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“O universo de cada um se resume ao tamanho 

do seu saber.” 

Albert Einstein 



RESUMO 

Câncer é um conjunto de doenças de caráter maligno com desenvolvimento rápido e 

agressivo, sendo o melanoma considerado um dos tipos mais graves devido à alta possibilidade 

de metástase. O Brasil possui biodiversidade disponível para o estudo de bioativos no tratamento 

de várias doenças. O Cerrado é o bioma onde encontra-se o fruto da Campomanesia adamantium 

(guavira) popularmente utilizada como remédio e descrita com potencial antiproliferativo sobre 

células tumorais, sendo assim, avaliou-se o efeito desse fruto em modelo de metástase pulmonar de 

melanoma. Os extratos da casca e da polpa foram obtidos por maceração em solvente diclorometano 

e utilizados na pesquisa do potencial antiproliferativo em sete linhagem celulares, sendo duas não 

tumorais, pelos métodos SRB e MTT, obtendo dados da inibição de 50% do crescimento celular, 

inibição total do crescimento celular e índice de seletividade utilizando a linhagem NIH-3T3. Ainda, 

foram avaliados parâmetros para utilização do marcador tumoral IR-780 no equipamento In-Vivo 

Xtreme para avaliação de amostras frente a linhagem B16-F10. Ambos extratos foram ativos 

principalmente frente à linhagem U251 (glioblastoma), sendo o extrato da casca mais ativo (GI50 

= 4,89 ug/ml, IS = 51,3) do que o extrato da polpa (GI50 = 32,1 ug/ml, IS = 8,7). O extrato da casca 

apresentou, na maior concentração, efeito citocida para a maioria das linhagens tumorais testadas. 

No teste de absorção do IR-780 pelas células B16-F10 (melanoma murino), a melhor visualização 

da viabilidade celular foi obtida com a utilização do marcador na concentração de 20 µM para a 

densidade celular de 2x105. Ainda, a coloração simultânea com o corante nuclear Hoechst 33342 

evidenciou o acúmulo de IR-780 no citosol celular. Nos testes in vivo foram realizados três modelos 

de tumor (n=3) pela inoculação de 5x105 células, em camundongos machos da linhagem BALB/c, 

sendo um nódulo subcutâneo dorsal e dois métodos de obtenção de metástase pulmonar, por 

inoculação intraperitoneal e por inoculação venosa pela veia lateral caudal. Foi utilizado 200µL do 

IR-780 a 0,45 mg/kg intraperitoneal, nas últimas 24h do experimento para obtenção das imagens 

de fluorescência, obtendo resultados satisfatórios no modelo de metástase, por inoculação venosa, 

e inviabilizado o uso do marcador nos outros dois modelos. Para determinar a atividade dos extratos 

in vivo os animais foram inoculados com células B16-F10 no primeiro dia de experimento pela veia 

lateral caudal. No 15º dia, foram distribuídos em cinco grupos (n=6), o grupo controle não recebeu 

tratamento, o grupo Azeite recebeu tratamento com 100µL de azeite de oliva extra virgem puro, o 

grupo Doxo foi tratado com 200µL de doxorrubicina 5 mg/kg, o grupo DEGPU foi tratado com 

extrato da polpa e o grupo DEGPE foi tratado com extrato da casca ambos diluído em azeite de 

oliva extra virgem a 92,5 mg/kg/100µL intraperitoneal, todos os grupos receberam uma única 

dose de tratamento. Nas últimas 24h do estudo, no 29º dia, os grupos também receberam IR-

780. Os animais foram pesados em diferentes dias, sem apresentar diferença estatística 

significativa entre os grupos. O consumo de ração foi avaliado nos últimos três dias do 



experimento, onde constatou diferença significativa somente entre o grupo controle e o grupo 

azeite. Com relação a metástase, a diferença estatística (p<0,05) foi entre os grupos tratados 

com os extratos e o grupo controle, indicando grande redução da metástase pulmonar, 

principalmente no grupo DEGPU, confirmado pelas análises macroscópica e histológica dos 

pulmões. As imagens obtidas na análise ex vivo indicaram que a intensidade de fluorescência 

do IR-780 foi inversamente proporcional ao comprometimento pulmonar, sugerindo a 

viabilidade de uso desse marcador para este tipo de análise. Portanto, conclui-se que os extratos 

da C. adamantium limitaram o crescimento tumoral e a implantação da metástase e que o IR-

780 pode ser utilizado para determinar viabilidade celular e comprometimento pulmonar 

tumoral. 

 

Descritores: B16-F10, Marcador tumoral, Metástase pulmonar, In-Vivo Xtreme, 

Imaging system 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Cancer is a group of malignant diseases with rapid and aggressive development, and 

melanoma is considered one of the most serious types due to high possibility of metastasis. Brazil 

has biodiversity available for study of bioactive for treatment of various diseases. Cerrado is a 

biome where fruit of Campomanesia adamantium (guavira) is found, popularly used as a medicine 

and described as having anti-proliferative potential on tumor cells, therefore, effect of this fruit on 

melanoma lung metastasis model was evaluated. Peel and pulp extracts were obtained by 

maceration in dichloromethane solvent and used to research antiproliferative potential in seven cell 

lines, two of which were non-tumorous, using SRB and MTT methods, obtaining data on 50% of 

growth inhibition, total growth inhibition and selectivity index using NIH-3T3 line. Furthermore, 

parameters were evaluated for using IR-780 tumor marker in In-Vivo Xtreme equipment to evaluate 

samples against B16-F10 lineage. Both extracts were active mainly against U251 lineage 

(glioblastoma), with peel extract being more active (GI50 = 4.89 ug/ml, IS = 51.3) than pulp extract 

(GI50 = 32.1 ug/ml ml, IS = 8.7). Peel extract showed, at the highest concentration, a cytocidal 

effect for most of tumor lines tested. In IR-780 absorption test by B16-F10 cells (murine 

melanoma), best visualization of cell viability was obtained using marker at concentration of 20 µM 

for a cell density of 2x105. Furthermore, simultaneous staining with nuclear dye Hoechst 33342 

showed the accumulation of IR-780 in cell cytosol. In vivo tests, three tumor models (n=3) were 

performed by inoculating 5x105 cells in male mice of BALB/c lineage, one dorsal subcutaneous 

nodule and two methods of obtaining pulmonary metastasis, by intraperitoneal inoculation and by 

venous inoculation through caudal lateral vein. 200µL of IR-780 at 0.45 mg kg-1 intraperitoneally 

was used in last 24 hours of experiment to obtain fluorescence images, satisfactory results were 

obtained in metastasis model, by venous inoculation, and the use of marker in two other models 

was unfeasible. To determine activity of extracts in vivo, animals were inoculated with B16-F10 

cells, through lateral caudal vein, on first day of experiment. On 15th day, they were distributed into 

five groups (n=6), where control group received no treatment, Olive group received treatment with 

100µL of pure extra virgin olive oil, DOX group was treated with 200µL of doxorubicin 5 mg/kg, 

DEGPU was treated with pulp extract and DEGPE group was treated with peel extract, both diluted 

in extra virgin olive oil at 92.5 mg/kg/100µL intraperitoneally, all groups received a single dose of 

treatment. In last 24h of study, on 29th day, groups also received IR-780. Animals were weighed on 

different days, without showing a statistically significant difference between groups. Feed 

consumption was evaluated in last three days of experiment, where a significant difference was 

found only between Control group and Olive group. Regarding metastasis, statistical difference 

(p<0.05) was between groups treated with extracts and Control group, indicating a great reduction 

in lung metastasis, especially in DEGPU group, confirmed by macroscopic and histological 



analyzes of lungs. Images obtained in ex vivo analysis indicated that fluorescence intensity of IR-

780 was inversely proportional to lung involvement, suggesting the feasibility of using this marker 

for this type of analysis. Therefore, it is concluded that C. adamantium extracts limited tumor 

growth and metastasis implantation and that IR-780 can be used to determine cell viability and 

tumor lung involvement. 

 

Descriptors: B16-F10, Tumoral marker, Lung metastasis, In-Vivo Xtreme, Imaging 

system 
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1. INTRODUÇÃO 

Câncer é o nome dado a um conjunto de doenças de caráter maligno, caracterizado por 

crescimento desordenado, rápido e agressivo das células, podendo invadir tecidos localizados 

ou órgãos distantes. Por esse motivo, é necessário um diagnóstico precoce, tratamento 

específico e individualizado, podendo ser combinado mais de uma modalidade de tratamento, 

como cirurgia, radioterapia, quimioterapia e imunoterapia (INCA, 2022a). 

 Segundo a Organização Pan-Americana de Saúde/Organização Mundial de Saúde 

(OPAS/OMS, 2020), em 2018 foram relatados 9,6 milhões de mortes pelo câncer em todo 

mundo, sendo que 70% das mortes ocorrem em países de média e baixa renda, sendo assim, é 

uma doença considerada geradora de impacto econômico em constante crescimento. 

No Brasil, estima-se que entre 2023 e 2025 serão aproximadamente 704 mil novos casos 

de câncer, sendo que 70% desses casos estarão concentrados nas regiões Sul e Sudeste (INCA, 

2022b). Só em 2023 o câncer de mama e de próstata somados gerarão mais de 145 mil novos 

casos entre mulheres e homens, respectivamente, e o câncer de pele melanoma terá quase 9 mil 

novos casos (INCA, 2022c). Em Mato Grosso do Sul, a incidência do melanoma varia de 2,96 

a 11,31 casos para cada cem mil habitantes do gênero masculino e de 1,56 a 2,16 casos por cem 

mil habitantes do gênero feminino (INCA, 2022d). 

