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RESUMO

Introducdo: O Melanoma cutaneo (MC) se desenvolve a partir dos melandcitos, células
responsaveis pela pigmentacdo da pele e mucosas. O MC é considerado um tipo de cancer agressivo
clinicamente devido a precocidade com que desenvolve metastases. A Quercetina (Querc) € um
polifenol de ocorréncia natural que atua como um modulador negativo das vias moleculares
relacionadas a progressao de neoplasias malignas, incluindo aquelas responsaveis pela proliferacdo
celular e apoptose.

Objetivo: No presente estudo, investigamos os efeitos da Querc na viabilidade celular, morte e
expressdo de marcadores do ciclo celular de células de MC murino B16F10.

Métodos: Em nosso estudo, células B16F10 a uma suspensdo de 2x10* células foram cultivadas na
presenca de Querc nas doses de 200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 UM por periodo de 48 hora. Ao final
deste periodo, analisamos a viabilidade celular através do ensaio colorimétrico MTT (ensaio
colorimétrico de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromidefor). @)
comportamento celular foi acessado por meio da expressdo de mRNA das ciclinas reguladoras do
ciclo celular A2, B1, D3 e E1, por meio de qPCR e ensaio colorimétrico de fluorescéncia com
brometo de etidio e acridina laranja (BE/AA) para estabelecimento das taxas de morte celular. Como
controle, células B16F10 cultivadas na auséncia de Querc foram submetidas as mesmas analises.
Resultados: Os resultados mostraram diferengas significativas na viabilidade celular e morte de
células B16F10 expostas a Querc, com detaque para a concentracdo de 200 UM, uma vez que a droga
foi capaz de diminuir a viabilidade celular em mais de 50% em sua maior concentracdo, bem como
promover um aumento nos eventos de morte celular superior a 50%. Em relagdo aos eventos
moleculares que regulam o ciclo celular, a Querc na concentracdo de 200 uM foi capaz de aumentar
a expressao da ciclina D3, que atua como bloqueadora da transicao do ciclo celular da fase G1 para
S1, levando, consequentemente, a uma maior frequéncia de células B16F10 nas fases GO/G1 do cico
celular. Todos estes resultados moleculares foram condizentes com a alteracdo na expressdo de
ciclinas observada nas células B16F10 quando tratadas com Querc em sua maior concentracéo.
ConclusBes: Nossos resultados mostraram que o tratamento com Querc atuou como um agente
indutor de morte celular, regulador da expressdo de marcadores do ciclo celular e redutor da
viabilidade celular em células B16F10. Esses achados evidencam o potencial uso da Querc como um

nutracéutico com propriedades terapéuticas neoadjuvantes anticancer.

Palavras-chave: Quercetina, Melanoma, Terapéutica, Técnicas in vitro



ABSTRACT

Introduction: Cutaneous melanoma develops from melanocytes, the cells responsible for
skin pigmentation, considered a type of cancer that is clinically aggressive due to the
precociousness of its development of metastasis. Quercetin (Querc) is a naturally occurring
polyphenol that acts as a negative modulator of molecular pathways related to the progression
of malignances, including those responsible for cell proliferation and apoptosis.

Aim: In the present study, we investigated the effects of Querc on cell viability, death and
expression of markers of cell cycle of murine cutaneous Melanoma B16F10 cells.

Methods: In our study, B16F10 cells in a suspension of 2 x 10* cells were cultured on the
presence of Querc at doses of 200, 100, 50, 25, 12.5 and 6.25 pM for a time period of 48
hours. At the end of this period, we analyzed cell viability using the MTT colorimetric assay
(3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromidefor colorimetric assay), the
cell proliferation by the expression of mRNA of the A2, B1, D3 and E1 cyclins, using gPCR
and colorimetric fluorescence assay with ethidium bromide and orange acridine (BE / AA) for
establishing cell death rates. As a control, B16F10 cells cultured in the absence of Querc were
subjected to the same analyzes.

Results: Our results showed significant differences in the cell viability of B16F10 cells
exposed to Querc, highlighting the concentration of 200 uM as the most effective one, since
the drug was able of decreasing cell viability by more than 50% at its highest concentration,
increasing the events of cell death over 50% as well. Regarding the molecular events that
regulate the cell cycle, Querc at the concentration of 200 UM was able of increasing the
expression of the cyclin D3, which acts as a blocker of the cell cycle transition from phase G1
to S1, leading, consequently, to a increase on the frequency of B16F10 cells in the GO / G1
phases of the cell cycle. All of these molecular results were consistent with the changes in the
cyclines expression observed in B16F10 cells when treated with Querc at its highest
concentration.

Conclusions: Our results showed that the treatment with Querc acted as an inductor of cell
death, a modulator of cell cycle markers expression and promoter of cell death in B16F10
cells. These findings demonstrate the potential use of Querc as a nutraceutical with adjunctive

anti-cancer therapeutic properties.

Key-words: Querectin, Melanoma, Therapeutics, In vitro techniques.
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1 INTRODUCAO

O Melanoma cutaneo € o tipo de céancer que se desenvolve a partir dos melandcitos, células
responsaveis pela producdo de melanina e coloracdo da pele. Tem inicio com um pequeno tumor
cuténeo pigmentado na pele, mais frequentemente em areas de exposi¢do sazonal ou cronica ao sol,
sendo quase 50% dos casos ocorrentes a partir de nevos melanocitos pré-existentes (1). Trata-se de
um cancer diferente dos demais canceres de pele devido a producdo de metéstase de forma répida,
mais comumente para outros pontos da pele, figado e pulmdes (2), sendo responsavel pela maioria
das mortes por cancer de pele metéstatico (3).

