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ReEsumo: Objetivo: Este estudo teve como objetivo investigar os
efeitos da vitamina D na proliferacdo e apoptose de células de
melanoma. Metodologia: Para isso, a linhagem B16F10 foi tratada
com diferentes concentra¢des de vitamina D por 13 horas. Em
seguida, a viabilidade celular foi analisada pelo ensaio MTT. A
anadlise de variancia Student One-Way (ANOVA), com o teste post-
hoc de Tukey, foi utilizada para avaliar as variacdes significativas
entre os conjuntos de dados. Resultados: A concentragdo 10 vezes
maior que a fisiolégica mostrou o efeito citotdxico mais
pronunciado, seguida pelas concentracbes de 20 e 1 vez. A
sobrecarga de vitamina D levou a diminuicdo da viabilidade das
células B16F10. Conclusbes: As diferentes concentracdes de
vitamina D utilizadas neste estudo (200 ng/mL e 400 ng/ml)
levaram a uma diminui¢do na viabilidade da linhagem celular de
melanoma murino, ja o efeito citotdxico foi observado através da
reducdo da absorbancia apresentada pelo método MTT.
PALAVRAS-CHAVE: Melanoma. Vitamina D. Raios Ultravioleta.

ABSTRACT: Aim: This study aimed to investigate the effects of
vitamin D on the proliferation and apoptosis of melanoma cells.
Methodology: For this purpose, the B16F10 cell line was treated
with different concentrations of vitamin D for 13 hours. Then, cell
viability was analyzed by the MTT assay. Student One-Way Analysis
of Variance (ANOVA), with Tukey's post-hoc test, was used to
evaluate significant variations between the data sets. Results: The
concentration 10 times higher than the physiological one showed
the most pronounced cytotoxic effect, followed by concentrations
of 20 and 1 time. Vitamin D overload led to a decrease in the
viability of B16F10 cells. Conclusions: The different concentrations
of vitamin D used in this study (200 ng/mL and 400 ng/mL) led to a
decrease in the viability of the murine melanoma cell line, while the
cytotoxic effect was observed through the reduction in absorbance
presented by the MTT method.

KevywoRrDs: Melanoma. Vitamin D. Ultraviolet Rays.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento do cancer de pele é influenciado por fatores genéticos e ambientais. Certos
componentes hereditarios, incluindo mutac¢des genéticas, tipo de pele, pigmentacao do cabelo e dos
olhos, e deficiéncias nos mecanismos de reparo do DNA, podem predispor os individuos ao cancer de
pele'. Ambientalmente, a radiagdo ultravioleta (RUV) é um fator de risco significativo. A exposicdo
cronica ou cumulativa a RUV perturba a melanogénese, induzindo um estado excitatério nos
melandcitos, que podem se tornar neoplasicos2,3. A RUV compromete os mecanismos de reparo do
DNA, causa imunossupressdo e gera espécies reativas de oxigénio (ERO), todos fatores que contribuem
para a fotocarcinogénese*.

Apesar dos efeitos nocivos, a exposicdo a RUV também tem resultados benéficos, como a sintese
de vitamina D. Este hormonio isoprenoide lipossoluvel passa por uma rea¢do fotoquimica na pele
mediada pela RUV, produzindo vitamina D3 (colecalciferol). A vitamina D3 é biologicamente inativa até
ser convertida enzimaticamente no figado e nos rins em 1,25-diidroxicolecalciferol, um horménio que
regula o metabolismo do calcio nos rins, intestinos e 0ssos®,®. Importante destacar que a vitamina D
demonstrou propriedades anticancerigenas devido a sua capacidade de inibir processos proliferativos
neoplasicos7,8,9.