O câncer de pele melanoma é considerado um dos tipos mais graves da doença devido 

à alta possibilidade de gerar metástase. Se detectado em sua fase inicial tem prognóstico 

favorável, porém quando em metástase, a sobrevida do paciente em cinco anos é de apenas 

31,9% (INCA, 2022e; NIH, 2022). 

O Brasil possui vasta biodiversidade disponível para o estudo de substâncias bioativas para 

o tratamento de várias doenças, dentre elas, o câncer. O Cerrado é o segundo maior bioma da 

América do Sul com aproximadamente 2 milhões de km2. (MMA, 2022; SIMÕES; SCHENKEL, 

2002). 

A Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg, conhecida como guavira, é um fruto 

encontrado em abundância na região do Cerrado brasileiro e é amplamente utilizada, popularmente, 

como remédio e pela indústria alimentícia (CARNEVALI et al., 2008). A guavira é considerada a 

fruta símbolo do Estado de Mato Grosso do Sul, pela Lei Estadual n° 5.082 de 08 de novembro de 

2017 (MS, 2017), por estar presente na cultura da população sul-mato-grossense, como música, arte 

e alimento. 

Lima e Silva et al. (2018) descrevem grande potencial antiproliferativo in vitro do extrato 

do fruto da guavira e de cinco isolados ativos com ação antiproliferativa sobre as células 

cancerígenas, podendo ser considerado um potencial agente anticâncer para o tratamento da doença. 
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Porém estudos in vivo são necessários para a comprovação da eficácia do produto, sendo de grande 

importância a análise completa do seu mecanismo de ação sobre a doença e seus possíveis efeitos 

no organismo. 

Devido à guavira ser considerada uma fonte de substâncias biologicamente ativas e possuir 

enorme potencial no tratamento do câncer, esta pesquisa avaliou o efeito da Campomanesia 

adamantium in vivo, em metástase pulmonar de melanoma. Portanto, o presente trabalho surge 

como um mecanismo que relaciona o estudo da biodiversidade do Cerrado, com o potencial 

biológico e sua aplicação na saúde, dando sequência ao estudo para desenvolvimento da região em 

pesquisas sobre o câncer. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Câncer 

As neoplasias são classificadas em benignas, quando uma massa tumoral se desenvolve 

mais lentamente de forma organizada, com bordas definidas e sem o comprometimento de tecidos 

adjacentes, e em malignas, conhecidas como câncer, que em seu primeiro estágio estão localizadas 

somente no tecido de origem da mutação (carcinoma in situ), porém possuem crescimento rápido, 

sem definição de bordas, com capacidade de gerar neovascularização e causar metástase, ou seja, 

migrar do seu tecido de origem até outros tecidos pelo corpo rapidamente se tornando um carcinoma 

invasivo (INCA, 2011). 

Câncer é o nome dado a um conjunto de alterações celulares que determinam a malignidade 

da doença. Essas alterações (mutações) ocorrem por estímulos, fisiológicos ou patológicos em 

células normais, que provocam o desenvolvimento desordenado em ritmo acelerado, 

desencadeando a proliferação ativa de células modificadas, que por fim dão origem a um tecido 

tumoral (neoplasia), persistente mesmo quando cessado o estímulo (INCA, 2022a). 

A nomenclatura das neoplasias trás referência a origem e a classificação entre benigno ou 

maligno. Os tumores benignos recebem o prefixo relacionado ao tecido de origem e o sufixo “oma”, 

como exemplo temos o lipoma, um tumor benigno do tecido gorduroso ou adiposo (lipo do grego 

lípus que quer dizer gordura). Já a nomenclatura de neoplasias malignas considera a origem 

embrionária do tecido podendo receber também a localização. Carcinomas possuem origem no 

epitélio de revestimento externo ou interno, como exemplo temos carcinoma de pele; 

adenocarcinomas são de origem glandular, como o adenocarcinoma mamário; quando a origem é 

no tecido conjuntivo recebem o prefixo do tecido de origem juntamente com o sufixo “sarcoma”, 

como por exemplo o osteossarcoma de fêmur, que é o câncer do osso no fêmur. Porém, nem todas 

nomenclaturas seguem esse padrão, como o exemplo do melanoma, um tipo agressivo de câncer de 

pele (INCA, 2011). 
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2.2 Melanoma 

O melanoma corresponde a apenas 3% das neoplasias malignas da pele, porém é 

responsável pela maioria dos óbitos. Sua prevalência é predominante entre homens, adultos 

(+65) e brancos. A taxa de risco gira em torno de 2,6% em brancos, 0,6% em hispânicos e 0,1% 

em negros. Apesar dessa estatística, a prevalência de melanoma em jovens com menos de 30 

anos é maior entre as mulheres (ONCOGUIA, 2020).  

De acordo com a Sociedade Brasileira de Cirurgia Oncológica (2022), o câncer de pele 

é considerado o mais frequente no Brasil, totalizando 27% dos casos de câncer. Pode acometer 

pele e mucosas e, por se tratar de células produtoras de melanina, se apresentam em forma de 

pintas ou manchas. Por esse motivo o autoexame é uma forma de identificar os primeiros sinais 

dessa doença, utilizando a regra ABCDE (Figura 01), onde são sinais preocupantes nas pintas 

ou manchas: Assimetria (formato irregular); Borda (quando não for lisa), Cores (quando a 

pinta/mancha possuir mais de uma cor), Diâmetro (quando maior do que 0,6 cm) e Evolução 

(se houver crescimento progressivo do diâmetro ou elevação). As lesões também podem 

apresentar descamação ou coceira. 

 

 
Figura 01. Regra ABCDE para alerta de câncer de pele melanoma. Fonte: INCA Rio Preto, disponível em 

<<https://incariopreto.com.br/cancer-de-pele-melanoma/>> 

 

Possui um prognóstico favorável quando diagnosticado em sua fase inicial, porém é uma 

forma agressiva da doença, uma vez que pode facilmente se tornar invasivo, ou seja, originar 

metástase em outros tecidos (INCA, 2022e). 

As células inicialmente acometidas são os melanócitos, responsáveis pela produção e 

armazenamento da melanina, uma proteína pigmentante que confere a cor da pele de cada 

indivíduo com função fotoprotetora da radiação solar ultravioleta. Os achados histológicos do 

tecido epitelial com melanoma podem apresentar melanócitos agrupados em “ninhos”, em 

cordão, em redemoinhos ou isolados na região basal da epiderme ou nas camadas mais 
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profundas, com presença de grande quantidade ou total ausência de melanina (melanóticos ou 

amelanóticos, respectivamente), indiferenciados (anaplásicos) com modificação do tamanho e 

formato (pleomorfismo) (VELASQUEZ et al, 2015). 

 

2.3 Diagnóstico 

Nem sempre os tumores estão visíveis ou são perceptíveis em exame de anamnese, 

sendo assim, exames complementares são necessários para se chegar ao diagnóstico correto e 

ao prognóstico e extensão da doença. Os exames de marcadores tumorais estão sendo utilizados 

complementarmente ao diagnóstico ou na prevenção do câncer, uma vez que esses marcadores 

(Tabela 1) podem determinar a hereditariedade genética ou a presença de proteínas específicas 

da doença e com isso fechar um diagnóstico precoce. Um exemplo desse tipo de marcador é o 

PSA (Proteína Específica Prostática), uma glicoproteína dosada no sangue para monitoração do 

câncer de próstata. Esses marcadores são encontrados no sangue, urina ou tecido 

(EISENBERG; KOIFMAN, 2001).  

 

Tabela 1. Tipos tumorais e seus marcadores 

Tipo tumoral Marcadores 

Mama 

CAI5-3, CEA, TPA, MCA, CA27-29, CA125, 

CA549, SP2, CAT-D, EMCA, ELSA, MIB-1, 

HER-2/neu 

Próstata PSA, FAP, P53, bcl-2, c-erbB-2 

Pulmão 

Enolase neuro-específica, CA 15-3, CA 19-9, 

K-ras, cromogranina, Leu-7, CEA, 

creatinoquinase, CYFRA21-1 

Colo uterino SCC, CEA, HPV, CYFRA 21-1 

Tireoide Calcitonina, HTG 

Fígado aFP 

Fonte: modificada de GADELHA, 1998. 

 

Exames de imagem também são utilizados no diagnóstico de tumores. O ultrassom é 

um equipamento que utiliza ondas sonoras, não invasivo e que pode auxiliar na identificação 

de massas tumorais em tecidos moles, porém seu uso é limitado a algumas partes do corpo e 

não diferencia massas benignas de malignas. O eco Doppler colorido também pode auxiliar na 

detecção de neovascularização em massas tumorais ou se os vasos sanguíneos foram 

acometidos (BORGES et al, 2004). A ressonância magnética utiliza ondas eletromagnéticas 

para geração das imagens e pode ser utilizado com contraste para melhor delimitação do tumor, 

portanto é um exame complementar à cirurgia de remoção tumoral (ALVARES; MICHELL, 

2003).  
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A radiografia é um exame que pode diagnosticar tumores malignos ósseos e que utiliza 

radiação X, assim como a tomografia computadorizada. A cintilografia é uma técnica que 

utiliza radiofármaco com afinidade pelo tecido ósseo acometido por tumores ou inflamação, 

geralmente é utilizado para detecção de metástase óssea ou determinar o grau de 

comprometimento ósseo no tumor primário (GUIMARÃES; COSTA; SILVA, 2023).  