Quando tratamos de um contexto historico, tratamentos de doencas humanas bem sucedidos sdo
atualmente atribuidos ao uso de agentes nutracéuticos, tais como os flavonoides, que sdo compostos
naturais presentes em diversos tipos de vegetais (4). Atualmente, esses nutracéuticos tém ganhado
espaco na literatura cientifia devido as suas diversifcadas propriedades para o tratamento de doencas
(5, 6).

Quercetina (Querc) é tida como um dos flavonoides mais frequentemente estudados, dentre as 6
subclasses de compostos desta natureza, sendo um composto polifendlico com possivel emprego em
dietas, tido como um inibidor do transporte de auxinas em tecidos vegetais (7). O termo polifendlico
é utilizado no meio cientifico referindo-se aos flavonoides, taninos, acidos fendlicos e seus
derivados(8).

A Querc é considerada e tida como um poderoso agente anti-oxidante, devido a sua capacidade de
capturar radicais livres e ligar ions metalicos de transicdo aos mesmos, sendo capaz de neutralizar
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio de ocorréncia natural (9). A pesquisa tem confirmado e
demonstrado a aplicacdo de Querc nos mais diversos campos e no tratamento de diversas questdes
em salde e doenca, tais como anti-idade, tratamento de alergias, angioprotecdo, anticarcinogénico,

anti-inflamatorio, tratamento da asma, tratamento de diabetes, melhoria no desempenho na pratica de
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exercicios, gastroprotecdo e desordens do humor (10-12).
Partindo do ponto em que propostas desenvolvidas por evidéncias cientificas de que, componentes de
dietas naturais sdo capazes de inibir o processo da carcinogénese e outras doencas, bem como
influenciar efetivamente na reducdo do risco de desenvolvimento de canceres em humanos, a ideia da
quimioprevengdo age como um importante adjuvante tanto na prevengdo quanto no tratamento do
cancer (13-15). Foi demonstrado que Querc apresenta importantes efeitos antiproliferativos quando
relacionado ao tratamento do cancer, sendo tais efeitos comprovados por estudos in vitro e in vivo
(16).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento com Querc sobre a
viabilidade, morte celular e expressdo de marcadores do ciclo celular em células de Melanoma

cutaneo murinas B16F10 em ensaios experimentais in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Melanoma cutaneo

O Melanoma cutaneo (MC) é um tipo de céncer que se desenvolve nos melandcitos, células
produtoras de melanina e responsaveis pela coloracdo da pele. Tem inicio com um pequeno tumor
cuténeo pigmentado sobre a pele normal, mais frequentemente em &reas expostas ao sol, sendo quase
metade dos casos decorrentes de nevos melanociticos pré-existentes (1).

Trata-se de um cancer diferente dos demais canceres de pele, tendo em vista que produz metéstase de
forma répida, onde cresce e destrdi os tecidos aos quais se liga e tecidos adjascentes, o que dificulta a
viabilidade de tratamentos convencionais (2), sendo responsavel pela maioria das mortes por cancer
de pele metastéatico (3).

O MC é o 19° cancer mais comum no mundo, com cerca de 8.450 novos casos diagnosticados no
Brasil no ano de 2020, tendo uma incidéncia crescente de forma répida, mais do que qualquer outro
tipo de cancer com alta taxa de letalidade (17).

O MC pode ser classificado em quatro tipos distintos, de acordo com as caracteristicas clinicas e
histoldgicas: o melanoma expansivo ou superficial é um tipo de melanoma que apresenta
desenvolvimento associado a exposi¢do solar sazonal, com crescimento radial e posteriormente
invasdo tecidual. Trata-se do tipo mais frequente e surge geralmente na faixa etaria entre 40 a 50
anos. Nas mulheres surge principalmente nos membros inferiores e nos homens no tronco (1, 18-20).
O melanoma nodular, o segundo mais comum (15 a 30% dos casos), ocorre mais frequentemente nas
quinta e sexta décadas de vida, em individuos do sexo masculino. Apresenta-se como uma leséo
papulosa ou nodular, elevada, de cor castanha, negra ou azulada. Sdo frequentes a ulceracéo e o
sangramento; existe a variante amelanotica, com superficie critematosa com crescimento vertical e
metastases precoces (1, 18, 19).

O melanoma lentigo ou lentiginoso acral (MLA), surge nas regides palmoplantares, extremidades
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digitais, mucosas e semimucosas; € mais frequente em individuos de pele negra (35 a 60%). Essa
forma clinica ndo tem predilecdo por sexo e é mais frequente na sétima década de vida. Nas
extremidades digitais pode se apresentar como lesdo tumoral acastanhada subungueal, melanoniquia
estriada, fragmentac&o longitudinal da lamina ungueal, além de paroniquia cronica e persistente. E o
tipo histol6gico mais agressivo dentre 0os melanomas cuténeos (21, 22).

O quarto tipo é o melanoma lentigo ou lentiginoso maligno (MLM), pouco frequente (apenas 5%
dos casos); é mais comum em idosos; surge em area de fotoexposicdo cronicall, apresenta-se como
mancha acastanhada ou enegrecida, de limites nitidos e irregulares, alcangando varios centimetros de

didmetro, localizada na face (90%), em maos e membros inferiores (10%) (22, 23).

2.2 Quercetina

Flavonoides sdo compostos naturais presentes em vegetais (4) que tém ganhado espaco e chamado a
atencdo com relacdo as suas propriedades, a serem explanadas ao longo do texto, em um contexto de
saude, sendo as mesmas amplamente diversas quando comparadas aos efeitos de outros compostos
naturais (5, 6).

Mais de 5000 flavonoides empregaveis em dietas foram identificados até o presente momento em
componentes vegetais, porém, uma grande parte destes componentes fitoquimicos permanece
desconhecida ou ndo apresenta efeitos terapéuticos ou dietéticos relevantes (24, 25).

Cada vez mais evidéncias mostram que uma alimentacdo saudavel com um consumo moderado de
produtos com base vegetal possui um importante papel na prevencdo de doencas cronicas, tais como
doencas coronarianas, canceres, diabetes, Alzheimer, e declinio de funcBes relacionadas ao
envelhecimento, fato este que se relaciona diretamente ao aumento do consumo de flavonoides (26-
28).