A deficiéncia de vitamina D tem sido associada a um risco aumentado de desenvolvimento de
varias doencas inflamatérias e cronicas, incluindo asma, doencas infecciosas e certos tipos de cancer.
Estudos mostraram que niveis mais altos de vitamina D estdo correlacionados com uma menor
incidéncia de alguns tipos de cancer, sugerindo seu papel como fator profilatico e seu potencial para
oferecer um bom progndstico®. Estudos in vitro indicaram que a vitamina D exerce efeitos
antiproliferativos sobre células neopldsicas, induzindo genes pré-apoptdticos e antiproliferativos em
canceres como préstata, mama, colon e leucemia3?,

Quanto aos ensaios clinicos, os resultados sugeriram que melhorar o status da vitamina D por
meio de maior exposicdo ao sol e suplementacdo pode reduzir o risco de cancer de préstata’®. Em outro
estudo, altos niveis de vitamina D melhoraram significativamente os resultados clinicos em mulheres
brasileiras na pds-menopausa com cancer de mama'. Estudos epidemioldgicos realizados sobre o cancer
colorretal forneceram forte suporte para a associacdo inversa entre o nivel sérico de 25(0OH)D e o risco
de cancer de célon tanto em homens quanto em mulheres'?.

Estudos clinicos também observaram que pacientes com melanoma frequentemente
apresentam niveis séricos reduzidos de vitamina D3. Isso levou a sugestdes de que a suplementacdo de
vitamina D em altas doses apds a remogdo do tumor primario pode ser benéfica tanto para a prevencao
quanto para o tratamento do melanoma'3,"*. Além disso, estudos in vitro demonstraram que a vitamina
D pode modular o estresse oxidativo em células A375™ e inibir o crescimento de células de mieloma de
maneira dependente de PTEN e do receptor de vitamina D (VDR)'®.

Embora os beneficios potenciais da vitamina D na preveng¢do do cancer sejam promissores, as
evidéncias ainda nao sdo conclusivas. Os pesquisadores ainda estdo investigando os niveis ideais de
vitamina D para a prevencao do cancer e se a suplementacao pode melhorar os resultados para
pacientes com cancer. Doses altas de vitamina D, por exemplo, estdo sendo estudadas em ensaios
clinicos para determinar seus efeitos na desaceleragdao da progressao do cancer ou no aumento da
eficacia dos tratamentos anticancerigenos3.

No contexto da promoc¢do da salude, aumentar a conscientizacdo sobre a importancia da
vitamina D e incentivar a exposi¢do segura ao sol, assim como o uso de suplementos, quando necessario,
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é fundamental. No entanto, os individuos devem consultar profissionais de saude antes de tomar doses
altas de vitamina D, pois a ingestdo excessiva pode levar a complicacdes de satude*.

Com base nessas informacgbes, o presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do
tratamento com vitamina D na proliferacdo de células de melanoma. Para isso, a linhagem celular
B16F10 foi tratada com diferentes concentragdes de vitamina D (1000 Ul), e o ensaio MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio brometo) foi utilizado para avaliar os efeitos citotdxicos.

METODOS
CULTURA CELULAR

Células de melanoma murino, B16F10, foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) e uma mistura antibidtica de penicilina/estreptomicina a 1% em uma
concentragdo de 100 ug/mL. Um ambiente controlado em incubadora umidificada com 5% de CO, a 37°C
foi mantido durante todo o processo de cultivo celular.

ENSAIO DE MTT

Para examinar os efeitos citotéxicos da vitamina D em células B16F10, o método MTT foi
escolhido. As culturas celulares foram cultivadas em placas de 96 pocos com 5x10* células/poco e
incubadas por 24 horas em 5% de CO; a 37°C. Apds a incubacgao, as células foram tratadas com vitamina
D (1000 Ul; obtida de farmacia de manipulagdo) em concentracdes de 20, 200 e 400 ng/mL por 13 horas.
Subsequentemente, 10 uL de reagente MTT a 5 mg/mL foram adicionados a cada pogo e incubados por
mais 4 horas em incubadora umidificada com 5% de CO, a 37°C. As placas foram observadas ao
microscopio para demonstrar a formacdo de cristais de formazan. Apds a aspiracdo do meio de cultura
contendo MTT, foram adicionados 100 pL de alcool isopropilico. As absorbancias foram medidas a 590
nm usando um espectrofotdmetro Reader Synergy H1 Hybrid Reader (Biotek).

ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software PRISM 4. A analise de variancia
Student One-Way (ANOVA), com o teste post-hoc de Tukey (Diferenga Honestamente Significativa), foi
utilizada para avaliar as variacdes significativas entre os conjuntos de dados. Neste estudo, p < 0,001 foi
considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

O ensaio de viabilidade celular realizado, utilizando o método MTT, revelou que todas as
concentragdes testadas de vitamina D induziram citotoxicidade significativa em relacdo ao grupo
controle, que foi ajustado para 100% de viabilidade. Notavelmente, a concentragdo de vitamina D em
10 vezes o nivel fisioldgico provocou o efeito citotdxico mais pronunciado. Isso foi seguido pelas
concentragdes em 20 e 1 vez o nivel fisioldgico (Figura 1).
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Figura 1. Analise da proliferagdo de células B16F10 tratadas com altas doses de vitamina D pelo ensaio MTT. As
absorbancias foram medidas a 590 nm utilizando um espectrofotémetro. A analise de variancia Student One-
Way (ANOVA), com teste post-hoc de Tukey, foi utilizada para avaliar as variagGes significativas. *p < 0,001 foi

considerado estatisticamente significativo.
Fonte: os autores.

DiscussAO

Atualmente, hd um esforco constante para encontrar tratamentos eficazes e medidas
profilaticas para a progressao do cancer. O desafio de proporcionar conforto e seguranca aos pacientes
por meio de tratamentos ndo invasivos e de facil acesso continua sendo uma questdo global,®. Nas
Ultimas décadas, diversos autores sugeriram o uso potencial de sobrecarga de vitamina D para
tratamento, estimulacdo terapéutica e contencdo da progressdo neoplasica'292122,

Em um artigo de revisdo de Brozyna e colaboradores (2020)2, foi demonstrado que altos niveis
séricos de vitamina D estdo relacionados a uma menor incidéncia de metastases. A vitamina D e seus
derivados podem inibir a proliferacdo celular, um fenbmeno observado em nosso estudo. Verificamos
gue o aumento da concentracdo do tratamento resultou em uma diminuicdo da concentracdo da
linhagem celular. Esse fendmeno pode ser explicado por varios fatores. Como citado por Brozyna®, pode
ser atribuido ao aumento da expressdo de inibidores do ciclo celular, como p21 e p27, proteinas
sinalizadoras como IGFBP3 e TGF-B, e a regulacdo negativa da via de sinalizacdo hedgehog. A promocao
da apoptose também foi associada a vitamina D e seus derivados pela regulacdo negativa das proteinas
AKT e ERK e pela modulagdo de proteinas da familia BCL2, incluindo BAX, BAK e BAD?3:24:25:26,

No presente estudo, foi observado um efeito inibidorr na linhagem celular B16F10. Um estudo
semelhante realizado por Wang e colaboradores (2020)%, utilizando células de cancer de mama DT20,
mostrou que a taxa de crescimento foi desacelerada com o aumento das concentragdes de
1,25(0OH),VitD3, apresentando efeito toxico em doses acima de 1077 M. Uma explicagdo para o
crescimento celular prejudicado é a dificuldade na divisdo e sobrevivéncia da linhagem celular em
concentragoes elevadas de tratamento, o que leva diretamente a producdo de substancias envolvidas
na adesdo e diferenciacdo celular. Esse processo pode influenciar o crescimento celular por meio do
surgimento de novas proteinas?®:2%:3°,

Brozyna et al. (2020)® também explicaram esse efeito devido a a¢do antitumoral da forma ativa

da vitamina D, 1,25(OH),VitD3, por meio de seu efeito direto na proliferacao celular, apoptose e
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diferenciacao, interferindo diretamente no ciclo celular e no crescimento da linhagem celular. Sutedja e
colaboradores (2020)*' apontaram que tanto 1,25(0OH),D3 quanto 20(OH)D3 podem inibir a proliferacdo
de células cancerosas induzindo apoptose por meio do controle de ERO e da inibicdo de citocinas pré-
apoptaéticas e da expressdo de genes pro-metastaticos.

