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R E S U M O :  Objetivo: Este estudo teve como objetivo investigar os 
efeitos da vitamina D na proliferação e apoptose de células de 
melanoma. Metodologia: Para isso, a linhagem B16F10 foi tratada 
com diferentes concentrações de vitamina D por 13 horas. Em 
seguida, a viabilidade celular foi analisada pelo ensaio MTT. A 
análise de variância Student One-Way (ANOVA), com o teste post-
hoc de Tukey, foi utilizada para avaliar as variações significativas 
entre os conjuntos de dados. Resultados: A concentração 10 vezes 
maior que a fisiológica mostrou o efeito citotóxico mais 
pronunciado, seguida pelas concentrações de 20 e 1 vez. A 
sobrecarga de vitamina D levou à diminuição da viabilidade das 
células B16F10. Conclusões: As diferentes concentrações de 
vitamina D utilizadas neste estudo (200 ng/mL e 400 ng/mL) 
levaram a uma diminuição na viabilidade da linhagem celular de 
melanoma murino, já o efeito citotóxico foi observado através da 
redução da absorbância apresentada pelo método MTT. 
P A L A V R A S - C H A V E :  Melanoma. Vitamina D. Raios Ultravioleta. 

A B S T R A C T :  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. 
K E Y W O R D S :  Melanoma. Vitamin D. Ultraviolet Rays. 
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INTRODUÇÃO 

O desenvolvimento do câncer de pele é influenciado por fatores genéticos e ambientais. Certos 

componentes hereditários, incluindo mutações genéticas, tipo de pele, pigmentação do cabelo e dos 

olhos, e deficiências nos mecanismos de reparo do DNA, podem predispor os indivíduos ao câncer de 

pele¹. Ambientalmente, a radiação ultravioleta (RUV) é um fator de risco significativo. A exposição 

crônica ou cumulativa à RUV perturba a melanogênese, induzindo um estado excitatório nos 

melanócitos, que podem se tornar neoplásicos2,3. A RUV compromete os mecanismos de reparo do 

DNA, causa imunossupressão e gera espécies reativas de oxigênio (ERO), todos fatores que contribuem 

para a fotocarcinogênese⁴. 

Apesar dos efeitos nocivos, a exposição à RUV também tem resultados benéficos, como a síntese 

de vitamina D. Este hormônio isoprenoide lipossolúvel passa por uma reação fotoquímica na pele 

mediada pela RUV, produzindo vitamina D3 (colecalciferol). A vitamina D3 é biologicamente inativa até 

ser convertida enzimaticamente no fígado e nos rins em 1,25-diidroxicolecalciferol, um hormônio que 

regula o metabolismo do cálcio nos rins, intestinos e ossos⁵,⁶. Importante destacar que a vitamina D 

demonstrou propriedades anticancerígenas devido à sua capacidade de inibir processos proliferativos 

neoplásicos7,8,9. 

A deficiência de vitamina D tem sido associada a um risco aumentado de desenvolvimento de 

várias doenças inflamatórias e crônicas, incluindo asma, doenças infecciosas e certos tipos de câncer. 

Estudos mostraram que níveis mais altos de vitamina D estão correlacionados com uma menor 

incidência de alguns tipos de câncer, sugerindo seu papel como fator profilático e seu potencial para 

oferecer um bom prognóstico⁵. Estudos in vitro indicaram que a vitamina D exerce efeitos 

antiproliferativos sobre células neoplásicas, induzindo genes pró-apoptóticos e antiproliferativos em 

cânceres como próstata, mama, cólon e leucemia³². 

Quanto aos ensaios clínicos, os resultados sugeriram que melhorar o status da vitamina D por 

meio de maior exposição ao sol e suplementação pode reduzir o risco de câncer de próstata¹⁰. Em outro 

estudo, altos níveis de vitamina D melhoraram significativamente os resultados clínicos em mulheres 

brasileiras na pós-menopausa com câncer de mama¹¹. Estudos epidemiológicos realizados sobre o câncer 

colorretal forneceram forte suporte para a associação inversa entre o nível sérico de 25(OH)D e o risco 

de câncer de cólon tanto em homens quanto em mulheres¹². 

Estudos clínicos também observaram que pacientes com melanoma frequentemente 

apresentam níveis séricos reduzidos de vitamina D3. Isso levou a sugestões de que a suplementação de 

vitamina D em altas doses após a remoção do tumor primário pode ser benéfica tanto para a prevenção 

quanto para o tratamento do melanoma¹³,¹⁴. Além disso, estudos in vitro demonstraram que a vitamina 

D pode modular o estresse oxidativo em células A375¹⁵ e inibir o crescimento de células de mieloma de 

maneira dependente de PTEN e do receptor de vitamina D (VDR)¹⁶. 