O momento na histéria no qual se iniciaram 0s interesses da pesquisa sobre os beneficios dos



21

flavonoides na saude ficou conhecido como “the french paradox” ou o paradoxo francés (29). Este
momento é tido como um marco historico, em que observacBes feitas sobre a alimentacdo de
culturas mediterraneas, onde mesmo com as dietas apresentando um alto teor caldrico e de gorduras
trans, fator associado ao desenvolvimento de doencas coronarianas, a populagdo em questdo
apresentava uma baixa incidéncia de casos deste tipo de patologia quando comparada com culturas
ocidentais (30).

O ponto chave foi a observacdo de que, a Unica grande diferenca nos habitos alimentares das
diferentes culturas era 0 consumo moderado de vinho tinto pelas popula¢cdes mediterraneas, sendo o
vinho dotado de uma grande quantidade de compostos fendlicos com importéncia fitogimica (Figura
2) (31, 32).

O isolamento de flavonoides derivados de componentes vegetais foi relatado pela primeira vez no
ano de 1936, pelo bioquimico Albert Szent-Gyorgyi, que através de estudos relacionados a
componentes bioldgicos vegetais e sua acdo sobre o stress oxidativo descobriu uma série de
componentes bioativos isolados, entre eles, o que lhe rendeu um prémio Nobel no ano de 1937 pela
descoberta da acdo da vitamina C sobre a oxidacdo de nutrientes (33, 34). Os Flavondides sédo
também referidos no meio cientifico e de suplementacdo alimentar como fitoquimicos, sendo estes
compostos bioativos ndo nutrientes encontrados na composicdo de tecidos vegetais, como 0s
destacados na figura 1 e quadro 1, sendo hipotetizados como responsaveis pela reducdo do risco de
desenvolvimento de doencas cronicas (40, 41).

A Quercetina (Querc) é tida como um dos flavonoides mais estudados na literatura cientifica, dentre
as 6 subclasses de compostos desta natureza, sendo um composto polifendlicos com possivel
emprego em dietas, presente nos mais diversos vegetais e produtos de origem vegetal, tido como um
inibidor do transporte de auxinas em tecidos vegetais (7).

As auxinas sdo hormonios vegetais responsaveis por diversas fungdes nos tecidos e células vegetais,

dentre elas, a divisdo e alongamento celulares; promogdo de dominéncia apical;, promocao do



22

crescimento das raizes, flores e frutos; fototropismo, entre outras (35).
O nome Querc deriva-se da palavra quercetum (floresta de carvalho), que se tornou a palavra

quercecum, sendo o termo utilizado desde 1857 (39).

Quadro 1: Alimentos e suas respectivas quantidades em por¢cdes comestiveis de quercetina.

Fonte Alimentar  Quantidade de quercetina

(mg/100g) porgdo
comestivel

Alcaparras 233,84
Pimentas 50,73
amarelas

Cebola roxa 39,21
Aspargo 15,16
Cranberries 14,84
Pimentas verdes 14,70
Mirtilo 7,67
Alface 7,61
Cebola branca 6,17
Tomate 4,12
Maca 3,86
Brocoli 3,26
Cha verde 2,49
Cereja 2,29
Cha preto 2,19
Uvas roxas 2,08
Uvas verdes 1,12
Vinho tinto 1,04
Vinho branco 0,04

Figura 1 - Vegetais, frutas e cha e suas concentragdes de quercetina.
Fonte: Adaptado de D'Andrea G (5)
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Figura 2 - Compostos fendlicos e nao fendlicos encontrados no vinho.
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A Querc é um dos mais abundantes flavonoides polifendis de ocorréncia natural, sendo originado
como um metabolito secundario do metabolismo vegetal e amplamente distribuido neste reino,
possivel de ser encontrado na forma de glicosideos de quercetina, sendo esta a molécula de Querc

conjugada com residuos de agucar (38).

Figura 3 - Estrutura quimica da quercetina aglicona.

OH
OH

HO O

Fonte: Adaptado de Cione E et. al. (39)

A Querc em forma de aglicona (figura 3), que é a Querc livre de residuos de agUcar, é a normalmente
encontrada em produtos comerciais como um componente de suplementos alimentares, apresentando
diferentes beneficios ou propdsitos beneficiares que ndo sdo o foco principal apresentado nos
diversos trabalhos cientificos desenvolvidos (40).

Com relacdo a sua estrutura quimica, os flavonoides sdao componentes do maior grupo de compostos
fenolicos, compostos por 2 anéis aromaticos ou aneis benzénicos (anel A e anel B), que sdo

conectados por um oxigénio ligado a um pireno ou anel heterociclico (anel C) (Figura 4) (41, 42).
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Figura 4 - Estrutura quimica dos principais flavonoides encontrados na natureza.
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Fonte: Adaptado de D'Andrea G (5)

A Querc é naturalmente encontrada em formas derivadas, tanto na forma de glicosideo (ligada a
glicose ou rutinose), ligada a éteres, e, de forma muito mais rara, como um substituto de um sulfato e
de um prenil (Figura 5) (41). E encontrada in natura na forma de cristais amarelos, sendo
completamente insolivel em 4&gua fria, levemente solivel em &agua morna, retomando sua
disponibilidade em chés, e completamente sollvel em compostos lipidicos e ou compostos
alcodlicos, retomando sua alta disponibilidade em vinhos (7). Por ser um componente lipofilico,
Querc apresenta capacidade de atravessar a membrana celular e dar inicio a multiplas sinalizagdes

que promovem a quimioprotecao (43).
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Figura 5 — Principais configuragdes de quercetina.
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Fonte: Adaptado de Williams CA e Grayer RJ (44)

A atividade antioxidante de Querc é, majoritariamente, manifestada através de seu efeito sobre a
glutationa (GSH). Sua atividade enzimatica, caminhos de sinalizacdo transducional e neutralizacdo
de espécies reativas de oxigénio (EROs), cuja acdo maléfica é provocada por fatores toxicoldgicos e
ambientais(45, 46).

