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RESUMO 

 

Introdução: O Melanoma cutâneo (MC) se desenvolve a partir dos melanócitos, células 

responsáveis pela pigmentação da pele e mucosas. O MC é considerado um tipo de câncer agressivo 

clinicamente devido a precocidade com que desenvolve metástases. A Quercetina (Querc) é um 

polifenol de ocorrência natural que atua como um modulador negativo das vias moleculares 

relacionadas à progressão de neoplasias malignas, incluindo àquelas responsáveis pela proliferação 

celular e apoptose. 

Objetivo: No presente estudo, investigamos os efeitos da Querc na viabilidade celular, morte e 

expressão de marcadores do ciclo celular de células de MC murino B16F10. 

Métodos: Em nosso estudo, células B16F10 a uma suspensão de 2×10
4 

células foram cultivadas na 

presença de Querc nas doses de 200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 µM por período de 48 hora. Ao final 

deste período, analisamos a viabilidade celular através do ensaio colorimétrico MTT (ensaio 

colorimétrico de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromidefor). O 

comportamento celular foi acessado por meio da expressão de mRNA das ciclinas reguladoras do 

ciclo celular A2, B1, D3 e E1, por meio de qPCR e ensaio colorimétrico de fluorescência com 

brometo de etídio e acridina laranja (BE/AA) para estabelecimento das taxas de morte celular. Como 

controle, células B16F10 cultivadas na ausência de Querc foram submetidas às mesmas análises. 

Resultados: Os resultados mostraram diferenças significativas na viabilidade celular e morte de 

células B16F10 expostas a Querc, com detaque para a concentração de 200 µM, uma vez que a droga 

foi capaz de diminuir a viabilidade celular em mais de 50% em sua maior concentração, bem como 

promover um aumento nos eventos de morte celular superior a 50%. Em relação aos eventos 

moleculares que regulam o ciclo celular, a Querc na concentração de 200 µM  foi capaz de aumentar 

a expressão da ciclina D3, que atua como bloqueadora da transição do ciclo celular da fase G1 para 

S1, levando, consequentemente, a uma maior frequência de células B16F10 nas fases G0/G1 do cico 

celular. Todos estes resultados moleculares foram condizentes com a alteração na expressão de 

ciclinas observada nas células B16F10 quando tratadas com Querc em sua maior concentração. 

Conclusões: Nossos resultados mostraram que o tratamento com Querc atuou como um agente 

indutor de morte celular, regulador da expressão de marcadores do ciclo celular e redutor da 

viabilidade celular em células B16F10. Esses achados evidencam o potencial uso da Querc  como um 

nutracêutico com propriedades terapêuticas neoadjuvantes anticâncer. 

 

Palavras-chave: Quercetina, Melanoma, Terapêutica, Técnicas in vitro
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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 × 10
4
 cells were cultured on the 

presence of Querc at doses of 200, 100, 50, 25, 12.5 and 6.25 µM 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 qPCR 

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 µM 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 µM 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 G0 / 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 INTRODUÇÃO 

 

 
O Melanoma cutâneo é o tipo de câncer que se desenvolve a partir dos melanócitos, células 

responsáveis pela produção de melanina e coloração da pele. Tem inicio com um pequeno tumor 

cutâneo pigmentado na pele, mais frequentemente em áreas de exposição sazonal ou crônica ao sol, 

sendo quase 50% dos casos ocorrentes a partir de nevos melanocitos pré-existentes (1). Trata-se de 

um câncer diferente dos demais cânceres de pele devido à produção de metástase de forma rápida, 

mais comumente  para outros pontos da pele, fígado e pulmões (2), sendo responsável pela maioria 

das mortes por câncer de pele metástatico (3).  

Quando tratamos de um contexto histórico, tratamentos de doenças humanas bem sucedidos são 

atualmente atribuídos ao uso de agentes nutracêuticos, tais como os flavonoides, que são compostos 

naturais presentes em diversos tipos de vegetais (4). Atualmente, esses nutracêuticos têm ganhado 

espaço na literatura científia devido  às suas diversifcadas propriedades para o tratamento de doenças  

(5, 6).  

Quercetina (Querc) é tida como um dos flavonoides mais frequentemente estudados, dentre as 6 

subclasses de compostos desta natureza, sendo um composto polifenólico com possível emprego em 

dietas, tido como um inibidor do transporte de auxinas em tecidos vegetais (7). O termo polifenólico 

é utilizado no meio científico referindo-se aos flavonoides, taninos, ácidos fenólicos e seus 

derivados(8).  