Embora os benefícios potenciais da vitamina D na prevenção do câncer sejam promissores, as 

evidências ainda não são conclusivas. Os pesquisadores ainda estão investigando os níveis ideais de 

vitamina D para a prevenção do câncer e se a suplementação pode melhorar os resultados para 

pacientes com câncer. Doses altas de vitamina D, por exemplo, estão sendo estudadas em ensaios 

clínicos para determinar seus efeitos na desaceleração da progressão do câncer ou no aumento da 

eficácia dos tratamentos anticancerígenos³. 

No contexto da promoção da saúde, aumentar a conscientização sobre a importância da 

vitamina D e incentivar a exposição segura ao sol, assim como o uso de suplementos, quando necessário, 
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é fundamental. No entanto, os indivíduos devem consultar profissionais de saúde antes de tomar doses 

altas de vitamina D, pois a ingestão excessiva pode levar a complicações de saúde⁴. 

Com base nessas informações, o presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do 

tratamento com vitamina D na proliferação de células de melanoma. Para isso, a linhagem celular 

B16F10 foi tratada com diferentes concentrações de vitamina D (1000 UI), e o ensaio MTT (3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio brometo) foi utilizado para avaliar os efeitos citotóxicos. 

MÉTODOS 

CULTURA CELULAR 

Células de melanoma murino, B16F10, foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB) e uma mistura antibiótica de penicilina/estreptomicina a 1% em uma 

concentração de 100 µg/mL. Um ambiente controlado em incubadora umidificada com 5% de CO2 a 37°C 

foi mantido durante todo o processo de cultivo celular. 

ENSAIO DE MTT 

Para examinar os efeitos citotóxicos da vitamina D em  células B16F10, o método MTT foi 

escolhido. As culturas celulares foram cultivadas em placas de 96 poços com 5x10⁴ células/poço e 

incubadas por 24 horas em 5% de CO2 a 37°C. Após a incubação, as células foram tratadas com vitamina 

D (1000 UI; obtida de farmácia de manipulação) em concentrações de 20, 200 e 400 ng/mL por 13 horas. 

Subsequentemente, 10 µL de reagente MTT a 5 mg/mL foram adicionados a cada poço e incubados por 

mais 4 horas em incubadora umidificada com 5% de CO2 a 37°C. As placas foram observadas ao 

microscópio para demonstrar a formação de cristais de formazan. Após a aspiração do meio de cultura 

contendo MTT, foram adicionados 100 µL de álcool isopropílico. As absorbâncias foram medidas a 590 

nm usando um espectrofotômetro Reader Synergy H1 Hybrid Reader (Biotek). 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software PRISM 4. A análise de variância 

Student One-Way (ANOVA), com o teste post-hoc de Tukey (Diferença Honestamente Significativa), foi 

utilizada para avaliar as variações 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 

concentrações testadas de vitamina D induziram citotoxicidade significativa em relação ao grupo 

controle, que foi ajustado para 100% de viabilidade. Notavelmente, a concentração de vitamina D em 

10 vezes o nível fisiológico provocou o efeito citotóxico mais pronunciado. Isso foi seguido pelas 

concentrações em 20 e 1 vez o nível fisiológico (Figura 1). 
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Figura 1. Análise da proliferação de células B16F10 tratadas com altas doses de vitamina D pelo ensaio MTT. As 
absorbâncias foram medidas a 590 nm utilizando um espectrofotômetro. A análise de variância Student One-
Way (ANOVA), com teste post-hoc de Tukey, foi utilizada para avaliar as variações significativas. *p < 0,001 foi 

considerado estatisticamente significativo. 
Fonte: os autores. 

DISCUSSÃO 

Atualmente, há um esforço constante para encontrar tratamentos eficazes e medidas 

profiláticas para a progressão do câncer. O desafio de proporcionar conforto e segurança aos pacientes 

por meio de tratamentos não invasivos e de fácil acesso continua sendo uma questão global¹⁷,¹⁸. Nas 

últimas décadas, diversos autores sugeriram o uso potencial de sobrecarga de vitamina D para 

tratamento, estimulação terapêutica e contenção da progressão neoplásica¹⁹,²⁰,²¹,²². 

Em um artigo de revisão de Brożyna e colaboradores (2020)⁸, foi demonstrado que altos níveis 

séricos de vitamina D estão relacionados a uma menor incidência de metástases. A vitamina D e seus 

derivados podem inibir a proliferação celular, um fenômeno observado em nosso estudo. Verificamos 

que o aumento da concentração do tratamento resultou em uma diminuição da concentração da 

linhagem celular. Esse fenômeno pode ser explicado por vários fatores. Como citado por Brożyna⁸, pode 

ser atribuído ao aumento da expressão de inibidores do ciclo celular, como p21 e p27, proteínas 

sinalizadoras como IGFBP3 e TGF-β, e a regulação negativa da via de sinalização hedgehog. A promoção 

da apoptose também foi associada à vitamina D e seus derivados pela regulação negativa das proteínas 

AKT e ERK e pela modulação de proteínas da família BCL2, incluindo BAX, BAK e BAD²³,²⁴,²⁵,²⁶. 

