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reSumo: Spermacoce poaya é uma espécie pertencente à família Rubiaceae, tribo Spermacoceae, gêne-
ro Borreria, popularmente conhecida no Brasil como poaia-do-campo, poaia-rasteira e poaia-do-arador. 
Sua infusão é utilizada em casos de bronquite, asma e pneumonia. Nenhum estudo fitoquímico, farma-
cológico e/ou toxicológico foi encontrado na literatura acerca dessa espécie até o presente momento. 
No presente estudo, foi investigada a atividade citotóxica do extrato bruto de S. poaya por meio dos 
testes colorimétricos MTT e azul de tripano. As linhagens celulares HFF-1 e K-562 foram expostas por 
24 h a diferentes concentrações do extrato bruto etanólico das folhas de S. poaya. Os resultados mos-
traram que, para as células normais (HFF-1), o extrato bruto é antiproliferativo nas concentrações de 
0,001 mg.mL-1 e 0,1 mg.mL-1; já para as células tumorais (K-562), não apresentou efeito citotóxico em 
nenhuma das concentrações testadas. Torna-se necessária a continuação dos estudos com essa planta 
utilizando outras linhagens celulares tumorais e, principalmente, células normais, para que seu efeito 
citotóxico possa ser comprovado. 

PAlAvrAS-cHAve: Azul de tripano, citotoxicidade celular, MTT, proliferação celular, Spermacoce poaya.

cytotoxic Activity oF tHe etHAnolic crude extrAct oF Spermacoce poaya A. SAint-HilAire 

(rubiAceAe) in normAl And tumor cellS in vitro

AbStrAct: Spermacoce poaya is a species that belongs to the family Rubiaceae, tribe Spermacoce, and 
genus Borreria, popularly known in Brazil as “poaia-do-campo”, “poaia-rasteira”, and “poaia-do-arador”. 
The infusion is used in cases of bronchitis, asthma, and pneumonia. So far, no phytochemical, pharma-
cological, and/or toxicological studies about this species have been found in the literature. In the present 
study, we investigated the cytotoxic activity of S. poaya crude extract using the colorimetric assays MTT 
and trypan blue. The cellular strains HFF-1 and K-562 were exposed for 24 h to different concentrations 
of the ethanolic crude extract of S. poaya leaves. The results showed that, for normal cells (HFF-1), 
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the crude extract is antiproliferative at the concentrations of 0.001 mg.mL-¹ and 0.1 mg.mL-¹; on the 
other hand, for the tumor cells (K-562), it showed no cytotoxic effect at the tested concentrations. It is 
necessary to continue the studies about this plant using other tumor cell lines and, mainly, normal cells, 
so that its cytotoxic effect can be testified.

Key WordS: Trypan blue, cell cytotoxicity, MTT, cell proliferation, Spermacoce poaya.

introdução

O uso de produtos naturais com o 
intuito de tratar diversas pato-
logias iniciou-se há milhares de 

anos por populações de vários países, sendo 
utilizados como forma alternativa ou comple-
mentar aos medicamentos sintéticos. As plan-
tas medicinais têm importante papel na saúde 
mundial e, ainda hoje, são comercializadas 
em feiras livres, mercados populares e encon-
tradas em quintais residenciais (Maciel et al., 
2002; Veiga Júnior & Mello, 2008).

Em decorrência da procura pelas plan-
tas medicinais, nos últimos anos tem-se ve-
rificado grande avanço científico envolven-
do os estudos químicos e farmacológicos de 
plantas visando obter novos compostos com 
propriedades terapêuticas (Cechinel Filho 
& Yunes, 1998; Maciel et al., 2002). Frequen-
temente, são relatadas na literatura novas 
moléculas, algumas de relevante ação farma-
cológica, como o taxol, produto sintético de 
grande importância na área dos antitumo-
rais, obtido de plantas do gênero Taxus (Mes-
quita et al., 2009). 

A família Rubiaceae Juss. se divide em 
três subfamílias: Rubioideae, Cinchonoideae 
e Ixoroideae. No Brasil, a família Rubiaceae 
é composta de cerca de 110 gêneros e 2.000 
espécies (Delprete et al., 2004). Quimicamen-
te, a família destaca-se pela presença de al-
caloides quinolínicos (quinina e cinchonina), 
isoquinolínicos (emetina), indólicos (iombi-
na) e bases de purina, como a cafeína, subs-
tância utilizada na indústria farmacêutica e 
alimentícia de todo o mundo (Schripsema et 
al., 2003).

A família Rubiaceae também se destaca 
por apresentar espécies de valor econômico 
e medicinal nos gêneros Chichona, Coffea, Ru-
bia, Borreria e Coutarea. O gênero Borreria (Ru-
biaceae - Rubioideae - Spermacoceae) possui 

cerca de 100 espécies (Cabral, 1991), distribuí-
das em regiões tropicais e subtropicais da 
América, África, Ásia e Austrália, apresentan-
do maior diversidade no planalto brasileiro 
(Steyer mark, 1972).