O exame conhecido por PET scan ou PET/CT é uma tomografia computadorizada que 

utiliza emissão de pósitrons, ou seja, um elemento radioativo instável que libera radiação 

quando estabilizado. Essa radiação é captada pelo equipamento que indica a região com maior 

atividade radioativa. Geralmente esse elemento radioativo se liga com glicose ou oxigênio 

presente nos tecidos, como os tumores possuem desenvolvimento rápido, utilizam mais glicose 

e oxigênio que os tecidos normais (AKIYOSHI, et al, 2008). 

Diante dos inúmeros exames complementares ao diagnóstico do câncer, a biópsia é uma 

forma segura de diagnosticar e estadiar a evolução da doença, mesmo em sua fase inicial, porém 

pode ser considerado invasivo a depender da localização tumoral. O exame histopatológico 

pode ser realizado em tecidos, sólido ou líquido, onde será analisada a morfologia celular e 

alterações locais (INCA, 2021). 

 

2.4 Tratamento 

A partir das informações adquiridas com os exames complementares ao diagnóstico, o 

melhor tratamento pode, então, ser determinado. Dentre os tratamentos mais utilizados estão a 

excisão cirúrgica completa do tumor, o uso de radioterapia e a quimioterapia. Esses tratamentos 

podem ser utilizados isoladamente ou em conjunto, para melhores resultados (INCA, 2022f). 

 

2.4.1 Quimioterápicos 

A quimioterapia consiste no uso de fármacos que possuem atividade tóxica sobre células 

jovens que se desenvolvem rapidamente ou de forma desordenada. Esses fármacos podem ser 

administrados por via oral, intravenosa, intramuscular e até mesmo tópica, sendo assim seu 

efeito é sistêmico e não local (INCA, 2023). 

Dessa forma, algumas drogas dessa classe farmacológica também atingem células 

normais que também apresentam desenvolvimento rápido, como é o caso das unhas, cabelos, 

células de defesa, células das mucosas e células gonadais. Por esse motivo, os efeitos colaterais 

apresentados com o uso de quimioterápicos são variados, podendo apresentar-se com perda de 

cabelo, queda na imunidade e assim predisposição a infecções, fadiga, anemia, náuseas, 

vômitos, infertilidade, entre outros (ONCOGUIA, 2021). Por esse motivo, a classe dos 
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antimicrobianos devem apresentar como característica desejável alta seletividade ao seu alvo, 

com o menor dano ao paciente. 

A doxorrubicina é um quimioterápico amplamente utilizado para o tratamento do 

câncer, aproximadamente 30% dos casos (MURILLO; SUTACHAN; ALBARRACÍN, 2023) 

desde meados de 1950 (ARCAMONE, 1981). Pode ser utilizada isoladamente ou em terapia 

associativa no tratamento de neoplasias malignas de tumores sólidos, leucemias e linfomas 

(MOURA et al, 2017), porém seu uso vem sendo associado à cardiotoxicidade desde o início 

dos anos 70, juntamente com outros efeitos colaterais como alopecia, náusea, vômito, 

estomatites, leucopenia, trombocitopenia e anemias, dentre outros (BLUM; CARTER, 1974). 

A necessidade de aprofundar os estudos referentes a princípios ativos que exercem ação 

antineoplásica é de grande interesse para a saúde pública e para o desenvolvimento econômico 

de uma região. Sabe-se que o Brasil é visado pela vasta disponibilidade de recursos naturais e 

florestas com inúmeras plantas com potencial medicinal, distribuídos em aproximadamente 

nove biomas. O Cerrado brasileiro é o bioma predominante na região Centro-Oeste e possui 

mais de 12 mil variedades de espécies de plantas já catalogadas. Dentre essas espécies, a 

Campomanesia adamantium vem sendo amplamente estudada, devido ao conhecimento 

popular e ao descobrimento de inúmeras atividades biológicas (BRASIL, 2022; FERREIRA et 

al., 1998). 

 

2.5 Campomanesia adamantium 

A Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg., classificada dentro da família 

Myrtaceae, está amplamente difundida pela região do Cerrado brasileiro. Seus frutos 

popularmente conhecidos como guavira, gabiroba, guavirova-do-cerrado, dentre outros, são 

globosos, com odor cítrico e coloração variando do verde escuro ao amarelado quando maduros 

(Figura 02.A). A planta arbustiva, de flores brancas (Figura 02.B) e folhas aromáticas, floresce 

nos meses de setembro a outubro e a maturação dos frutos ocorre nos meses chuvosos de 

novembro a janeiro (KUHLMANN, 2018; POTT; POTT, 1994). 
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Figura 02. Foto dos frutos (A) e da inflorescência (B) da C. adamantium. Foto da flor – Fonte: Maurício 

Mercadante, disponível em <<https://eol.org/pt-BR/pages/5455610>> 

 

Os frutos da C. adamantium são consumidos in natura ou como doces, sorvetes e 

refrescos, podendo ser utilizado também como flavorizantes em destilados alcoólicos e pela 

indústria alimentícia. Popularmente a guavira também é amplamente utilizada de forma 

medicinal e, devido a presença marcante na cultura da população de Mato Grosso do Sul, até 

mesmo na música, foi considerada como a fruta símbolo do estado por uma lei estadual desde 

2017 (MS, 2017; CARNEVALI et al, 2008; VALLILO et al., 2006).  

Devido a presença de compostos fenólicos, chalconas e flavonoides (LIMA E SILVA, 

2018), inúmeros estudos atribuíram atividades biológicas às folhas e frutos dessa planta, como 

anti-inflamatória (SOUZA et al., 2017; FERREIRA et al., 2013), antimutagênica 

(MARTELLO et al., 2016), antioxidante (FERNANDES et al., 2015; PASCOAL et al., 2011; 

COUTINHO et al., 2008; RAMOS; CARDOSO; YAMAMOTO, 2007), antimicrobiana 

(CARDOSO et al., 2010; PAVAN et al., 2009), antiproliferativa (PASCOAL et al., 2014) e 

antidiarreica (LESCANO et al., 2016). 

Lima e Silva (2018) demonstrou que dois extratos em diclorometano do fruto da C. 

adamantium apresentaram atividade antiproliferativa e seletividade a algumas linhagens 

neoplásicas em análises in vitro apresentadas promissoramente. Com isso, estudos in vivo são 

necessários para demonstrar a eficácia dos extratos e assim, continuar a pesquisa de uma 

possível droga antineoplásica a ser disponibilizada como agente quimioterápico no tratamento 

do câncer. 

A B 
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2.6 Biomarcadores tumorais de fluorescência – IR-780 

Assim como dito anteriormente sobre os exames de imagem complementares ao 

diagnóstico, na pesquisa pré-clínica também são utilizadas várias formas de avaliação tumoral. 

O uso de biomarcadores tumorais de fluorescência, como o IR-780, vêm sendo utilizado nas 

pesquisas para o acompanhamento da evolução e como terapia combinada no tratamento do 

câncer (SHEN et al, 2022; WANG et al, 2021; YANG et al, 2021).  

Esse marcador é um corante cianina iodeto (Figura 03) com pico de absorção em 780nm, 

com excitação em 760 e emissão em 830nm, próximo ao infravermelho (Figura 04). Suas 

características indicam grande fotoestabilidade, clearance de 24h, baixa solubilidade em água 

e afinidade por tecido tumoral, que pode ser associada aos polipeptídeos transportadores de 

ânions orgânicos, que estão super expressos em células cancerígenas. Além disso, esse 

marcador pode produzir espécies reativas de oxigênio (ROS) e possui propriedades 

fototérmicas quando estimulado, mostrando ser um marcador versátil para utilização no 

tratamento de tumores (YANG et al, 2021; ALVES et al, 2018). 

 

 

 

 

Figura 03. Fórmula molecular do IR-780. 

Fonte: Sigma-Aldrich. 

Figura 04. Espectro de luz. 

Fonte: modificado de Elena Pimukova, Stock Adobe. 

 

Dessa forma, o presente estudo teve a finalidade de investigar a atividade antitumoral 

dos extratos da Campomanesia adamantium juntamente com ferramentas tecnológicas para 

pesquisas pré-clínicas, com o intuito de aprofundar o conhecimento da relação desse marcador 

tumoral, IR-780, frente a linhagem celular de melanoma murino B16-F10 em modelo de 

metástase e, com isso, ajudar no desenvolvimento da saúde na região Centro-Oeste. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral  

Avaliar o efeito da Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg (guavira) em modelo 

de melanoma e a aplicação do marcador tumoral IR-780 em análises in vitro e in vivo. 

  

3.2 Objetivos específicos  

Obter os extratos, em solvente diclorometano, da polpa (sem semente) e da casca do fruto 

da guavira; 

Determinar atividade antiproliferativa in vitro em diferentes linhagens celulares; 

Determinar os índices GI50 (inibição de 50% do crescimento celular), TGI (inibição total do 

crescimento celular) e IS (índice de seletividade); 

Determinar a absorção e local de acúmulo do marcador de fluorescência IR-780 nas células 

B16-F10; 

Padronizar o uso do marcador frente a linhagem B16-F10 in vitro e in vivo; 

Desenvolver modelo de metástase pulmonar de melanoma em animais utilizando a 

linhagem B16-F10; 

Determinar a ação antiproliferativa in vivo em modelo de metástase pulmonar por meio de 

imagem radiográfica de fluorescência e análise histológica dos órgãos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



26 

 

4. METODOLOGIA 

4.1 Aquisição dos frutos da Campomanesia adamantium  

A atividade de acesso ao patrimônio genético/CTA foi cadastrada no SisGen nº 

A26D547. Os frutos da guavira foram adquiridos nos guavirais do Distrito de Taunay, 

Município de Aquidauana, Mato Grosso do Sul (20º15’12.4”S 56º04’04.3”O). A colheita dos 

frutos foi realizada no mês de novembro de 2020. Os frutos foram armazenados em temperatura 

de -8ºC até o momento do processamento. 