No presente estudo, foi observado um efeito inibidorr na linhagem celular B16F10. Um estudo 

semelhante realizado por Wang e colaboradores (2020)²⁷, utilizando células de câncer de mama DT20, 

mostrou que a taxa de crescimento foi desacelerada com o aumento das concentrações de 

1,25(OH)₂VitD3, apresentando efeito tóxico em doses acima de 10⁻⁷ M. Uma explicação para o 

crescimento celular prejudicado é a dificuldade na divisão e sobrevivência da linhagem celular em 

concentrações elevadas de tratamento, o que leva diretamente à produção de substâncias envolvidas 

na adesão e diferenciação celular. Esse processo pode influenciar o crescimento celular por meio do 

surgimento de novas proteínas²⁸,²⁹,³⁰. 

Brożyna et al. (2020)⁸ também explicaram esse efeito devido à ação antitumoral da forma ativa 

da vitamina D, 1,25(OH)₂VitD3, por meio de seu efeito direto na proliferação celular, apoptose e 
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diferenciação, interferindo diretamente no ciclo celular e no crescimento da linhagem celular. Sutedja e 

colaboradores (2020)³¹ apontaram que tanto 1,25(OH)₂D3 quanto 20(OH)D3 podem inibir a proliferação 

de células cancerosas induzindo apoptose por meio do controle de ERO e da inibição de citocinas pró-

apoptóticas e da expressão de genes pró-metastáticos. 

A redução da viabilidade das células cancerosas também foi observada em um estudo de Hussein 

(2017)³², que avaliou a inibição de carcinoma de cabeça e pescoço (linhagem celular JHU-29) e encontrou 

uma diminuição dependente da dose na viabilidade celular com 1,25(OH)₂D₃. Li et al. (2021)³³ relataram o 

efeito inibitório de 1,25(OH)₂D3 em várias linhagens celulares de câncer gástrico (MLN45, KATO III e 

MKN28). Enquanto o tratamento não teve efeito na linhagem celular MKN28, as outras duas linhagens 

mostraram inibição da viabilidade dependente da dose e diminuição na formação de colônias. Isso pode ser 

explicado pela ativação do receptor de vitamina D, que também aumenta de maneira dependente da dose. 

Em concentrações de 400 ng/mL, houve um aumento na viabilidade da linhagem celular B16F10 

em comparação com 200 ng/mL, embora ainda abaixo da concentração fisiológica de indivíduos adultos. 

Essa ação pode ser explicada pela adaptação celular ao aumento da concentração de vitamina D. Um 

estudo semelhante usando a linhagem celular de câncer de mama MCF-7 por Diesing e colaboradores 

(2006)³⁴ demonstrou que a estimulação com sobrecargas de vitamina D3 e 25-hidroxivitamina D3 

resultou em aumento da expressão de enzimas metabolizadoras de vitamina D. Isso indica que a 

linhagem celular pode regular a expressão, particularmente da 24-hidroxilase, proporcionando um 

efeito protetor contra os efeitos indutores de apoptose do calcitriol. 

O uso de vitamina D para tratamento neoplásico é uma área promissora. Além de sua capacidade 

de inibir a proliferação celular e o ciclo celular, pode ser combinada com a quimioterapia para aumentar 

a eficácia terapêutica³⁵. Estudos já relacionaram sua capacidade de sensibilizar células malignas à 

radiação ionizante e à radiação de feixe de prótons, bem como a várias classes de quimioterápicos. Por 

exemplo, Maj e colaboradores (2018)³⁶ descobriram que adicionar tratamento com vitamina D ao 

Imatinibe e à cisplatina reduziu a inativação do análogo da vitamina D em tumores, aumentando sua 

disponibilidade. Da mesma forma, Alizadeh-Navaei e colaboradores (2019)³⁷ observaram que o 

tratamento combinado de vitamina D com 5-FU e cisplatina teve um alto efeito citotóxico nas linhagens 

celulares de câncer gástrico (AGS). 

CONCLUSÃO 

As diferentes concentrações de vitamina D utilizadas neste estudo (200 ng/mL e 400 ng/mL) 

levaram a uma diminuição na viabilidade da linhagem celular de melanoma murino. O efeito citotóxico 

foi observado através da redução da absorbância apresentada pelo método MTT. As potenciais 

aplicações desse tratamento são diversas, abrangendo desde o uso individual até tratamentos 

sinérgicos, bem como efeitos profiláticos e estabilização de neoplasias, resultando em um bom 

prognóstico para o paciente. No entanto, é importante destacar que nosso estudo possui limitações, 

pois foi realizado apenas in vitro, sendo necessários estudos adicionais em modelos animais. Outro fator 

limitante é o uso de doses elevadas de vitamina D, que podem promover efeitos citotóxicos em animais 

e humanos.  
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