A Querc é considerada e tida como um poderoso agente anti-oxidante, devido à sua capacidade de 

capturar radicais livres e ligar íons metálicos de transição aos mesmos, sendo capaz de neutralizar 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio de ocorrência natural (9). A pesquisa tem confirmado e 

demonstrado a aplicação de Querc nos mais diversos campos e no tratamento de diversas questões 

em saúde e doença, tais como anti-idade, tratamento de alergias, angioproteção, anticarcinogênico, 

anti-inflamatório, tratamento da asma, tratamento de diabetes, melhoria no desempenho na prática de 
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exercícios, gastroproteção e desordens do humor (10-12).  

Partindo do ponto em que propostas desenvolvidas por evidências científicas de que, componentes de 

dietas naturais são capazes de inibir o processo da carcinogênese e outras doenças, bem como 

influenciar efetivamente na redução do risco de desenvolvimento de cânceres em humanos, a ideia da 

quimioprevenção age como um importante adjuvante tanto na prevenção quanto no tratamento do 

câncer (13-15). Foi demonstrado que Querc apresenta importantes efeitos antiproliferativos quando 

relacionado ao tratamento do câncer, 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 expressão de marcadores do ciclo celular  em células de Melanoma 

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

2.1 Melanoma cutâneo 
 

 

O Melanoma cutâneo (MC) é um tipo de câncer que se desenvolve nos melanócitos, células 

produtoras de melanina e responsáveis pela coloração da pele. Tem inicio com um pequeno tumor 

cutâneo pigmentado sobre a pele normal, mais frequentemente em áreas expostas ao sol, sendo quase 

metade dos casos decorrentes  de nevos melanocíticos  pré-existentes (1).  

Trata-se de um câncer diferente dos demais cânceres de pele, tendo em vista que produz metástase de 

forma rápida, onde cresce e destrói os tecidos aos quais se liga e tecidos adjascentes, o que dificulta a 

viabilidade de tratamentos convencionais (2), sendo responsável pela maioria das mortes por câncer 

de pele metastático (3).  

O MC é o 19º câncer mais comum no mundo, com cerca de 8.450 novos casos diagnosticados no 

Brasil no ano de 2020, tendo uma incidência crescente de forma rápida, mais do que qualquer outro 

tipo de câncer com alta taxa de letalidade (17). 

O MC pode ser classificado em quatro tipos distintos, de acordo com as características clinicas e 

histológicas: o melanoma expansivo ou superficial é um tipo de melanoma que apresenta 

desenvolvimento associado à exposição solar sazonal, com crescimento radial e posteriormente 

invasão tecidual. Trata-se do tipo mais frequente e surge geralmente na faixa etária 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 indivíduos do sexo masculino. Apresenta-se como uma lesão 

papulosa ou nodular, elevada, de cor castanha, negra ou azulada. São frequentes a ulceração e o 

sangramento; existe a variante amelanótica, com superfície critematosa com crescimento vertical e 

metástases precoces (1, 18, 19).  

O melanoma lentigo ou lentiginoso acral (MLA), surge nas regiões palmoplantares, extremidades 
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digitais, mucosas e semimucosas; é mais frequente em indivíduos de pele negra (35 a 60%). Essa 

forma clínica não tem predileção por sexo e é mais frequente na sétima década de vida. Nas 

extremidades digitais pode se apresentar como lesão tumoral acastanhada subungueal, melanoníquia 

estriada, fragmentação longitudinal da lâmina ungueal, além de paroníquia crônica e persistente. É o 

tipo histológico mais agressivo dentre os melanomas cutâneos (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 área de fotoexposição crônica11, apresenta-se como 

mancha acastanhada ou enegrecida, de limites nítidos e irregulares, alcançando vários centímetros de 

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

 

2.2 Quercetina 

 

Flavonoides são compostos naturais presentes em vegetais (4) que têm ganhado espaço e chamado a 

atenção com relação às suas propriedades, a serem explanadas ao longo do texto, em um contexto de 

saúde, sendo as mesmas amplamente diversas quando comparadas aos efeitos de outros compostos 

naturais (5, 6).  

Mais de 5000 flavonoides empregáveis em dietas foram identificados até o presente momento em 

componentes vegetais, porém, uma grande parte destes componentes fitoquímicos permanece 

desconhecida ou não apresenta efeitos terapêuticos ou dietéticos relevantes (24, 25).  