A Querc tem sua aplicacdo confirmada em pesquisas nos mais diversos campos e no tratamento das
mais diversas formas de doenca, tais como anti-idade, tratamento de alergias, angioprotecao,
anticarcinogénico, anti-inflamatorio, tratamento da asma, tratamento de diabetes, melhoria na

performance na prética de exercicios, gastroprotecdo e desordens do humor (Figura 6) (10-12).



27

Figura 6 - Principais acGes de quercetina na saude.
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Fonte: Adaptado de D'Andrea G (5)

Além dos efeitos anti-tromboticos e antiinflamatdrios, que sdo os efeitos com mais foco terapéutico e
de investigacGes cientificas de Querc, a mesma pode ser utilizada como método preventivo ao
desenvolvimento de doencas relacionadas a obesidade, doencas relacionadas ao estilo de vida e no
tratamento de algumas manifestacdes do cancer, sendo estes campos terapéuticos com crescente
desenvolvimento dentro do campo cientifico (27, 47, 48).

Até o momento, ndo existem trabalhos sobre os efeitos toxicos de Querc que contestem a seguranca
no consumo da mesma (49, 50). Sua absorcdo e metabolizacdo podem ser observadas tanto nos

intestinos quanto no figado (Figura 7) (39, 51).
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Figura 7 — Vias metabdlicas de compostos fenolicos.

Intestino
_l Estomago delgado Coélon }_
Acidos clorogénicos
Hesperidina = Acidos clorogénicos
Hesperidina
Epicatequina = Epicatequina l
Fenois
Quercetina
glicosideo ———){ Deglicosilacao | Hesperetina
l v v l
L Quercetina Epicatequina Fenois Hesperetina
T
Conjugados

Fonte: Adaptado de Williamson G (8)

A Querc em forma glicosilada (forma mais comum na natureza) pode ser absorvida de maneira
diferente, de acordo com o acucar ao qual se liga. Evidéncias disponiveis mostram que 0s
glucosideos de Querc (como os encontrados nas cebolas) sdo absorvidos de forma muito mais eficaz
que as formas rutinosiladas (a principal forma de Querc encontrada em chas). Os glucosideos (Figura

8) sdo hidrolizados de maneira muito mais eficaz no intestino delgado pela beta-glucosidase (52).
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Figura 8 — Estrutura quimica dos glicosideos de quercetina.
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Fonte: Adaptado de D'Andrea G (5)

2.3 Quercetina e cancer

O campo da quimioprevencdo é definido como o responsavel pela elaboracéo de estudos envolvendo
componentes naturais ou sintéticos que possam ser utilizados como estratégia para complementar, a
longo prazo, a prevencdo, inibicdo ou reversao da carcinogénese. Este € um dos campos da pesquisa
com o0 maior avanco, especialmente devido ao aumento no interesse sobre o uso da medicina
complementar e produtos de origem natural no tratamento de enfermidades (15, 53).

Alteracdes no estilo de vida e alimentagéo estdo intimamente associadas & uma menor incidéncia de
certos tipos de canceres, como cancer colo retal, cancer de estdmago, cancer de pulméo, dentre
outros, e doencas crbnicas, como diabetes e doenca coronariana, sendo a inclusdo do consumo de
produtos vegetais em uma dieta balanceada, vista como um dos métodos mais efetivos para tal (13-
15).

Nos anos recentes, as pesquisas tém focado nas acdes de Querc, desde consideracOes acerca de seu
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potencial carcinogénico, através de avaliacGes sobre possiveis promog¢des de mutacdo por Querc, até
avaliacOes de seu potencial como agente anticarcinogénico, assim como seus agentes anticancer (54).
Os efeitos antitumorais da Querc tém sido descritos em diferentes tipos de cancer, incluindo o
carcinoma de cabeca e pescogo, carcinoma colorretal, carcinoma de mama, carcinoma de prdstata,
carcinoma pulmonar, cancer de bexiga, cancer de pancreas, hepatocarcinoma, cancer da tireoide,
cancer ovariano, cancer gastrico, entre outros (55-59).

A administracdo de Querc em um contexto de tratamento do cancer demonstra a capacide de
promover alteracfes na morfologia de diversas linhagens de células cancerosas, bem como a
supressao de seu metabolismo glicolitico, sendo tais efeitos associados a sua a¢ao antitumoral (60).
Resultados obtidos através de cultivo celular e experimentos envolvendo animais revelam ainda que
os flavonoides, como Querc, exercem efeitos protetores e preventivos sobre a carcinogénese e
disturbios neurodegenerativos, principalmente devido a sua acdo antioxidante, capacidade de
producdo de diversas enzimas desintoxicantes e capacidade de modular cascatas de sinalizagéo
proteicas (Figura 9).

Isto interfere em estagios especificos do processo carcinogénico, podendo inibir a proliferacdo
celular e induzir a apoptose, autofagia e promover citotoxicidade celular especifica em diversos tipos

de células cancerosas (61, 62).
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Figura 9 - Principais efeitos antineoplasicos promovidos pelos polifendis.
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Fonte: Adaptado de Murakami A, Ashida H e Terao J. (63).

A autofagia é tida como um processo de autorreciclagem, ou autodestruicédo, através do qual, células
que apresentam dano em quaisquer de seus componentes sdo degradadas, sendo tal mecanismo
associado tanto com processos de pro-sobrevivéncia, quanto processos antitumorais, a depender do
contexto celular (64).