 

4.2 Preparo dos extratos do fruto da Campomanesia adamantium  

Para obtenção das amostras-teste, os frutos foram previamente lavados e separados em 

casaca e polpa sem semente. Tanto a polpa quanto a casca foram secas em estufa de circulação 

de ar a uma temperatura de 37°C até a desidratação, em torno de 6 dias (Figura 05). A polpa e 

as cascas foram maceradas à exaustão, separadamente, em solvente diclorometano durante 15 

dias à temperatura ambiente ao abrigo de luz, sendo que o solvente foi trocado a cada 5 dias. 

Após esse período, os dois extratos foram filtrados separadamente e concentrados em 

rotaevaporador para eliminação do solvente. As amostras, denominadas DEGPU 

(dichloromethane extract of guavira Pulp – extrato da polpa) e DEGPE (dichloromethane 

extract of guavira peel – extrato da casca), foram acondicionadas em frasco âmbar em geladeira 

a uma temperatura média de 4°C, até o momento do uso. 

 
Figura 05. Imagem da Polpa (A) e da Casca (B) após processo de secagem em estufa de circulação. 

 

4.3 Manutenção das linhagens celulares  

As linhagens escolhidas para a pesquisa foram: leucemia mieloide crônica (K562 

ATCC® CCL-243TM), adenocarcinoma colorretal humano (HT-29 ATCC® HTB-38TM, CACO-

2), fibroblasto murino (NIH-3T3 ATCC® CRL-1658TM), macrófago murino (J774 ATCC® TIB-

67TM), glioblastoma humano (U-251) e melanoma murino (B16-F10). Esse experimento foi 
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realizado no Laboratório de Cultura Celular da Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 

Alimentos e Nutrição, FACFAN-UFMS. 

As células NIH-3T3, B16-F10 e J774 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle Medium) Sigma-Aldrich (MO, USA) e as demais linhagens em RPMI-1640 

(Roswell Park Memorial Institute Medium) Sigma-Aldrich (MO, USA) ambos contendo 10% 

de soro fetal bovino (Gibco Catálogo# 10082147) Thermo Fisher (MA, USA), 1% de 

estreptomicina/penicilina (100μg/mL e 100UI/mL, respectivamente) Sigma-Aldrich (MO, 

USA), mantida em incubadora a 37ºC e atmosfera com 5% de CO2, mantidas por três passagens 

antes da utilização nos experimentos. 

 

4.4 IR-780 Iodide, Sigma-Aldrich 

Para solução estoque do IR-780 iodide, diluiu-se 0,01g em 1mL de DMSO, armazenado 

em temperatura média de 4ºC ao abrigo de luz direta. 

 

4.5 Análises de fluorescência 

O equipamento utilizado para análises de fluorescência in vitro das culturas celulares 

foi o microscópio de fluorescência Leica DM 2000 Led com o software LAS V4.12 e lente 

objetiva de 40x.  

Para as análises de fluorescência das culturas celulares, marcação tumoral in vivo e ex 

vivo dos órgãos foi utilizado o In-Vivo Xtreme BI 4MP Bruker (MA, USA) (Figura 06), com 

primeiro plano (foreground) na modalidade fluorescência, fonte de iluminação múltiplos 

comprimentos de onda, com filtros de excitação em 760 e emissão em 830, controles da câmera 

com tipo de exposição padrão, modo de alta velocidade, tempo de exposição 2.0 segundos, Bin 

2x2 pixels, FOV 19cm, fStop 1.1, focal plane 0mm e histograma no modelo rainbow. O 

segundo plano (background) foi na modalidade raio-x, com kVp 45, tempo de exposição de 0.1 

segundo, Bin 1x1 pixel, fStop 2.8, focal plane 0mm e histograma em escala de cinza. Para 

obtenção das imagens, os animais devem ser submetidos a leve contenção por plano anestésico 

inalatório com isoflurano. 
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Figura 06. Equipamento In-Vivo Xtreme, Bruker. 

 

4.6 Testes in vitro 

4.6.1 Determinação da atividade antiproliferativa dos extratos - in vitro  

As linhagens celulares foram tripsinizada, quando necessário (por três passagens), e 

centrifugadas a 1000 rpm durante 8 minutos. Os péletes formados foram ressuspensos em meio 

completo e a contagem celular foi realizada em hemocitômetro, utilizando o corante seletivo de 

células mortas, Trypan Blue 0,4 %, Gibco, Thermo Fisher (MA, USA). A contagem celular foi 

realizada nos quatro quadrantes da câmara e a média foi estabelecida para o cálculo: 

 

X =  . 5x104 

 

Onde X é a quantidade de células/mL;  é a média dos quadrantes; 5 é o fator de diluição 

do Trypan Blue; e 104 é a correção do volume para um mL. A diluição das células foi ajustada 

com meio completo até concentração final desejada. 

 Para o ensaio de atividade antiproliferativa, foi feita uma placa T0, juntamente com a 

placa amostra de 96 poços para cada linhagem e incubadas a 37 °C, com 5 % de CO2 por 24 h, 

(100 µL/poço nas concentrações de 50.000 células/mL para K562, HT-29, J774 e CACO-2, 

35.000 células/mL para NIH-3T3, 70.000 células/mL para B16-F10 e 75.000 células/mL para 

U-251). Após esse período, a T0 foi fixada e a placa amostra foi exposta a diferentes 

concentrações de cada amostra-teste, DEGPU e DEGPE (0,25; 2,5; 25 e 250 μg/mL), 

previamente diluídas em DMSO (0,1 %), e novamente incubadas, por 48 h (MONKS et al., 

1991). A doxorrubicina foi usada como controle positivo nas concentrações de 0,025; 0,25; 2,5; 

25 μg/mL. Dois métodos foram utilizados para determinação da atividade antiproliferativa: 

 

Método MTT 
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Somente para a linhagem K562 foi utilizado o ensaio de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-

2,5-difenil brometo de tetrazolina], que é baseado na redução do MTT em formazan pelas 

enzimas desidrogenases mitocondriais, com isso, pode-se dizer que sua redução é diretamente 

proporcional à atividade mitocondrial e assim, à viabilidade celular (MAGALHÃES; THÁ.; LEME, 

2018). 

Após às 48 h de incubação com as amostras-teste, foi adicionado 20 µL/poço de MTT 

na concentração de 2,5 mg/mL solubilizado em PBS pH 7,4 e a placa foi novamente incubada 

durante 4 horas a 37 ºC, 5 % de CO2 e 100 % de umidade relativa. Após, centrifugou-se a placa 

a 1500 rpm durante 10 minutos e, cuidadosamente, o sobrenadante foi descartado por aspiração. 

Os cristais de formazan foram solubilizados pela adição de 100 µL/poço de DMSO. 

 

Método SRB 

As demais linhagens foram submetidas ao método SRB (sulforrodamina B), que é um 

corante aniônico de coloração rosa brilhante com capacidade de ligar-se às terminações básicas 

de aminoácidos de células, sendo assim, a proliferação celular pode ser determinada por 

colorimetria. 

Após a incubação com as amostras-teste, o sobrenadante das células foi descartado e 

utilizou-se 100 µL/poço da solução de ácido tricloroacético (20 %) incubada durante 30 minutos 

em temperatura média de 4 °C para fixação das células. Após, as células foram lavadas com 

água corrente e secas em temperatura ambiente. Após total secagem da placa, foi adicionado 

50 µL/poço da SRB (Sigma, USA), diluída a 0,1 % (p/v) em ácido acético a 1 %, durante um 

período de 30 minutos a temperatura ambiente. As placas foram lavadas cinco vezes com ácido 

acético a 1 % e secas novamente em temperatura ambiente. O corante fixado foi solubilizado 

com solução de Tris base (10 mM, pH 10,5) sob agitação constante durante 20 minutos 

(SKEHAN et al., 1990).  

Os experimentos foram realizados em triplicata e posteriormente quantificado por meio 

de leitora de microplaca Thermo Plate em 540 nm. Calculou-se a porcentagem de crescimento 

por meio das fórmulas a seguir: 

 

Se T ≥ T0 < C a amostra-teste foi citostática e a fórmula utilizada foi:  

100 [(𝑇 − 𝑇0)/(𝐶 − 𝑇0)]  

Se T< T0 a amostra-teste foi citocida e a fórmula utilizada foi:  

100 [(𝑇 − 𝑇0)/(𝑇0)]  

Se T > C a amostra-teste estimulou o crescimento e não apresentou GI.  
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Onde: T é a média da absorbância da célula tratada depois de 48hs; T0 é o controle das 

células no dia da adição das amostras-teste; e C é o controle de célula sem adição das amostras-

teste depois das 48 h. 