Cada vez mais evidências mostram que uma alimentação saudável com um consumo moderado de 

produtos com base vegetal possui um importante papel na prevenção de doenças crônicas, tais como 

doenças coronarianas, cânceres, diabetes, Alzheimer, e declínio de funções relacionadas ao 

envelhecimento, fato este que se relaciona diretamente ao aumento do consumo de flavonoides (26-

28).  

O momento na história no qual se iniciaram os interesses da pesquisa sobre os benefícios dos 
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flavonoides na saúde ficou conhecido como “the french paradox” ou o paradoxo francês (29). Este 

momento é tido como um marco histórico, em que  observações feitas sobre a alimentação de 

culturas mediterrâneas, onde mesmo com as dietas apresentando um alto teor calórico e de gorduras 

trans, fator associado ao desenvolvimento de doenças coronarianas, a população em questão 

apresentava uma baixa incidência de casos deste tipo de patologia quando comparada com culturas 

ocidentais (30).  

O ponto chave foi a observação de que, a única grande diferença nos hábitos alimentares das 

diferentes culturas era o consumo moderado de vinho tinto pelas populações mediterrâneas, sendo o 

vinho dotado de uma grande quantidade de compostos fenólicos com importância fitoqímica (Figura 

2) (31, 32).  

O isolamento de flavonoides derivados de componentes vegetais foi relatado pela primeira vez no 

ano de 1936, pelo bioquímico Albert Szent-Gyorgyi, que através de estudos relacionados a 

componentes biológicos vegetais e sua ação sobre o stress oxidativo descobriu uma série de 

componentes bioativos isolados, entre eles, o que lhe rendeu um prêmio Nobel no ano de 1937 pela 

descoberta da ação da vitamina C sobre a oxidação de nutrientes (33, 34). Os Flavonóides são 

também referidos no meio científico e de suplementação alimentar como fitoquímicos, sendo estes 

compostos bioativos não nutrientes encontrados na composição de tecidos vegetais, como os 

destacados na figura 1 e quadro 1, sendo hipotetizados como responsáveis pela redução do risco de 

desenvolvimento de doenças crônicas (40, 41). 

A Quercetina (Querc) é tida como um dos flavonoides mais estudados na literatura científica, dentre 

as 6 subclasses de compostos desta natureza, sendo um composto polifenólicos com possível 

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 são hormônios vegetais responsáveis por diversas funções nos tecidos e células vegetais, 

dentre elas, a divisão e alongamento celulares; promoção de dominância apical; promoção do 
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crescimento das raízes, 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 porções comestíveis de quercetina. 

 

Figura 1 - Vegetais, frutas e chá e suas concentrações de quercetina.  
Fonte: Adaptado de D'Andrea G (5) 
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Fonte: Adaptado de Gurib-Fakim A  (36) 

 

Figura 2 - Compostos fenólicos e não fenólicos encontrados no vinho. 

 

 

Fonte: Liu RH Adaptado de (37) 
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A Querc é um dos mais abundantes flavonoides polifenóis de ocorrência natural, sendo originado 

como um metabólito secundário do metabolismo vegetal e amplamente distribuído neste reino, 

possível de ser encontrado na forma de glicosídeos de quercetina, sendo esta a molécula de Querc 

conjugada com resíduos de açúcar (38).  

 

Figura 3 - Estrutura química da quercetina aglicona. 

 

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

 

A Querc em forma de aglicona (figura 3), que é a Querc livre de resíduos de açúcar, é a normalmente 

encontrada em produtos comerciais como um componente de suplementos alimentares, apresentando 

diferentes benefícios ou propósitos beneficiares que não são o foco principal apresentado nos 

diversos trabalhos científicos desenvolvidos (40). 

Com relação à sua estrutura química, os flavonoides são componentes do maior grupo de compostos 

fenólicos, compostos por 2 anéis aromáticos ou anéis benzênicos (anel A e anel B), que são 

conectados por um oxigênio ligado a um pireno ou anel heterocíclico (anel C) (Figura 4) (41, 42). 
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Figura 4 - Estrutura química dos principais flavonoides encontrados na natureza. 