Os Flavonoides sdo também referidos no meio cientifico e de suplementagdo alimentar como
fitoquimicos, sendo estes compostos bioativos ndo nutrientes encontrados na composicdo de tecidos
vegetais, como os destacados na figura 1 e quadro 1, sendo hipotetizados como responsaveis pela
reducédo do risco de desenvolvimento de doengas cronicas (40, 41).

Evidéncias crescentes sugerem que os flavonoides, em especial o resveratrol e a Querc, podem
contribuir para a remodelacdo da cromatina, interferindo assim no surgimento de alteragdes

epigenéticas importantes na progressdo do cancer (65). Os Flavondides sdo também referidos no
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meio cientifico e de suplementacdo alimentar como fitoquimicos, sendo estes compostos bioativos
ndo nutrientes encontrados na composicdo de tecidos vegetais, como os destacados na figura 1 e
quadro 1, sendo hipotetizados como responsaveis pela reducdo do risco de desenvolvimento de
doencas cronicas (40, 41).Em particular, compostos como Querc atuam no blogueio da evolugéo
tumoral atraves da inibicdo ou ativacdo de vias de sinalizacdo chave, resultando na restauragdo da
acado de genes supressores do tumor e inibicdo da expressao de oncogenes (66).

O ponto da replicacdo celular G1 é controlado pelo gene TP53, sendo este gene o principal
responsavel pelo controle deste processo de um modo geral (67). Querc apresenta a capacidade de
detectar células no final do estagio proliferativo G1, impedindo sua continuidade (Figura 10) (68).
Sendo assim, sabe-se que a administragdo de Querc em sistemas in vitro promove uma queda na
expressdo do gene TP53 mutante, sendo 0 mesmo apontado como o principal responsavel na

promocdo de processos carcinogénicos (69-71).

Figura 10 - Pontos de interacdo entre ciclo celular e quercetina.
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Fonte: Adaptado de Scholz (54)

S&o crescentes as evidéncias de que espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de

nitrogénio (ERNs) desempenham papel chave no desenvolvimento do carcinoma humano,
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especialmente com as crescentes evidéncias de que antioxidantes podem prevenir ou atrasar o
desenvolvimento de certos tipos de canceres (72). ROS é um termo coletivo usado frequentemente
na biologia, incluindo os radicais de oxigénio, os superperoxidos, hidroxilas, peroxilas e alcoxilas e
certos compostos ndo radicais que também atuam como agentes oxidantes (73-75).Uma das acdes
unicas de Querc, além de sua capacidade antioxidante e que tem chamado a atencdo de pesquisadores
na busca de respostas sobre seus mecanismos de acdo, é a propriedade de atuar como agente
antioxidante como um agente promotor de oxidacao (76).A acdo de EROs (Figura 11), responsaveis
pelo processo oxidativo, sobre as moléculas de DNA é tida como a principal fonte de mutacdes,
ativagdo e inativacdo em genes chave em células saudaveis, levando a um crescimento descontrolado

de células tumorais (77).

Figura 11 - Danos a satde promovidas por ROS.
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Na maioria dos tumores malignos, a angiogénese é o processo que da inicio a metastase tumoral (78).
Os vasos que envolvem o tumor fornecendo nutrientes e oxigénio servem também como possivel
porta de migragdo para células iniciadoras de tumor, que, ao entrar na corrente sanguinea, passam
por uma série de processos de sinalizagdo, podendo promover a formagdo de um tumor secundario
em sitios distantes do que se localiza o tumor primario (79).

A densidade de vasos sanguineos que envolvem uma massa tumoral é tida como chave que dita as
probabilidades de desenvolvimento de metéstase para um individuo (80, 81). Outro ponto chave de
atuacdo de Querc na evolucdo tumoral da-se através da inibicdo de formagdo de novos vasos
sanguineos (78).

Querc também ¢é tida como uma possivel inibidora da migracdo epitélio mesenquimal (EMT),
fenémeno a partir do qual se d& o processo de metastase. O composto fendlico é demonstrado como
responsavel por promover o aumento da expressdo de E caderinas, que sdo proteinas responsaveis
por promover a adesdo e ancoragem celular, e diminuicdo da expressdo de N caderinas, que sdo as
proteinas responsaveis pela perda de adesdo e migracdo das células (82). O comportamento de
inibicdo da EMT foi observado em casos de carcinoma de cabeca e pescoco e cancer colorretal (83,
84).

O uso de Querc foi apresentado, também, como um excelente adjuvante no uso de terapias
convencionais, onde estudos realizados in vitro e in vivo revelam que Querc foi capaz de promover
uma melhora na acdo da droga Cisplatina, onde animais portadores de tumor e células cancerosas
quando tratados com Querc em conjunto com a droga de uso convencional no tratamento de diversos
canceres apresentaram efeito na queda na proliferacdo celular, aumento de processos apoptoticos e

uma queda no aumento do volume tumoral quando comparados com o uso de cisplatina apenas (85).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da administracdo de Quercetina (Querc) sobre a expressao génica e biomarcadores

do ciclo celular e da atividade apoptotica em células murinas de Melanoma cutaneo (MC) B16F10.

3.2 Objetivos especificos

= Analisar a viabilidade de células murinas de MC B16F10 tratadas com Querc nas concentragdes
200, 100, 50, 25, 12,5 € 6,25 uM;

= Quantificar a expressdo génica de marcadores do ciclo celular (ciclinas A2, B1, E1 e D3) em
células murinas de MC B16F10 trtadas com Querc na concentracdo de 200 uM;

= Analisar a frequéncia de morte celular promovida pelo tratamento com Querc em células

murinas de MC B16F10.
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4 PRODUTO CIENTIFICO

4.1 Produto cientifico: Quercetin reduces cell viability, increases cell death and regulates the

expression of cell proliferation markers of B16F10 murine cutaneous melanoma cells.