Para os resultados com a B16-F10 também foi plotado um gráfico de viabilidade celular 

para melhor visualização dos resultados. Os dados foram gerados a partir das porcentagens de 

crescimento do controle, considerados 100% e da linhagem em questão nas quatro concentrações 

utilizadas para ambas amostras dos extratos. 

 

4.6.2 Determinação da GI50 e da TGI 

Foi utilizada a curva concentração-resposta, para cada linhagem celular, determinada por 

meio da análise de regressão não linear (sigmoidal fit) usando o software de Origin 6.0 (OriginLab 

Corporation, MA, USA). A partir dos gráficos, dois níveis de efeito são calculados através da 

regressão sigmoidal: 1) concentração da amostra teste que causa 50% de inibição do crescimento 

celular (GI50); 2) concentração que causa inibição total do crescimento (TGI) (MONKS et al., 

1991). 

 

4.6.3 Cálculo do IS 

O índice de seletividade (IS) foi calculado com base nos resultados de GI50 da linhagem não 

tumoral NIH-3T3 dividido pelo GI50 obtido para as outras linhagens tumorais (INDRAYANTO; 

PUTRA; SUHUD, 2021). 

 

4.6.4 Teste de absorção celular do IR-780 

A linhagem celular B16-F10 foi cultivada em placas de Petri para cultivo celular (32,8 

mm com grid), nas concentrações de 1x105, 2x105 e 4x105 de células/placa incubadas a 37 ºC 

com 5 % de CO2 durante 24 h. Cada concentração celular recebeu IR-780 nas concentrações de 

20, 40 e 80 µM diluído em DMEM sem soro fetal a partir da solução estoque, totalizando nove 

placas, como demonstrado na Figura 07.  
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Figura 07. Esquema demonstrativo da distribuição das concentrações celulares (linhas) e das concentrações do 

IR-780 (colunas) para determinação da absorção celular do IR-780. 

 

As placas foram novamente incubadas por 4 horas a 37 ºC e 5 % de CO2. Após esse 

período, as placas foram cuidadosamente aspiradas e lavadas três vezes com PBS. Por fim as 

células foram observadas em microscópio de fluorescência Leica DM 2000 Led e no 

equipamento In-Vivo Xtreme, Bruker, utilizando os softwares LAS V4.12 e Bruker Molecular 

Imaging, respectivamente. 

 

4.6.5 Acúmulo do IR-780 na linhagem B16-F10 

Para determinar a localização do acúmulo do marcador, foi utilizado uma placa de Petri 

(32,8mm) com 2x105 células, 20 µM de IR-780 e uma gota do corante nuclear Hoechst 33342 

(NucBlueTM) Thermo Fisher (MA, USA). As células foram observadas em microscópio de 

fluorescência.  

 

4.7 Testes in vivo 

4.7.1 Manejo animal 

Os experimentos foram realizados após aprovação pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEUA), protocolo n° 1140/2020, 

conforme a determinação do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA). 40 exemplares de Mus musculus da linhagem BALB/c, machos, 25-35g, 4-6 

semanas, foram adquiridos no Biotério Central vinculado à Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós-

Graduação (PROPP-UFMS). Os animais foram mantidos em mini-isoladores do Rack 

Ventilado Basic (Alesco®), ambientados até a idade adulta de 8 semanas, respeitando o número 

máximo de 5 exemplares por gaiola, com enriquecimento ambiental e cama de maravalha, à 



32 

 

temperatura e umidade relativa do ar aproximada de 21°C e 60%, ciclo claro/escuro de 12 horas, 

recebendo ração padrão (NUVILAB® CR) e água ad libitum.  

 

4.7.2 Modelos de tumor 

Para realização de três modelos tumorais, as células de B16-F10 foram ajustadas com 

PBS até concentração final de 5x105 células/200µL para inoculação subcutânea (SC) e 

intraperitoneal (IP), e 5x105 células/50µL para inoculação intravenosa (IV), cada grupo foi 

formado por n=3. Para comparar os resultados, um animal foi utilizado como controle negativo 

do IR-780. Esse animal foi mantido nas mesmas condições dos outros grupos, com diferencial 

de não receber células tumorais.  

a. Melanoma subcutâneo: Para obtenção do nódulo subcutâneo, as células foram 

administradas pela via SC em inoculação única na região dorsal do pescoço. Os animais foram 

mantidos por 25 dias. 

b. Metástase pulmonar – inoculação intraperitoneal: O primeiro modelo de metástase 

pulmonar foi obtido pela inoculação única IP de células, no quadrante abdominal inferior 

direito. Os animais foram mantidos por 30 dias. 

c. Metástase pulmonar – inoculação intravenosa: Para o Segundo modelo de metástase 

pulmonar, as células foram inoculadas IV pela veia caudal lateral, uma única vez. Foi utilizado 

anestésico inalatório Isoflurano para contenção dos animais. Esses animais também foram 

mantidos por 30 dias. 

No penúltimo dia de cada experimento, todos animais receberam 200µL de IR-780 0,45 

mg/kg por via intraperitoneal, determinado por experimento piloto prévio em nosso laboratório, 

preparado a partir da solução estoque com solução fisiológica estéril 0,9%. As imagens de 

fluorescência foram obtidas após 24h, utilizando anestésico inalatório Isoflurano para 

contenção dos animais. Imagens ex vivo dos nódulos subcutâneos e dos órgãos pulmão, rins, 

fígado e testículos também foram obtidas. 

 

4.7.3 Determinação da atividade antiproliferativa dos extratos em metástase pulmonar 

No primeiro dia do experimento, 30 animais foram pesados e o modelo de metástase 

pulmonar foi obtido por administração única de 5x105/50µL das células B16-F10 pela via IV 

pela veia caudal lateral, utilizando isoflurano para leve contenção dos animais. 

No 15º dia, todos os animais foram novamente pesados e os grupos foram distribuídos 

aleatoriamente em n=6, totalizando cinco grupos nomeados como: Controle; Azeite; Doxo; 

DEGPU; e DEGPE. Os animais do grupo Controle não receberam nenhum tipo de tratamento. 
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O grupo Azeite, recebeu 100 µL de azeite de oliva extra virgem puro IP. Os animais do grupo 

Doxo receberam o fármaco quimioterápico doxorrubicina, solubilizado em PBS, na 

concentração final de 5 mg/kg, administrado 200 µL IP. Para utilização no tratamento, os dois 

extratos foram solubilizados em azeite de oliva extra virgem, na concentração final de 92,5 

mg/kg/100µL pela via IP, dose com melhor atividade definida por Lima e Silva (2018) em 

experimentos anteriores em nosso laboratório utilizando modelo in vivo de nódulo subcutâneo 

com a linhagem B16-F10. Os animais foram tratados uma única vez. 

Nos últimos três dias de experimentos os animais tiveram o consumo de ração 

quantificados, para avaliação da média de consumo por dia/animal de cada grupo. 

No 29º dia, todos os grupos receberam 200 µL IP do marcador de fluorescência IR-780, 

preparado, a partir da solução estoque, diluindo-se em solução fisiológica 0,9 % estéril, até a 

concentração final de 0,45 mg/kg.  

No 30º dia os animais foram pesados e a eutanásia foi realizada com o aprofundamento 

do plano anestésico utilizando isoflurano, confirmada com a exsanguinação por punção da veia 

hepática. As imagens de fluorescência in vivo e ex vivo dos órgãos rins, testículos, fígado e 

pulmões foram imediatamente adquiridas no equipamento In-Vivo Xtreme e os órgãos foram 

posteriormente fixados com formol 10%. 

 

4.7.4 Análise macroscópica dos pulmões 

Os nódulos metastáticos da superfície pleural dos pulmões foram contados com auxílio 

do estereomicroscópio óptico Olympus. Os resultados foram apresentados com média e desvio 

padrão. 

 

4.7.5 Análise histológica 

Os rins, testículos, fígados e os lobos pulmonares esquerdos fixados em formol 10% 

utilizados para fabricação das lâminas histológicas coradas com hematoxilina e eosina (HE) 

foram utilizadas para análise qualitativa dos tecidos. 

 Também foi realizada análise quantitativa dos nódulos metastáticos pulmonares, 

utilizando o microscópio Leica DM 2000 Led com o software LAS V4.12. Foram analisados o 

comprometimento do parênquima, a localização dos nódulos e possíveis lesões nos tecidos. O 

cálculo da porcentagem de implantação foi observado a partir da razão da área total de metástase 

pela área total do lóbulo x 100 (CONESA et al., 2009). 
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4.8 Análise estatística 

Os dados obtidos na contagem superficial dos nódulos pulmonares, os pesos dos animais e 

o consumo de ração foram analisados utilizando ANOVA um critério, seguido de pós- teste de 

Tukey (p˂0,05) por meio do software Bioestat 5.0. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Determinação da atividade antiproliferativa dos extratos in vitro – GI50, TGI e 

índice de seletividade 

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos no estudo da atividade antiproliferativa dos 

extratos em sete linhagens celulares tumorais e não tumorais. O resultado de GI50 menor ou 

igual a 30 µg/mL é considerado indicativo de amostras promissoras, pois demonstram maior 

atividade do extrato sobre as linhagens celulares (ITHARAT et al., 2004). 

 

Tabela 2. Atividade antiproliferativa dos extratos da polpa (DEGPU) e da casca 

(DEGPE) dos frutos da guavira frente a seis linhagens celulares. 