 

 

Fonte: Adaptado de D'Andrea G  (5) 

 

A Querc é naturalmente encontrada em formas derivadas, tanto na forma de glicosídeo (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). É encontrada in natura na forma de cristais amarelos, sendo 

completamente insolúvel em água fria, levemente solúvel em água morna, retomando sua 

disponibilidade em chás, e completamente solúvel em compostos lipídicos e ou compostos 

alcoólicos, retomando sua alta disponibilidade em vinhos (7). Por ser um componente lipofílico, 

Querc apresenta capacidade de atravessar a membrana celular e dar início a múltiplas sinalizações 

que promovem a quimioproteção (43). 
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Figura 5 – Principais configurações de quercetina. 

 

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 enzimática, caminhos de sinalização transducional e neutralização 

de espécies reativas de oxigênio (EROs), cuja ação maléfica é provocada por fatores toxicológicos e 

ambientais(45, 46). 

A Querc tem sua aplicação confirmada em pesquisas nos mais diversos campos e no tratamento das 

mais diversas formas de doença, tais como anti-idade, tratamento de alergias, angioproteção, 

anticarcinogênico, anti-inflamatório, tratamento da asma, tratamento de diabetes, melhoria na 

performance na prática de exercícios, gastroproteção e desordens do humor (Figura 6) (10-12).  
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Figura 6 - Principais ações de quercetina na saúde. 

 

Fonte: Adaptado de D'Andrea G (5) 

 

Além dos efeitos anti-trombóticos e antiinflamatórios, que são os efeitos com mais foco terapêutico e 

de investigações científicas de Querc, a mesma pode ser utilizada como método preventivo ao 

desenvolvimento de doenças relacionadas à obesidade, doenças relacionadas ao estilo de vida e no 

tratamento de algumas manifestações do câncer, sendo estes campos terapêuticos com crescente 

desenvolvimento dentro do campo científico (27, 47, 48). 

Até o momento, não existem trabalhos sobre os efeitos tóxicos de Querc que contestem a segurança 

no consumo da mesma (49, 50). Sua absorção e metabolização podem ser observadas tanto nos 

intestinos quanto no fígado (Figura 7) (39, 51).  
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Figura 7 – Vias metabólicas de compostos fenólicos. 

 

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 açúcar ao qual se liga. Evidências disponíveis mostram que os 

glucosídeos de Querc (como os encontrados nas cebolas) são absorvidos de forma muito mais eficaz 

que as formas rutinosiladas (a principal forma de Querc encontrada em chás). Os glucosídeos (Figura 

8) são hidrolizados de maneira muito mais eficaz no intestino delgado pela beta-glucosidase (52). 
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Figura 8 – Estrutura química dos glicosídeos de quercetina. 

 

 

Fonte: Adaptado de D'Andrea G (5) 

 

2.3 Quercetina e câncer 

 

O campo da quimioprevenção é definido como o responsável pela elaboração de estudos envolvendo 

componentes naturais ou sintéticos que possam ser utilizados como estratégia para complementar, a 

longo prazo, a prevenção, inibição ou reversão da carcinogênese. Este é um dos campos da pesquisa 

com o maior avanço, especialmente devido ao aumento no interesse sobre o uso da medicina 

complementar e produtos  de origem natural no tratamento de enfermidades (15, 53).  

Alterações no estilo de vida e alimentação estão intimamente associadas à uma menor incidência de 

certos tipos de cânceres, como câncer colo retal, câncer de estômago, câncer de pulmão, dentre 

outros, e doenças crônicas, como diabetes e doença coronariana, sendo a inclusão 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 têm focado nas ações de Querc, desde considerações acerca de seu 
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potencial carcinogênico, através de avaliações sobre possíveis promoções de mutação por Querc, até 

avaliações de seu potencial como agente anticarcinogênico, assim como seus agentes anticâncer (54). 

Os efeitos antitumorais da Querc têm sido descritos em diferentes tipos de câncer, incluindo o 

carcinoma de cabeça e pescoço, carcinoma colorretal, carcinoma de mama, carcinoma de próstata, 

carcinoma pulmonar, câncer de bexiga, câncer de pâncreas, hepatocarcinoma, câncer da tireoide, 

câncer ovariano, câncer gástrico, entre outros (55-59).  

A administração de Querc em um contexto de tratamento do câncer demonstra a capacide de 

promover alterações na morfologia de diversas linhagens de células cancerosas, bem como a 

supressão de seu metabolismo glicolítico, sendo tais efeitos associados à sua ação 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 carcinogênese e 

distúrbios neurodegenerativos, principalmente devido à sua ação antioxidante, capacidade de 

produção de diversas enzimas desintoxicantes e capacidade de modular cascatas de sinalização 

proteicas (Figura 9).  