Artigo cientifico submetido para avaliacdo no peridédico Phytomedicine.
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Abstract

Introduction: Cutaneous melanoma is the type of cancer that develops from melanocytes,
the cells responsible for skin pigmentation, considered a type of cancer that is clinically
aggressive due to the precociousness of its development of metastasis. Quercetin (Querc)
is a naturally occurring polyphenol with anti-oxidant properties that acts as a negative
modulator of molecular pathways related to the progression of malignances, including those
responsible for cell proliferation and apoptosis.

Study design: In vitro study.

Purpose: In the present study, we investigated the effects of Querc on cell viability, death
and expression of markers of cell cycle of murine cutaneous Melanoma B16F10 cells.
Methods: In our study, B16F10 cells in a suspension of 2 x 10 cells were cultured on the
presence of Querc at doses of 200, 100, 50, 25, 12.5 and 6.25 uM for a time period of 48
hours. At the end of this period, we analyzed cell viability using the MTT colorimetric assay
(3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromidefor colorimetric assay), the
cell proliferation by the expression of mRNA of the A2, B1, D3 and E1 cyclins, using gPCR
and colorimetric fluorescence assay with ethidium bromide and orange acridine (BE / AA)
for establishing cell death rates.

Results: Our results showed significant differences in the cell viability of B16F10 cells
exposed to Querc, since the drug was able of decreasing cell viability by more than 50% at
its highest concentration. Regarding the molecular events that regulate the cell cycle, Querc
was also able of increasing the expression of the cyclin D3, which acts as a blocker of the
cell cycle transition from phase G1 to S1, leading, consequently, to a increase on the
frequency of B16F10 cells in the GO / G1 phases of the cell cycle.

Conclusions: Our results showed that the treatment with Querc acted as an inductor of cell
death, a modulator of cell cycle markers expression and promoter of cell death in B16F10
cells. These findings demonstrate the potential use of Querc as a nutraceutical with

adjunctive anti-cancer therapeutic properties.

Key-words: Anti-oxidant, Querectin, Melanoma, Therapeutics, In vitro techniques.
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Introduction

Cutaneous melanoma (CM) is the type of cancer that affects the melanocytes, which
are the cells responsible for the production of melanin, being so responsible for the skin
color. It starts as a small pigmented cutaneous tumor on the normal skin, commonly
observed on sun exposed areas (1). This type of cancer is treated as a different cancer
from the others due to its capability of promoting fast and aggressive metastasis, becoming
responsible for the majority of death cases caused by metastatic cancers, with a five-year
overall survival rate of about 20% for patients with late stage of malignancy (2, 3).

Most successful medical treatments reported in a historical context are currently
related to the use of flavonoids, natural compounds found in vegetables(4). Querc is a
flavanol found mostly in fruits and vegetables, being also found in any part of a vegetable,
that exhibits, between many other applications, antioxidant and anti-inflammatory properties
(5).

Querc has received attention as a strategy in adjuvant treatment for malignant
tumors because, according to findings from many studies, it is capable of modulating
multiple cellular-signaling pathways that are usually altered during tumorigenesis and
progression of many solid cancers, including inhibition of cancer cell proliferation and
programmed cell death (apoptosis) (6, 7).

The use of Querc as an adjuvant agent administered in conjunction with certain
chemotherapeutic, such as cisplatin, a commonly used antineoplastic drug, has promoted
efficient antineoplastic effects on patients with cancer (8).

However, molecular mechanisms triggered by Querc have not been fully
unraveled in many cancer cells, mostly related to the poor amount of studies that highlights
it's potential on the diverse areas of application (9).

Therefore, the aim of this present study is investigate the in vitro effects of Querc on cell
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viability, proliferation, and apoptosis in murine B16F10 CM cells.

Materials and Methods

Cell culture

Murine B16F10 cutaneous melanoma cells were obtained from the cell bank of Rio
de Janeiro and cultured in DMEM supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS, v/v)
(EuroClone), 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin (Lonza,
Basel, Switzerland). The cells were incubated and kept at 37°C in a 5% CO, humidified

incubator.

Cell viability assay

The cell viability test was performed by using the MTT (3- 4,5-dimethyl-thiazol-2-yl -
2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay. the MTT reagent is enzymatically reduced by
viable cells in culture, becoming purple formazan, turning de medium purple. Initially, 2 x
10* cells were seeded in 96-well plates. The plates were placed in standard conditions of
culture (37°C and 5% CO, humidified incubator) for 24 h, for allowing cell adhesion to the
plate, then exposed to increasing concentrations of Querc (200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25
MM) for a period of 48 h. The cells were then incubated with 0.5 mg / mL of MTT solutioin
and then placed at standard culture conditions for 4 h. The absorbance at 570 nm was
measured using a spectrophotometer (DR-200B). All concentretions of Querc were tested

in triplicate.

Cell death assay

For cell death assay we used the method of differential staining with ethidium

bromide/acridine orange (BE/AA). This is the method appointed for visually differentiating
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viable cells from dead cells, due to apoptosis or necrosis. In a six-well plate, 3 x 10°
cells/well was seeded. The cells were then submitted to treatment with Querc on the
concentrations of 50, 100 and 200 uM for 48 h. After treatment, cells were removed from
the plate, centrifuged and resuspended in 25 pL of RPMI medium. After that, 1 pL of the
BE/AA (1:1) mixture (0.5 mg/mL both BE and AA) was added to the cells. The cell
suspension was then analyzed by fluorescence microscopy (Olympus FSX100) at 5x
magnification, three fields per well. The cells that showed green fluorescence emition were
classified as viable, and the dead cells were observed by red or orange fluorescence
emition. The images obtained by fluorescence microscopy were submitted to ImageJ®

software analysis for quantifying the amount of dead cells, measured in percentage.