A reducdo da viabilidade das células cancerosas também foi observada em um estudo de Hussein
(2017)32, que avaliou a inibicdo de carcinoma de cabega e pescoco (linhagem celular JHU-29) e encontrou
uma diminui¢do dependente da dose na viabilidade celular com 1,25(0OH),Ds. Li et al. (2021)33 relataram o
efeito inibitério de 1,25(0OH),D3 em varias linhagens celulares de cancer gastrico (MLN45, KATO Ill e
MKN28). Enquanto o tratamento ndo teve efeito na linhagem celular MKN28, as outras duas linhagens
mostraram inibicdo da viabilidade dependente da dose e diminuicdo na formacao de colbnias. Isso pode ser
explicado pela ativacao do receptor de vitamina D, que também aumenta de maneira dependente da dose.

Em concentragdes de 400 ng/mL, houve um aumento na viabilidade da linhagem celular B16F10
em comparag¢do com 200 ng/mL, embora ainda abaixo da concentracdo fisioldgica de individuos adultos.
Essa acdo pode ser explicada pela adaptacdo celular ao aumento da concentracdo de vitamina D. Um
estudo semelhante usando a linhagem celular de cancer de mama MCF-7 por Diesing e colaboradores
(2006)3* demonstrou que a estimulacdo com sobrecargas de vitamina D3 e 25-hidroxivitamina D3
resultou em aumento da expressdo de enzimas metabolizadoras de vitamina D. Isso indica que a
linhagem celular pode regular a expressao, particularmente da 24-hidroxilase, proporcionando um
efeito protetor contra os efeitos indutores de apoptose do calcitriol.

O uso de vitamina D para tratamento neopldsico é uma drea promissora. Além de sua capacidade
de inibir a proliferacdo celular e o ciclo celular, pode ser combinada com a quimioterapia para aumentar
a eficacia terapéutica®®. Estudos ja relacionaram sua capacidade de sensibilizar células malignas a
radiacdo ionizante e a radiacdo de feixe de prétons, bem como a varias classes de quimioterapicos. Por
exemplo, Maj e colaboradores (2018)3¢ descobriram que adicionar tratamento com vitamina D ao
Imatinibe e a cisplatina reduziu a inativacdo do analogo da vitamina D em tumores, aumentando sua
disponibilidade. Da mesma forma, Alizadeh-Navaei e colaboradores (2019)%” observaram que o
tratamento combinado de vitamina D com 5-FU e cisplatina teve um alto efeito citotdxico nas linhagens
celulares de cancer gastrico (AGS).

CONCLUSAO

As diferentes concentragcbes de vitamina D utilizadas neste estudo (200 ng/mL e 400 ng/mL)
levaram a uma diminuicdo na viabilidade da linhagem celular de melanoma murino. O efeito citotdxico
foi observado através da reducdo da absorbancia apresentada pelo método MTT. As potenciais
aplicacbes desse tratamento sdo diversas, abrangendo desde o uso individual até tratamentos
sinérgicos, bem como efeitos profilaticos e estabilizacdo de neoplasias, resultando em um bom
prognostico para o paciente. No entanto, é importante destacar que nosso estudo possui limitagoes,
pois foi realizado apenas in vitro, sendo necessarios estudos adicionais em modelos animais. Outro fator
limitante é o uso de doses elevadas de vitamina D, que podem promover efeitos citotdxicos em animais
e humanos.
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