Isto interfere em estágios específicos do processo carcinogênico, podendo inibir a proliferação 

celular e induzir a apoptose, autofagia e promover citotoxicidade celular específica em diversos tipos 

de células cancerosas (61, 62). 
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Figura 9 - Principais efeitos antineoplásicos promovidos pelos polifenóis. 

 

 

Fonte: Adaptado de Murakami A, Ashida H e Terao J. (63). 

 

A autofagia é tida como um processo de autorreciclagem, ou autodestruição, através do qual, células 

que apresentam dano em quaisquer de seus componentes são degradadas, sendo tal mecanismo 

associado tanto com processos de pró-sobrevivência, quanto processos antitumorais, a depender do 

contexto celular (64).   

Os Flavonóides são também referidos no meio científico e de suplementação alimentar como 

fitoquímicos, sendo estes compostos bioativos não nutrientes encontrados na composição de tecidos 

vegetais, como os destacados na figura 1 e quadro 1, sendo hipotetizados como responsáveis pela 

redução do risco de desenvolvimento de doenças crônicas (40, 41). 

Evidências crescentes sugerem que os flavonoides, em especial o resveratrol e a Querc, podem 

contribuir para a remodelação da cromatina, interferindo assim no surgimento de alterações 

epigenéticas importantes na progressão do câncer (65). Os Flavonóides são também referidos no 
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meio científico e de suplementação alimentar como fitoquímicos, sendo estes compostos bioativos 

não nutrientes encontrados na composição de tecidos vegetais, como os destacados na figura 1 e 

quadro 1, sendo hipotetizados como responsáveis pela redução do risco de desenvolvimento de 

doenças crônicas (40, 41).Em particular, compostos como Querc atuam no bloqueio da evolução 

tumoral através da inibição ou ativação de vias de sinalização chave, resultando na restauração da 

ação de genes supressores do tumor e inibição da expressão de oncogenes (66).  

O ponto da replicação celular G1 é controlado pelo gene TP53, sendo este gene o principal 

responsável pelo controle deste processo de um modo geral (67). Querc apresenta a capacidade de 

detectar células no final do estágio proliferativo G1, impedindo sua continuidade (Figura 10) (68).  

Sendo assim, sabe-se que a administração de Querc em sistemas in vitro promove uma queda na 

expressão do gene TP53 mutante, sendo o mesmo apontado como o principal responsável na 

promoção de processos carcinogênicos (69-71). 

 

Figura 10 - Pontos de interação entre ciclo celular e quercetina. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Scholz (54)  

 

São crescentes as evidências de que espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de 

nitrogênio (ERNs) desempenham papel chave no desenvolvimento do carcinoma humano, 
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especialmente com as crescentes evidências de que antioxidantes podem prevenir ou atrasar o 

desenvolvimento de certos tipos de cânceres (72). ROS é um termo coletivo usado frequentemente 

na biologia, incluindo os radicais de oxigênio, os superperóxidos, hidroxilas, peroxilas e alcoxilas e 

certos compostos não radicais que também atuam como agentes oxidantes (73-75).Uma das ações 

únicas de Querc, além de sua capacidade antioxidante e que tem chamado a atenção de pesquisadores 

na busca de respostas sobre seus mecanismos de ação, é a propriedade de atuar como agente 

antioxidante como um agente promotor de oxidação (76).A ação de EROs (Figura 11), responsáveis 

pelo processo oxidativo, sobre as moléculas de DNA é tida como a principal fonte de mutações, 

ativação e inativação em genes chave em células saudáveis, levando a um crescimento descontrolado 

de células tumorais (77). 

 

Figura 11 - Danos à saúde promovidas por ROS. 

 

Fonte: Adaptado de Zhang Q, Zhao X-H e Wang Z-J (73) 
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Na maioria dos tumores malignos, a angiogênese é o processo que dá início à metástase tumoral (78). 

Os vasos que envolvem o tumor fornecendo nutrientes e oxigênio servem também como possível 

porta de migração para células iniciadoras de tumor, que, ao entrar na corrente sanguínea, passam 

por uma série de processos de sinalização, podendo promover a formação de um tumor secundário 

em sítios distantes do que se localiza o tumor primário (79).  