RNA isolation

Total RNA was isolated from cells treated (case) and non treated (control) with
Querc by a RiboPure kit (Ambion, Austin, TX, USA) over the manufacturer’s instructions.
For eliminating the genomic DNA contamination, isolated RNA was treated with RNase-free
DNase | (DNA-free kit; Ambion, Austin, TX, USA). The total RNA concentration was

determined by measuring the absorbance at 260 nm and then submitted to gPCR analysis.

gPCR analysis for gene expression

For our qPCR analysis, the B16F10 cells were seeded in 25 cm? culture flasks. The
mount of cells to be seeded at each flask were established differently for control (2 x 10°
cells) and treatment (3,5 x 10° cells) groups, so that the control group would be able of
reaching the confluence at the end of the experiment and the experimental group could
reach the number of cells necessary for RNA extraction. Querc treatment was established

with 200 pg/mL for 48 h. After the treatment, the adherent cells were removed from the
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flasks then used for the extraction of RNA. Samples were submitted to DNase | treatment
for removing DNA residues. The reverse transcription reaction was performed using 1000
ng of total RNA, M-MLV Reverse transcriptase, OligodT (15), Specific Primers and RNase
inhibitors (RnaseOUT ™). Quantitative RT-PCR (QRT-PCR) was performed using a TagMan
gene expression assay according to the manufacturer's instructions. 5 pL of the TagMan®
Universal PCR Master Mix assay (2x), 0.5 pL of the primer (TagMan gene expression
assay 20x), 3.5 pyL water and 1 yL of cDNA were mixed for each sample. The primers
specifications used were: Cylcin A2 (access code: Mm00438070_m1 4453320), Cyclin
Bl(access code: Mm00838401 gl 4453320), Cyclin D3 (access code: MmM01612362_m1
4453320), and Cyclin El(access code: MmM01266311 m1 4448892). The endougenous
gene primer adopted for this work was the gapdh (access code: Mm99999915 g1l1). The
comparative CT method was applied to compare the gene expression levels between the

groups (10).

Statistical analysis

All quantitative data in the present study was shown as mean + SD of two or three
independent experiments, as indicated, and compared with Student's t-test or ANOVA with
Bonferroni post hoc test unless otherwise specified. Differences with p < 0.05 were
considered statistically significant. For statistical analysis, it was used the Prism software

version 5.
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Results

Querc administration decreases cell viability in murine BL6F10 melanoma cells

Viability effects promoted by Querc on the concentrations of 6,25; 12,5; 25; 50; 100
and 200 was tested in vitro on murine B16F10 melanoma cell culture using the cell death
MTT assay as described on the anterior section. The results were statistically analyzed

then evaluated.
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Figure 1 — Analysis of cell viability in B16F10 cells with Querc use using the MTT assay.
Representative graph of the data obtained after statistical analysis of the MTT assay for the different
concentrations of quercetin 6,25; 12,5; 25; 50; 100 and 200 pM in the in vitro treatment of
cutaneous malignant melanoma cells B16F10.

*Significant result: p < 0,05

The result from the cell viability MTT assay (Figure 1) showed that Querc was
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capable of promoting a significative decrease of cell viability on the treated cells. In
comparison with the control group, it is possible to observe that, the group treated with the
highest concentration of Querc (200 uM) were reduced in viability over 50%. The decrease
on the cell viability was, as observed, dose dependent. All concentrations promoted a

significative decrease on cell viability, except the concentration of 6,25 pM.

Querc treatment promoted high death rates in murine B16F10 melanoma cell

In relation to the cell death assay (Figure 2), it was possible to observe that Querc
was able of promoting high rates of cell death. For this result we analyzed specifically the
doses of 50, 100 and 200 uM, showing that, on the dosage of 200 uM of Querc, we could
observe the promotion of an increase of the death events in approximately 60% when
compared to the control group, showing that, similar to the cell viability, cell death promoted

by Querc is also dose dependent.
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Figure 2 - Cell death assay. Representative graph and fluorescence microscopy images of the

cells treated with the different concentrations of quercetin 50; 100 and 200 pM in the in vitro
treatment of cutaneous malignant melanoma cells B16F10 for the death assay. a) graphic results of
the quercetin promotion of cell death on malignant melanoma cells B16F10. b) Fluorescence
microscopy of the cells after treatment and staining with BE/AA. green cells are the cells that
remained viable after treatment and red cells the dead cells.

*Significant result: p < 0,05

Querc treatment affect the gene expression of cyclins involved in cell cycle in murine
B16F10 melanoma cell

We analyzed the expression of cycline genes related to cell cicle by the method of
gPCR as described on the anterior section. After accessing the results from de gPCR

analysis (Figure 3) we were able of observing that Querc was able of promoting non



46

statistically significant decrease on the expression of the ciclines A2, B1 and E1. In relation
to the cicline D3, the treatment with Querc was able of promoting a low significantly

increase on its expression.
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Figure 3 - Cyclins expression on cells treated with quercetin on the concentration of 200

MM. Representative graph of the genetic expression of ciclins after RNA isolation of the cells of malignant

murine melanoma B16F10 treated with quercetin. The data were obtained by isolation of the RNA from the
cells isolated and treated with quercetin and posterior analysis.

*Significant result: p < 0,05

Discussion

According to our findings, Querc promoted a decrease in viability and an increase on
death process in malignant murine melanoma B16F10 cells after treatment.

The decrease of cell viability and increase of cell death promoted by flavonoids is
most shown as related to their broad spectrum of action, going from alterations on cell
shape and glycolytic metabolism, until modulatory effects on the angiogenesis and

epithelial mesenchymal transition, related mostly to their antioxidant propeties (11, 12).



47

Concerning to cytotoxic effects, our results showed a dose dependent effect of
Querc on the promotion of murine melanoma B16F10 cell death. Most of the studies
involving the use of Querc on the cancer treatment (13, 14) have similar results related to a
dose dependence of Querc and flavonoids in general when applied as treatment for
different types of cancer.