Linhagens 

celulares 

DEGPU DEGPE 

GI50 TGI IS GI50 TGI IS 

K562 32,99 47,93 8,45 27,42 40,20 9,14 

HT-29 >250,00 >250,00 0,88 50,27 157,62 4,99 

B16-F10 >250,00 >250,00 1,08 180,76 >250,00 1,39 

CACO-2 >250,00 >250,00 1,07 56,87 237,95 4,41 

U-251 32,10 249,92 8,68 4,89 12,77 51,26 

*NIH-3T3 278,70 >250,00  250,68 >250,00  

*J774 >250,00 >250,00  64,55 >250,00  

GI50: µg/mL concentração que inibe 50% do crescimento celular; TGI: µg/mL concentração que inibe 

completamente o crescimento celular; SI: índice de seletividade calculado pela razão da GI50 da linhagem NIH-

3T3 GI50 pela GI50 de cada linhagem tumoral; * linhagem celular não tumoral; dados em negrito demonstrando os 

resultados mais promissores. 

 

Portanto, o extrato da polpa (DEGPU) mostrou-se mais eficaz nas linhagens celulares 

tumorais K562 (leucemia) e U-251 (glioblastoma) com GI50 de 32,99 e 32,10 µg/mL e TGI de 

47,93 e 249,92 µg/mL, respectivamente. O extrato da casca (DEGPE) também apresentou 

melhores resultados nas mesmas linhagens K562 e U-251 com GI50 de 27,42 e 4,89 µg/mL e 

TGI de 40,20 e 12,77 µg/mL, respectivamente. 

Os resultados demonstram que o extrato da casca tem maiores efeitos sobre as linhagens 

HT-29, B16-F10 e CACO-2 quando comparado ao extrato da polpa, devido aos menores 

resultados de GI50 obtidos. Nenhum dos extratos apresentou efeito citotóxico na linhagem 

celular não tumoral NIH-3T3. O extrato da polpa também não inibiu o crescimento da linhagem 

celular não tumoral J774 (macrófago), portanto, nas concentrações testadas, DEGPU 
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apresentou-se seguro com relação a citotoxicidade e para as demais linhagens celulares este 

extrato não apresentou efeito citostático. 

O IS foi determinado com base nos resultados de GI50 obtidos anteriormente, com 

cálculo da razão entre o resultado da linhagem celular não tumoral NIH-3T3 (fibroblasto) pelos 

resultados da GI50 das outras linhagens celulares tumorais. O valor de IS ≥ 10 indica maior 

seletividade da amostra frente a linhagem testada (INDRAYANTO; PUTRA; SUHUD, 2021), 

portanto assumimos que tanto o extrato da polpa quanto o extrato da casca foram seletivas 

contra as cepas K562 e U-251. O melhor resultado obtido foi do extrato da casca para a cepa 

U-251, com IS de 51,26. 

Os resultados da atividade antiproliferativa de ambos extratos frente todas as linhagens 

celulares testadas estão demonstrados abaixo (Figura 08). Pode-se observar que o extrato da 

casca (DEGPE) foi mais efetivo que o extrato da polpa (DEGPU) 

  
Figura 08. Representação da atividade antiproliferativa dos extratos DEGPU e DEGPE frente as linhagens K562 

(leucemia), HT-29 (adenocarcinoma colorretal), NIH-3T3 (fibroblasto), B16-F10 (melanoma), J774 (macrofago), 

CACO-2 (adenocarcinoma colorretal) e U-251 (glioblastoma). Os resultados foram expressos em porcentagem de 

crescimento celular pela concentração dos extratos (0,25; 2,5; 25; 250 µg/mL) (escala em log10). Origin 6.0 

Software. 

 

A Figura 09 demonstra a atividade antiproliferativa das duas linhagens que obtiveram 

melhores resultados, K562 e U-251, juntamente com o resultado da doxorrubicina (amostra 

padrão) após 48h de tratamento. Em ambas apresentações, o extrato da casca (DEGPE) 

demonstrou maior atividade citocida do que a doxorrubicina na maior dosagem testada. 
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Figura 09. Representação da atividade antiproliferativa nas linhagens K562 (leucemia) e U-251 (glioblastoma) 

tratadas com doxorrubicina (Doxo – quadrado preto), DEGPU (círculo vermelho) e DEGPE (triângulo verde). Os 

resultados foram expressos em porcentagem de crescimento celular pela concentração dos tratamentos (0,25; 2,5; 

25; 250 µg/mL) (escala em log10). Origin 6.0 Software. 

 

Com relação à linhagem celular B16-F10, levando em consideração a porcentagem de 

crescimento descontado o controle, o percentual de viabilidade celular também foi baixo em 

ambos os tratamentos quando comparado ao controle (células não tratadas). Portanto, na maior 

concentração testada, as células apresentaram inibição total do crescimento e morte celular, 

demonstrando que ambos os tratamentos foram citocidas para essa célula (Figura 10). 

 

 
Figura 10. Viabilidade celular (%) com desvio padrão da linhagem B16-F10 tratada com DEGPU e DEGPE (0,25; 

2,5; 25 e 250 µg/mL). GraphPad Prism 8.0.1 Software. 

 

5.2 Teste de absorção celular do IR-780 

Na análise celular, a concentração de 2x105 células/placa permitiu melhor visualização 

por apresentar monocamada definida, sem sobreposição das células (Figura 11). As 

concentrações de 40 e 80µM de IR-780 apresentaram pequenos cristais de corante, ou seja, sua 

solubilidade ficou comprometida, havendo saturação do meio (Figura 11.b1/c1), sendo que na 

maior concentração (80µM), observou-se que em aproximadamente 10 minutos as células se 
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romperam e com isso houve a perda gradativa da fluorescência. Sendo assim, a concentração 

de 20µM de IR-780 foi suficiente para obter a marcação, sem causar dano celular (Figura 

11.a2). 

 

 
Figura 11. Campo claro (1) e microscopia de fluorescência (2) das concentrações celulares de 2x105 células/placa 

B16-F10 com 20µM IR-780 (a); 4x105 células/placa B16-F10 com 40µM IR-780 (b); e 4x105 células/placa B16-

F10 com 80µM IR-780 (c). Setas vermelhas indicando excesso de cristais do corante nas maiores concentrações 

de IR-780. Obtido com microscópio de fluorescência Leica DM 2000 Led. 

 

As imagens obtidas através do In-Vivo Xtreme demonstraram resultados similares aos 

da microscopia de fluorescência. Para a concentração de 80µM de IR-780 (Figura 12.3), 

observa-se que as imagens apresentam fluorescência, porém em áreas menores, quando 

comparada às concentrações de 20µM e 40µM (Figura 12.1-2), corroborando a informação de 
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que a morte celular causada atrapalha a emissão de fluorescência. Com as análises 

microscópicas e radiográficas, pode-se concluir que o IR-780 foi absorvido pelas células B16-

F10 na concentração de 20µM sem causar dano celular e a concentração de 2x105 (Figura 12.b1) 

apresentou melhor confluência para análise celular microscópica. Com isso podemos utilizar o 

marcador para avaliar a viabilidade celular. 

 

 
Figura 12. Imagem demonstrando a fluorescência emitida pela adição do IR-780 nas concentrações de 20 (1); 40 

(2); e 80µM (3) nas diferentes concentrações celulares 1x105 (a); 2x105 (b); e 4x105 células/placa B16-F10 (c); 

Destaque em vermelho da maior concentração do IR-780 demonstrando menores áreas de fluorescência. Obtida 

com o In-Vivo Xtreme, Bruker. 

 

5.3 Acúmulo do IR-780 na linhagem B16-F10 

Para a confirmação da localização do acúmulo do IR-780 nas células B16-F10, também 

foi utilizado o corante de núcleo Hoechst 33342 para efeito comparativo. De fato, a localização 

do acumulo de IR-780 foi confirmada através da fluorescência deste marcador no qual delimita 

o citosol celular (Figura 13.b), corroborando com outros estudo que demonstraram sua 

afinidade pelas mitocôndrias (CHEN et al, 2018; WANG et al, 2014; ZHANG et al, 2014). 
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Figura 13. Célula da linhagem B16-F10 com seus núcleos corados com Hoechst 33342 (a); citosol corado com 

IR-780 (b) e as imagens sobrepostas demonstrando a diferença entre núcleo e citosol (c). Obtida com microscópio 

de fluorescência Leica DM 2000 Led. 

 

5.4 Modelos de tumor in vivo 

Para efeito comparativo dos modelos experimentais de tumores realizados nesse estudo, 

foi utilizado um animal controle negativo nas mesmas condições de estudo dos grupos 

experimentais, porém sem a inoculação celular, ou seja, sem apresentar tumor, apenas com 

marcador IR-780. Entretanto, o animal sem tumor apresentou fluorescência na região 

abdominal caudal (Figura 14). Isso pode ser explicado pelo fato de que o IR-780, apesar de ser 

marcador com maior seletividade para células tumorais, também pode fazer ligação com outros 

compostos orgânicos, como por exemplo a albumina, com quem faz uma fraca ligação não 

covalente (POTEZ et al, 2018).  

 

  

 
Figura 14. Animal controle negativo apresentando fluorescência na região abdominal caudal e sua escala de 

intensidade de fluorescência. Obtido com o In-Vivo Xtreme, Bruker 
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5.4.1 Melanoma subcutâneo 

Os animais submetidos à injeção subcutânea de células B16-F10 na região dorsal, 

desenvolveram nódulo dentro de 25 dias (Figura 15.a). Após a administração intraperitoneal do 

IR-780 nos animais, imagens de fluorescência foram adquiridas utilizando o equipamento In-

Vivo Xtreme, no qual constatou-se através dos resultados de fluorescência obtidos que a região 

abdominal caudal apresentou maior pico de fluorescência, por outro lado, a região próxima aos 

nódulos apresentou pouca ou nenhuma fluorescência, quando avaliado a imagem geral do 

animal (Figura 15.b). 