A densidade de vasos sanguíneos que envolvem uma massa tumoral é tida como chave que dita as 

probabilidades de desenvolvimento de metástase para um indivíduo (80, 81). Outro ponto chave de 

atuação de Querc na evolução tumoral dá-se através da inibição de formação de novos vasos 

sanguíneos (78).  

Querc também é tida como uma possível inibidora da migração epitélio mesenquimal (EMT), 

fenômeno a partir do qual se dá o processo de metástase. O composto fenólico é demonstrado como 

responsável por promover o aumento da expressão de E caderinas, que são proteínas responsáveis 

por promover a adesão e ancoragem celular, e diminuição da expressão de N caderinas, que são as 

proteínas responsáveis pela perda de adesão e migração das células (82). O comportamento de 

inibição da EMT foi observado em casos de carcinoma de cabeça e pescoço e câncer 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 ação 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 

cânceres apresentaram efeito na queda na proliferação celular, aumento de processos apoptóticos 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 administração de Quercetina (Querc) sobre a expressão gênica e biomarcadores 

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

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Analisar a viabilidade de células murinas de MC B16F10 tratadas com Querc nas concentrações 

200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 µM; 

 Quantificar a expressão gênica de marcadores do ciclo celular (ciclinas A2, B1, E1 e D3) em 

células murinas de MC B16F10 trtadas com Querc na concentração de 200 µM; 

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

murinas de MC B16F10. 
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4 PRODUTO CIENTÍFICO 

 

 

 

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

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

Artigo científico submetido para avaliação no periódico 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 × 104 cells were cultured on the 

presence of Querc at doses of  200, 100, 50, 25, 12.5 and 6.25 µM 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 qPCR 

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 G0 / 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% CO2 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 × 

104 cells were seeded in 96-well plates. The plates were placed in standard conditions of 

culture (37°C and 5% CO2 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 

µM) 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 × 105 

cells/well was seeded. The cells were then submitted to treatment with Querc on the 

concentrations of 50, 100 and 200 μM for 48 h. After treatment, cells were removed from 

the plate, centrifuged and resuspended in 25 μL of RPMI medium. After that, 1 μL 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 5× 

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 I (DNA-free kit; Ambion, Austin, TX, USA). The total RNA concentration was 

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

  

qPCR analysis for gene expression 

For our qPCR analysis, the B16F10 cells were seeded in 25 cm2 culture flasks. The 

mount of cells to be seeded at each flask were established differently for control (2 × 105 

cells) and treatment (3,5 × 105 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 µg/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 I 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 (RnaseOUTTM). Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) was performed using a TaqMan 

gene expression assay according to the manufacturer's instructions. 5 μL of the TaqMan® 

Universal PCR Master Mix assay (2×), 0.5 µL of the primer (TaqMan gene expression 

assay 20x), 3.5 µL water and 1 μL of cDNA were mixed for each sample. The primers 

specifications used were: Cylcin A2 (access code: Mm00438070_m1 4453320), Cyclin 

B1(access code: Mm00838401_g1 4453320), Cyclin D3 (access code: Mm01612362_m1 

4453320), and Cyclin E1(access code: Mm01266311_m1 4448892). The endougenous 

gene primer adopted for this work was the gapdh (access code: Mm99999915_g1). 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 B16F10 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. 

 

 

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 µM 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 µM) 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 µM. 

 

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 µM, showing that, on the dosage of 200 µM 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 µM 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 

qPCR as described on the anterior section. After accessing the results from de qPCR 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

µM. 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). 
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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 (concentração 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 G1phase 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 µM, 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 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 

 Ao fim deste trabalho pudemos concluir que, a administração de Quercetina no tratamento in 

vitro proposta pelo mesmo demonstra ser eficaze no tratamento do carcinoma ao qual se propõe o 

teste, através da promoção de morte celular, bem como a promoção de alterações na expressão de 

ciclinas responsáveis por promover a manutenção do ciclo celular. 

 Sendo assim, podemos tratar a quercetina como um potencial adjuvante no tratamento do 

câncer, neste caso, o melanoma metastático que se relaciona às células submetidas ao tratamento. 

 Mais experimentos, como experimentos envolvendo células não desenvolvidas de linhagens 

de cêncer, experimentos de especificidade de morte celular e ciclo celular e, especialmente, 

experimentos in vivo e em humanos, são necessários para um maior conhecimento acerca dos efeitos 

desde suplemento quando incorpodrado a um sistema biológico complexo. 
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