The cell death and decrease on cell viability is, basically, related to two key
processes on the maintenance on organism balance and development of neoplasic
malignances: The apoptosis and autophagy processes (15).

It's also important to highlight that, experiments involving the use of quercetin on the
treatment of CM is not unprecedented. Other experiments, such as the ones performed by
(16) and by (17) had already shown that quercetin effects can go from promoting protective
effects over oxidant damage of DNA and chromosomal aberrations, the inhibition of STAT3
signaling pathway, promoting a reduction of tumor growth and the inhibition of metastasis
on a in vivo environment, between many other beneficial effects.

In this present study, the murine CM B16F10 cells exhibited a slight increase on the
expression of the cyclin D3 that, when unbalanced with the expression of other cyclins is
able of promoting a block on the advance of cell cycle to G1 to S1-phase (18). Studies as
the one performed by (19) and the one performed by (20) shows with more details de ability
of quercetin on promoting the inhibition of cell cycle progress. Both works showed that, in a
dose dependent form, Querc was able of arresting the cancer cells at the G1 or early S
phases, interrupting the cell cycle as a whole, starting this way the apoptosis process. Two
of the most important group of proteins enrolled in cell cycle are cyclins and cyclin-
dependent kinases (CDKs) (21). The cell cycle progress is driven by changes in cyclins
complexes and expression, and if the control of the cell cycle is disrupted, the cycle

progress might be stimulated by overexpressed cyclins (22).
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In mammalian cells, cyclins from the D and E family complexes are required to
promote cell cycle entrance from quiescence, progression through the G1 phase and
transition from G1 into S phase (23, 24).

Our findings showed a tendency for decrease cyclins A2, B1 and E1 RNA
expression and higher cyclin D3 RNA expression in murine CM B16F10 cells treated witu
Querc (concentragédo aqui). Knowing that the cyclins from the A family are responsible the
beginning of the G1 M and S cell cycle phases and the cyclins from B, D and E family are
responsible for starting the Glphase of the cell cycle, it is possible to conclude that, by
down regulating the expression of key cyclins for the cell cycle process, Querc is able of
down regulating the cell cicle on treated B16F10 cells (25, 26).

There are also studies that show that quercetin can also promote some malefic
effects over melanoma, such as the study performed by (27), showing that the treatment
proposed was able of promoting a increase of melanogenesis by increasing tyrosinase
activity. On our study we were not able of establishing negative effects of querc over the
treatment of the B16F10 cells.

As highlighted by (28), the field of research on the specific actions of Querc and
other flavonoids is still not very developed, making with the specific actions of those
compounds are still not completely realized, so more researches on this specific field of
chemoprevention are still needed for complete realization of their potential, especially when
it comes to cancer treatment.

In conclusion, findings from this study showed that Querc administration, specially at
the concentration of 200 uM, was able of promoting an increase on cell death rates on
murine MC B16F10 cells on a in vitro environment, being able of promoting a increase on
cell death rates and a decrease on the expression of the cyclines responsible for cell

proliferation, being this way a potential source of adjuvant therapy for cancer.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Ao fim deste trabalho pudemos concluir que, a administracdo de Quercetina no tratamento in
vitro proposta pelo mesmo demonstra ser eficaze no tratamento do carcinoma ao qual se propde o
teste, atraves da promogdo de morte celular, bem como a promocdo de alteragdes na expressao de
ciclinas responsaveis por promover a manutencao do ciclo celular.

Sendo assim, podemos tratar a quercetina como um potencial adjuvante no tratamento do
cancer, neste caso, 0 melanoma metastatico que se relaciona as células submetidas ao tratamento.

Mais experimentos, como experimentos envolvendo células ndo desenvolvidas de linhagens
de céncer, experimentos de especificidade de morte celular e ciclo celular e, especialmente,
experimentos in vivo e em humanos, sao necessarios para um maior conhecimento acerca dos efeitos

desde suplemento quando incorpodrado a um sistema bioldégico complexo.
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ANEXOS

ANEXO A — Normas de submissédo da revista Phytomedicine.

PREPARATION

Original papsrs

frtides should nol exceed 12-15 typewritben pages or up to 5,000 words, induding references,
tables and figures. Previously reported methods should be referenced only. The number of referenc==
should not mooeed 30 (except for review arlide= or reports on microamray data).

Short communmications
Short communicalions should bz conden=z=d to 4-8 typewritben pages or nol more than 2,500
wrords including references and 8 maximum of two illustrations.

R=view ardicies

Review arlicles will only b= By invitation. Peview arlicles can provide concise and crilical updates on
& sulfsject of current interest. Herbal drug-monographs are only acceptable i’ they contain the newest
pharmacological and toxicclegical issues and an outlook on fulure directions.

Frof. Hildeberd Wagmer Awand

The "Praf. Hildebert Wagner &ward™ was crealed to ioner the outstanding =fforts of Profl. Wagner for
the jowrnal Phylomedidne. This aweard will be granted to & gradueal= =stud=nt or young posi-docioral
res=archier who is the first author of 2 paper reviewed by the Editors of Phytomedidine o be the
be=t one= in the Jowurnal during the previous calendar y=ar. The prize will be sponsored by El=evier
with EUR 500 for the awarde= and a ceriificat= for every Co-futhor Additionally an official notice will
be publizhed on e journal homepage of Piyiomedidne [hitps:/fwew. elz=viercom/local=/pirymed),
on which e artide will b= =vailable free of dharge for one y=ar. The reviewing editors for the first
contribution o be awarded in Phylomedicine will be Prof. Hildebert Wagner hims=il, Prof. Alexander
Panos=ian, and Prof. Su=ana Zacchino. To gualify, nomin==s must be younger than 35 y=ars and an
putstanding contribution to e fizld must be provided. Nominzalions can be made By first authors
[resp. corresponding authars).

AUTHOR INFORMATION PACE 1 Mar 2020 wwyve_elsevier. comylocabe) phrymed =1









