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Os indices de desenvolvimento do cancer continuam crescendo mundialmente. O melanoma e
o hepatocarcinoma, possuem uma etiologia heterogénea e complexa, e as melhores respostas
ao tratamento baseiam-se na quimioterapia citotéxica, limitada por fatores como
imunossupressao, resisténcia e toxicidade, restringindo os avangos terapéuticos. Assim o
reposicionamento de medicamentos tem ganhado destaque nas pesquisas. Esse termo ¢é
definido como a utilizacdo de medicamentos ja aprovados e bem estabelecidos na clinica, para
o tratamento de doencas diferentes da sua indicacdo original. Possui vantagens em relacdo a
busca tradicional de substincias ativas, como administracdo mais segura, pois seus dados
farmacoldgicos e toxicoldgicos ja estdo disponiveis, além de custo menor em relacdo ao seu
desenvolvimento. O dissulfiram, utilizado hd anos no tratamento do alcoolismo cronico, ja
demonstrou efeitos antineopldsicos promissores frente a uma ampla variedade de canceres,
sendo considerado um forte candidato ao reposicionamento no tratamento oncoldgico, tendo
atividade cobre dependente descrita. O objetivo desse estudo foi analisar a atividade
citotéxica in vitro de dissulfiram (DSF) e sua associag¢do ao cobre, frente a linhagens celulares
tumorais de melanoma (B16F10), hepatocarcinoma (HepG2) e linhagem ndo tumoral de
macréfagos (Raw 264.7). A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico com
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT). Aproximadamente 10.000
células foram adicionadas as microplacas de 96 orificios de fundo chato. As linhagens
celulares foram incubadas por 24 horas, a 5% de CO: em atmosfera umidificada para
aderéncia suficiente das células as placas. A seguir, as mesmas foram incubadas nas
condi¢des descritas anteriormente, com sete diferentes concentracdes (1uM; 3uM; 6uM;
12uM; 25uM; 50uM; 100uM) do dissulfiram ou do cloreto de cobre (II) e ainda com a
combinagdo dessas concentragcdes de dissulfiram com 3uM de cloreto de cobre (II), a fim de
investigar suas interacdes. Apos a incubagao, 20ul. de MTT (5Smg/mL) foram adicionados aos
pocos e as placas foram incubadas por mais 4 horas. A seguir, 0 meio foi removido e os
cristais de formazan foram dissolvidos pela adicao de 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). A
citotoxicidade foi detectada por meio da medida das absorbancias a 570 nm em leitora de
microplacas (Anthos-2010). Os experimentos foram todos realizados em triplicata e a
viabilidade celular para cada concentracdo dos compostos foi expressa em porcentagem,
comparada com a obtida para os controles nado tratados (100% de viabilidade). Os valores de
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ICso (concentragao do composto teste que reduziu a viabilidade celular em 50%) foram
estimados por andlise de regressdo ndo linear. Para fins de controle e comparagdo, foram
avaliadas as atividades dos medicamentos antineopldsicos utilizados na terapia clinica,
temozolomida e sorafenibe. Os dados foram analisados por ANOVA de uma via, seguido pelo
teste de Tukey, usando o software Graph Pad Prism 5 (Graph Pad, San Diego, CA).
Diferencas com p <0,05* foram consideradas significativas. Ap6s, foi determinado o Indice
de Combinacao (CI) da associagdo (DUAN et al., 2014), com a seguinte interpretacao: CI = 1
indica aditividade; CI< 1 sinergismo e CI>1 indica antagonismo. Dissulfiram apresentou
ICs0= 9,14 no hepatocarcinoma, ICso= 29,36 no melanoma e ICs0=17,5 nos macréfagos. Nas
mesmas linhagens, cloreto de cobre (II) apresentou ICso= 25,88; ICso= 22,46 e ICs0= 8,41,
respectivamente. A combinagdo das duas substancias apresentou ICso de 5,42 na linhagem de
hepatocarcinoma, valor menor que o apresentado pelo medicamento padriao sorafenibe (ICso
=7,13), sendo considerada sinérgica a associacdo de DFS e cobre (CI< 1). Frente ao
melanoma, a combinacdo apresentou ICso= 8,25; valor pr6ximo ao obtido para temozolamida,
sendo também considerada sinérgica a combinagdo (CI< 1). Frente as células ndo tumorais,
associadas, as substincias apresentaram ICso= 17,42; devido a esse valor, a combinagdo foi
considerada antagbnica. Com base nos resultados apresentados, pode-se inferir dissulfiram
como um potencial candidato ao reposicionamento de medicamentos no tratamento do cancer,
principalmente no que diz respeito a sua utilizacio em combinac¢ido ao cobre, uma vez que
apresenta efeito sinérgico frente as linhagens tumorais de melanoma e hepatocarcinoma.
Ainda ndo havia sido relatada sua atividade frente a essas linhagens celulares tumorais,
destacando a importancia do segmento de pesquisas que visem a procura pelas atividades
citotoxicas desse medicamento.
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