 

 
Figura 15. Animais apresentando nódulo subcutâneo dorsal visível (a); imagens dos animais no equipamento In-

Vivo Xtreme com suas respectivas escalas de intensidade de fluorescência (b). As imagens apresentam maior 

intensidade de fluorescência na região abdominal caudal e pouca ou nenhuma fluorescência na região do nódulo 

subcutâneo. 

 

Os órgãos desses animais também foram analisados por fluorescência, juntamente com 

os tumores já seccionados. Foram analisados os fígados e os rins por serem órgão de 

metabolização e excreção, os testículos por estarem próximos as áreas de maior intensidade de 

fluorescência e os pulmões por serem considerados órgão alvo de metástase, quando se tratando 
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da linhagem B16-F10. Como esperado, o fígado, por ser o órgão metabolizador, apresentou 

maior intensidade de fluorescência, porém, nenhum tumor foi capaz de emitir fluorescência 

significativa (Figura 16). 

 

 
Figura 16. Imagem de fluorescência dos órgãos dos três animais com suas respectivas escalas de intensidade. 

Fígado (1), pulmões (2), rins (3) testículos (4) e nódulo tumoral (T), na mesma sequência para as três imagens. 

Obtido com o In-Vivo Xtreme, Bruker 

 

5.4.2 Metástase pulmonar – inoculação intraperitoneal 

O modelo animal utilizado para o desenvolvimento de metástase pulmonar com a 

injeção intraperitoneal de células tumorais não foi favorável ao estudo. No trigésimo dia os três 

exemplares apresentaram inchaço abdominal, conforme Figura 17 compatível com ascite. 

Porém esse período não foi suficiente para o desenvolvimento da metástase.  

 

 
Figura 17. Animais apresentando aumento de volume abdominal, compatível com ascite, após a inoculação 

intraperitoneal de células B16-F10. 

 

As imagens adquiridas no In-Vivo Xtreme mostram uma pequena área com maior 

intensidade de fluorescência na região abdominal caudal. Em apenas um animal foi observada 
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diversas áreas de fluorescência com menor intensidade (Figura 18.a), já os animais com ascite 

mais pronunciada não apresentaram fluorescência disseminada (Figura 18.b-c). No exame 

necroscópico observou-se que nenhum animal apresentou metástase pulmonar 

macroscopicamente visível, porém, todos apresentaram inúmeros nódulos tumorais 

amplamente disseminados pelo mesentério abdominal (Figura 19). 

  

 
Figura 18. Todos exemplares do grupo apresentando aumento de volume abdominal, compatível com ascite. 

Animal apresentando diversas áreas de fluorescência (a) e animais apresentando maior volume abdominal com 

prejuízo às imagens de fluorescência (b) e (c). 

 

 
Figura 19.  Exame necroscópico abdominal. Evidenciado pelas setas amarelas, vários nódulos tumorais 

disseminados pelo mesentério; a seta azul demonstra o líquido ascítico. 

 

Pelo mesmo motivo descrito anteriormente no modelo subcutâneo, os órgãos de escolha 

para análise foram o fígado, os rins, pulmões e testículos. O animal que apresentou maior 

quantidade de líquido ascítico não apresentou fluorescência nos órgãos, podendo indicar 

dificuldade de absorção do IR-780 (Figura 20.b). Os outros dois animais apresentaram 
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fluorescência em todos os órgãos, porém o animal que apresentou menos ascite obteve maior 

intensidade de fluorescência (Figura 20.a). 

  

 
Figura 20. Imagens de fluorescência dos órgãos dos três animais com suas respectivas escalas de intensidade; 

Rins (1), fígado (2), pulmões (3) e testículos (4), na mesma sequência para as três imagens. Animal com menor 

quantidade de líquido ascítico apresentando maior fluorescência (a); animal com maior presença de ascite sem 

marcação de fluorescência (b); e animal com ascite moderada apresentando pouca intensidade de fluorescência 

(c). Obtido com o In-Vivo Xtreme, Bruker. 

 

5.4.3 Metástase pulmonar – inoculação intravenosa 

Os animais utilizados como modelo de metástase pulmonar pela inoculação intravenosa 

de células tumorais da linhagem B16-F10 foram acompanhados por 30 dias, quando começaram 

a apresentar alterações comportamentais, como letargia e redução da alimentação. Como nos 

outros grupos, o IR-780 foi administrado previamente às imagens, que apresentaram o mesmo 

padrão de fluorescência localizada na região abdominal caudal, mais alguns pontos de 

fluorescência na região cranial e nenhum ponto na região pulmonar, de interesse (Figura 21). 

  

 
Figura 21. Imagem dos animais com sua respectiva escala de intensidade de fluorescência. Demonstrando regiões 

de fluorescência na região abdominal caudal e alguns pontos na região cranial. Obtido com o In-Vivo Xtreme, 

Bruker. 
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Mantendo o mesmo critério avaliativo dos outros grupos, os órgãos analisados para o 

segundo modelo de metástase pulmonar também foram os pulmões, rins, testículos e fígado. As 

imagens obtidas pelo In-Vivo Xtreme demonstraram que o pulmão que tinha sua superfície mais 

comprometidas pelos nódulos, não apresentou fluorescência (Figura 22.a). A imagem de 

fluorescência dos outros pulmões foi inversamente proporcional à quantidade de nódulos 

superficiais, ou seja, o pulmão menos comprometido apresentou maior fluorescência (Figura 

22.c). Entretanto isso não era esperado, uma vez que o IR-780 vem sendo descrito como mais 

seletivo para células tumorais, esperava-se que as imagens seriam mais intensas onde houvesse 

tumores. O mesmo ocorreu nas imagens dos nódulos SC, os quais não apresentaram emissão 

de fluorescência. Porém sabe-se que o melanoma produz muita melanina, um fotoprotetor que 

lhe caracteriza a coloração acastanhada escura e que absorve luz ultravioleta e luz visível (OU-

YANG; STAMATAS; KOLLIAS, 2004). Dessa forma, a melanina absorve a luz em um amplo 

alcance de comprimentos de onda, o que prejudica a absorção de luz pelo equipamento. 

 

 
Figura 22. Imagem de fluorescência dos órgãos dos três animais com suas respectivas escalas de intensidade. 

Pulmões (1), rins (2), fígado (3) e testículos (4), na mesma sequência para as três imagens. Pulmão mais 

comprometido sem fluorescência (a); pulmão com comprometimento acentuado com leve fluorescência (b); e 

pulmão menos comprometido com maior fluorescência (c). Obtido com o In-Vivo Xtreme, Bruker. 

 

5.5 Atividade antiproliferativa dos extratos em modelo de metástase pulmonar 

Os animais divididos nos grupos Controle, Azeite, Doxo, DEGPU e DEGPE foram 

avaliados quanto ao consumo de ração e peso. Todos os animais foram pesados no 1º, 15º e 30º 

dia do experimento, mas não houve diferenças estatisticamente significativas entre os grupos, 

inferindo que os tratamentos não afetaram o ganho de peso e não induziram sinais e sintomas 

que fossem indicativos de toxicidade (Figura 23). 
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Figura 23. Gráfico apresentando a média dos pesos dos animais, com desvio padrão, de cada grupo, nos dias 1, 

15 e 30 do experimento. GraphPad Prism 8.0.1 Software. 

 

Com relação ao consumo de ração, os animais do grupo controle apresentaram redução 

no consumo de ração nos últimos 3 dias de experimento, com diferença estatisticamente 

significativa apenas entre os grupos Controle e Azeite (p<0,02) (Figura 24). 

 

 
Figura 24. Gráfico do consumo médio de ração por animal nos últimos três dias do experimento, com desvio 

padrão, de cada grupo. * p<0.05 com relação ao grupo controle. GraphPad Prism 8.0.1 Software. 

 

As imagens obtidas pelo In-Vivo Xtreme mostraram que os pulmões que tiveram sua 

superfície mais comprometida por nódulos, apresentaram fluorescência reduzida (Figura 25.a-

c). 

 

 
Figura 25. Imagem representativa de fluorescência dos pulmões e sua respectiva escala de intensidade. 

Apresentando os grupos: Controle (a), Azeite (b), Doxo (c), DEGPU (d) e DEGPE (e). Obtido com o In-Vivo 

Xtreme, Bruker. 
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5.6 Análise macroscópica dos pulmões 

O modelo de metástase pulmonar foi confirmado pela observação macroscópica, onde 

ficou evidente a presença de nódulos presentes na superfície pleural dos pulmões (Figura 26). 

 

 
Figura 26. Imagens macroscópicas dos pulmões apresentando inúmeros nódulos metastáticos na superfície 

pleural. Apresentando os grupos: Controle (a), Azeite (b), Doxo (c), DEGPU (d) e DEGPE (e). Obtido com 

estereomicroscópio óptico Olympus. 

 

Na contagem superficial dos nódulos, os grupos Controle, Azeite e DOX não 

apresentaram diferença estatística entre si (Figura 27). Os grupos DEGPU e DEGPE 

apresentaram redução de 97,5% e 94,38%, respectivamente, em relação ao grupo Controle 

(p<0,001). Ambos os grupos também mostraram uma diferença significativa entre os grupos 

Azeite (p < 0,01) e DOX (p < 0,05). 

