES, 2010b). Esse processo pode ocorrer por virus ou
agentes fisicos como a luz ultravioleta. A transformacéo celular, ou carcinogénese, permite
mutagdes em genes responsaveis pelo controle do ciclo celular (proto-oncogenes e genes
supressores de tumor). Essas mutagdes podem resultar na superexpressao desses proto-
oncogenes e genes supressores de tumor. O principal reflexo dessa mutacao é a telomerase
ativa em células carcinogénicas. Teldbmeros sao complexos proteina-DNA que protegem as
extremidades cromossOmicas da ligadura e ressecgéo ilicitas. A cada divisédo celular, ocorre
o encurtamento dos teldbmeros gerando instabilidade no genoma e apressando o limite de
divisdo celular da célula. A telomerase € uma enzima ribonucleoproteica que sintetiza o
DNA telomérico para combater o encurtamento dos teldbmeros (SMITH; PENDLEBURY;
NANDAKUMAR, 2020). Isto &, a telomerase ativa significa que ndo ha limite de divisao
celular. Alguns outros reflexos dessas mutag¢des relacionados a carcinogénese sédo a
superexpressao de genes anti-apoptaticos e pro-angiogénicos (NGUYEN; GOEL; CHUNG,
2020).

A cultura de células in vitro apresenta vantagens em relagao ao modelo in vivo, tais
como a limitagdo do numero de variaveis experimentais, a obtencao de dados significativos
com maior facilidade, além do periodo de teste ser, em muitos casos, mais curto (ROGERO;
et al, 2003). Contudo, ndo é uma técnica perfeita, pois a proliferagao in vitro difere muito
da in vivo e caracteristicas como a heterogeneidade e arquitetura tridimensional sao
perdidas na cultura em monocamada 2D. Sendo assim, por mais proximo que a cultura
in vitro esteja da realidade, o desenvolvimento celular in vitro ainda estara a passos
largos do desenvolvimento in vivo. Apesar disso, as vantagens da cultura celular como
modelo experimental se mantém e sdo uma alternativa real e eficaz em muitas pesquisas
cientificas. Com os avangos tecnoldgicos, algumas das deficiéncias da cultura 2D vao
sendo gradualmente amenizadas por modelos alternativos e aprimorados, como na cultura
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tridimensional - 3D. No mais, o cultivo in vitro de células também representa um avanco
ético notavel na histéria cientifica, pois € uma alternativa ao uso de animais em pesquisas.

Indugao da Resisténcia e Reprodutibilidade In Vitro

Ainducao daresisténcia celular in vitro é crucial no desenvolvimento e aprimoramento
de quimioterapicos, pois possibilita a selecdo de farmacos mais eficazes. O modelo mais
comumente utilizado no estudo dos mecanismos de resisténcia a quimioterapia sao
linhagens celulares imortalizadas derivadas de neoplasias humanas. Elas podem ser
desafiadas in vitro com doses controladas e crescentes de quimioterapicos para produzir
variantes resistentes. Aanalise dessas novas linhagens celulares resistentes a quimioterapia
pode entdo permitir a identificagdo de alteracbes genéticas e protedmicas associadas ao
fenotipo resistente. Para tornar estes estudos in vitro clinicamente relevantes, €, no entanto,
necessario duplicar, tanto quanto possivel, as condi¢gdes de tratamento utilizadas in vivo. As
consideragdes devem incluir concentragdes clinicamente relevantes do medicamento, como
aquelas derivadas dos valores plasmaticos de pico, e o tipo de esquema de tratamento a
ser empregado (WATSON; LIND; CAWKWELL, 2007). Alguns métodos incluem adquirir
resisténcia ao 5-FU apds o tratamento intermitente com a dose da droga IC50 ou o
tratamento continuo com doses crescentes da droga (FRANCIPANE; BULANIN; LAGASSE,
2019). Cada método gera respostas diferentes nas células, principalmente pela falta de
padronizacao entre eles.

Consequentemente, a preocupacdo com a reprodutibilidade das observacdes na
pesquisa em ciéncias da vida tem surgido nos ultimos anos, particularmente diante de
experiéncias desfavoraveis com pesquisas pré-clinicas in vivo (HIRSCH; SCHILDKNECHT,
2019). Atribui-se a irreprodutibilidade as diferengas no manuseio de compostos, pipetagem
e contagem de células que n&o foram harmonizadas devido ao custo de adquirir a
instrumentacdo necessaria e a uma crengca — desmentida pela analise final — de que a
contagem de células € um procedimento tdo simples que diferentes ensaios podem ser
substituidos uns pelos outros sem consequéncias (NIEPEL, 2020). Essa crenga pode se
estender a outros processos metodoldgicos, como por exemplo nos ensaios de resisténcia
celular. Osresultados in vitro da aplicacdo dos métodos de resisténcia sdo muito discrepantes,
devido a falta de padronizagdo. Alguns autores tornam as células resistentes em algumas
semanas, outros em meses e até anos. Essa heterogeneidade metodoldgica deve gerar
efeitos diversos na resisténcia quimioterapica, prejudicando a a¢ao das drogas. Esse déficit
metodoldgico tem suas consequéncias elevadas quando, por exemplo, terapias potenciais
baseadas em achados in vitro transitam de testes pré-clinicos para condigdes muito mais
rigorosas de ensaios clinicos (COLLINS; TABAK, 2014).
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CONSIDERAGOES FINAIS

Em suma, considerando a caréncia na reprodutibilidade in vitro das metodologias
de resisténcia com células de CRC tratadas com 5-FU, e os resultados obtidos com esta
revisdo, € provavel que o método heterogéneo de estabelecimento de células de CRC
resistentes possua diferentes efeitos sobre a resposta ao 5-FU em ensaios de viabilidade
celular. Sendo assim, faz-se necessario uma padronizagao dos métodos de estabelecimento
de células resistentes, para garantir a reprodutibilidade e efeito integral dos farmacos, que
serao usados para atingir uma maior sobrevida global dos pacientes com CCR, melhorando
a saude coletiva da populagao que sofre com essa doenca.
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