 
Figura 27. Média dos números de nódulos da superfície pleural dos pulmões com desvio padrão de todos grupos. 

* p<0.05. GraphPad Prism 8.0.1 Software. 

 

5.7 Avaliação histológica  

Foram feitas análises histológicas dos órgãos rins, testículos e fígado que apresentaram 

maior intensidade de fluorescência, para determinar se houve implantação celular. As imagens 

histopatológicas mostraram tecido íntegro, sem sinais de crescimento celular anormal ou 

processos inflamatórios e necróticos. Podendo, assim, afirmar que não houve implantação das 

células B16F10 nesses órgãos (imagens não apresentadas). 
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Já nas análises pulmonares, o grupo controle apresentou alta porcentagem de 

implantação (>95%) em seu parênquima (Figura 28.a). O grupo Azeite teve 90% (Figura 28.b), 

seguido do grupo DOX com 70% de implantação (Figura 28.c). Os grupos tratados com 

DEGPU e DEGPE tiveram as porcentagens mais baixas, com 5% e <5%, respectivamente 

(Figura 28.d-e). A análise histológica não indicou processos inflamatórios ou necróticos no 

parênquima pulmonar. 

 

   

 

   
Figura 28. Imagens histológicas do parênquima pulmonar. Áreas enegrecidas demonstrando presença de nódulos 

metastáticos malignos. Superfície pleural apresentando nódulos nos grupos Controle (a), Azeite (b) e Doxo (c). 

Grupos DEGPU (d) e DEGPE (e) com poucos nódulos no parênquima. 
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6. DISCUSSÃO 

O câncer de pele melanoma é considerado um dos tipos mais graves da doença devido 

à grande possibilidade de gerar metástases. Se detectado na fase inicial, tem prognóstico 

favorável, mas quando em metástase, a sobrevida dos pacientes é baixa. Por esse motivo, o 

estudo de drogas que possam atuar delimitando ou mesmo inibindo a progressão dessa doença 

é de grande interesse (INCA, 2022e; NIH, 2022). 

As análises evidenciam que tanto o extrato da polpa quanto o extrato da casca possuem 

atividade antitumoral. Ambos os extratos mostraram atividade antiproliferativa contra 

linhagens neoplásicas de leucemia e glioblastoma, e na maior concentração testada, o extrato 

da casca mostrou atividade citotóxica para a maioria das linhagens. Além disso, na linhagem 

não tumoral J774 o extrato da polpa apresentou-se seguro com relação a citotoxicidade, ou seja, 

a proliferação celular foi maior que a apresentada no controle, demonstrando sua seletividade 

contra células neoplásicas. O teste in vivo também demonstrou que ambos os extratos 

apresentaram atividade contra o melanoma, delimitando a implantação de células metastáticas 

e reduzindo seu crescimento. 

Em pesquisa com frutos inteiros de C. adamantium (VALLILO et al., 2006) os óleos 

essenciais apresentaram diversos compostos entre eles o limoneno e outros dois tipos de 

monoterpenos, substâncias essas que possuem atividade antitumoral descrita na literatura 

(BRAZ et al., 2021; BRAZ et al., 2020). 

De acordo com Lima e Silva et al (2018), o perfil químico de duas amostras de extrato 

em diclorometano, polpa com semente e casca do fruto da C. adamantium, foram identificadas 

as mesmas substâncias: três chalconas, duas flavonas e duas champanonas. O teste de atividade 

antiproliferativa demonstrou que a substância 4',6'dihidroxi-3',5'-dimetil-2'-metoxi-chalcona 

(dimetilchalcona) obteve GI50 de 7,11µg/mL (±1,75) quando testada isoladamente na linhagem 

B16-F10. Sendo assim, faz necessário o aprofundamento dos estudos sobre o perfil químico 

dos extratos em análise para melhor comparação e determinação do isolado mais ativo presente 

nas partes dos frutos em questão. 

Com relação ao marcador, além de ser utilizado como marcador de fluorescência para 

detecção tumoral in vivo, o IR-780 também é utilizado em terapias fototérmicas, devido a sua 

capacidade de gerar calor e espécies reativas de oxigênio (ROS) (PAIS-SILVA; DE MELO-

DIOGO; CORREIA, 2017). Vários estudos apresentam a interação do marcador com outras 

moléculas com a finalidade de formar nano complexos ou micelas estáveis ao organismo com 

a capacidade de amplificar a atividade citotóxica seletiva para células tumorais. São exemplos 

de interação o uso da albumina (BAI et al, 2022; LONG et al, 2022; CAO et al, 2017; JIANG 
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et al, 2015), polímeros de etilenoglicol (YANG et al, 2021; PAIS-SILVA; DE MELO-DIOGO; 

CORREIA, 2017; YAN et al, 2016; YUAN et al, 2015; PENG et al, 2011), crizotinib (WANG 

et al, 2021), lipídio nanoestruturado (YANG et al, 2019; KUANG et al, 2017; LI et al, 2017), 

nanodroplets de perfluorocarbono (CHENG et al, 2015), heparina e ácido fólico (YUE et al, 

2013), cetuximab (SHIH et al, 2017), e lonidamina (YUE et al, 2017). 

Em estudo com análises in vitro as concentrações utilizadas de IR-780 variaram de 2,5 

µM até 3M (SHEN et al, 2022; LU et al, 2021), 20µM da associação Caba-IR (ZHENG et al, 

2019) e 250µg/mL da associação ABA-Mi(IR-780) (WOLF et al, 2019). Porém nosso estudo 

demonstrou que a concentração de 80µM de IR-780 apresentou morte celular em cerca de 10 

minutos, corroborando com as informações apresentado por Lu et al (2021) de que o IR-780 

apresenta atividade apoptótica sobre as células.  

Jiang et al (2015) demonstraram a toxicidade do IR-780 ao administrar 2,5 mg/kg 

intravenoso em camundongos da linhagem BALB/c obtendo 100% de letalidade, já na 

administração intraperitoneal de 3 mg/kg não foi relatado mortes (SHEN et al, 2022). O 

presente estudo utilizou 0,45 mg/kg intraperitoneal na mesma linhagem de camundongo sem 

apresentar nenhuma alteração toxicológica para o animal, assim como Zhang et al (2010) 

utilizaram 0,2 mg/kg intravenoso em camundongos atímicos Nude e também não apresentou 

alterações tóxicas.  

A baixa absorção do IR-780 nos animais que apresentaram ascite pode ser explicada 

devido ao aumento da pressão intraperitoneal. Essa distensão abdominal causada pelo líquido 

inflamatório repercute sistemicamente causando várias alterações, mas principalmente, reduz o 

fluxo sanguíneo e bloqueia o sistema linfático da região, portanto a absorção do marcador fica 

reduzida (MILANESI; CAREGNATO, 2016; PAPAVRAMIDIS et al, 2011). 

O uso do marcador de fluorescência IR-780 em células B16-F10 é pouco relatado na 

literatura. Seu uso para a avaliação da evolução do crescimento tumoral in vivo não foi eficiente, 

uma vez que as imagens obtidas não focaram no tumor, assim como também foi demonstrado 

por He et al (2017). Como apresentado nesse estudo, o tumor melanoma possui uma coloração 

escura devido a presença de melanina em grande quantidade e por esse motivo a captação da 

intensidade de fluorescência pelo equipamento fica prejudicada, uma vez que a melanina 

absorve um amplo espectro de luz (RILEY, 1997). Por outro lado, os resultados da avaliação 

do comprometimento pulmonar com as imagens de fluorescência ex vivo foram definidos e 

comprovados pelas análises histológicas e macroscópicas, devendo ser interpretado de maneira 

que, quanto maior a intensidade de fluorescência, menor o comprometimento tecidual e quanto 
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menor sua intensidade, maior é o comprometimento tecidual pelo tumor. Ou seja, a 

fluorescência será inversamente proporcional ao comprometimento tumoral. 

 

7. CONCLUSÃO 

Os resultados desta pesquisa indicaram que os extratos em diclorometano da casca e 

polpa do fruto da Campomanesia adamantium são eficazes contra linhagens de células 

tumorais, pois apresentaram GI50 próximo ou abaixo de 30 e efeito citocida sobre algumas 

linhagens tumorais, assim como também apresentaram um alto índice de seletividade, 

principalmente para células de glioblastoma (U-251) e leucemia (K562), sem o 

comprometimento das células não tumorais. 

Corroborando com análises in vitro, as atividades dos extratos demonstrada em modelos 

de metástase pulmonar confirmam a capacidade em limitar o crescimento e prevenir a 

implantação metastática tumoral nos pulmões, sem apresentar toxicidade aos animais, gerando 

assim, a necessidade de aprofundar a pesquisa de seus ativos isolados para elaboração de um 

novo fármaco com efeito antitumoral. 

O uso do marcador tumoral IR-780 também demonstrou eficácia nos testes in vitro 

frente a linhagem celular de melanoma (B16-F10), podendo ser utilizados com um teste de fácil 

execução e baixo custo para determinação de viabilidade celular. Esse marcador também 

demonstrou utilidade nos testes ex vivo para definir o comprometimento pulmonar devido a 

metástase do melanoma em animais da linhagem BALB/c. Portanto, estudo futuros fazem 

necessários para a elaboração de novos fármacos e técnicas investigativas do câncer. 
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