Spermacoce poaya, sinonímia Borreria poaya, 
é utilizada como chá em casos de bronquite, 
asma e pneumonia, sendo popularmente co-
nhecida como poaia-do-campo, poaia-rasteira 
e poaia-do-arador (Balbach, 1984). Nenhum 
estudo fitoquímico, farmacológico e/ou toxi-
cológico foi encontrado na literatura acerca 
dessa espécie até o presente momento.

A investigação da atividade citotóxica do 
extrato bruto etanólico das folhas de S. poaya 
(EBEfSp) sobre células normais e tumorais faz-
se necessária, uma vez que as plantas medi-
cinais são consumidas sem comprovação dos 
seus efeitos farmacológicos e possíveis efei-
tos tóxicos. Além disso, os tratamentos atuais 
para os diversos tipos de câncer não são consi-
derados satisfatórios e os estudos com plantas 
medicinais representam um novo viés para a 
síntese de medicamentos menos agressivos ao 
organismo.

metodologiA

extrato bruto etanólico de spermacoce poaya 

(ebefSp)

As folhas de S. poaya foram coletadas no 
município de Goiânia, Goiás, Brasil, a 5-6 km da 
Escola de Agronomia da Universidade Fede-
ral de Goiás (UFG), no Setor Mansões do Cam-
pus, próximo ao Clube Itanhangá, em área de 
Cerrado pertubado (16º33’55’’, 49º17’05’’ W, 
850 m, 12/XI/2004, fl).

A planta foi coletada e identificada por 
Delprete et al. (2004) e a exsicata do material 
vegetal foi depositada no herbário do Depar-
tamento de Botânica do Instituto de Ciências 
Biológicas da UFG, nº 40700.
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 Para a obtenção do extrato bruto eta-
nólico, o material vegetal coletado foi encami-
nhado ao Laboratório de Produtos Naturais 
do Instituto de Química da UFG para ser sub-
metido ao processo de extração com etanol e, 
posteriormente, evaporação do solvente orgâ-
nico por vácuo à temperatura de aproximada-
mente 40ºC.

enSaioS in vitro

Neste estudo, foram utilizadas uma li-
nhagem de leucemia mieloide crônica – célu-
las tumorais K-562 (ATCC CCL-243) e uma 
linhagem de células normais – fibroblasto do 
prepúcio do pênis, HFF-1 (ATCC SCRC-1041). 
Todas as linhagens foram provenientes do 
Banco de Células do Rio de Janeiro, seguindo o 
protocolo de manutenção das células do ATCC. 
As células HFF-1 foram tripsinizadas com trip-
sina (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, 
MO, EUA) na concentração de 2,5 mg.mL-1, 
para posterior quantificação. As células fo-
ram centrifugadas por 10 min a 2000 rpm e o 
sobrenadante foi descartado. O botão celular 
foi ressuspenso em 1 mL de meio de cultura 
suplementado com 10% de soro fetal bovino 
(Gibco, Grand Island, NY, EUA) e antibióticos 
100 UI/mL (estreptomicina e penicilina) (Culti-
lab, Cam pinas, SP, Brasil). Em seguida, realizou-
se a contagem das células viáveis em azul de 
tripano (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil) 
para o ajuste da concentração em 2 x 105 cé-
lulas/poço para a posterior realização dos en-
saios de citotoxicidade.

avaliação da viabilidade celular pelo enSaio 
de redução do Mtt

  O princípio desse método consiste em 
medir indiretamente a viabilidade celular pela 
absorção do sal tetrazólio MTT {brometo de 
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazó-
lio]} pelas células, sendo reduzido no interior 
da mitocôndria, por meio da atividade enzi-
mática de desidrogenases, ao produto chama-
do azul de formazan (Mosmann, 1983).

A suspensão celular obtida na concen-
tração de 2 x 105 células/poço foi adicionada 
a uma placa de 96 poços e submetida às con-
centrações de 0,001 mg.mL-1, 0,01 mg.mL-1, 
0,1 mg.mL-1 e 1 mg.mL-1 do extrato por 24 h, 

seguindo o protocolo estabelecido por Silvei-
ra-Lacerda et al. (2009).

avaliação da citotoxicidade pelo Método de 
excluSão do azul de tripano

A avaliação da citotoxicidade na presen-
ça do EBEfSp foi realizada segundo o méto-
do de exclusão de azul de tripano em células 
K-562. Esse método permite detectar células 
inviáveis, cuja membrana, por apresentar da-
nos, permite a incorporação do corante, co-
rando-se de azul; por outro lado, como as cé-
lulas viáveis apresentam membrana íntegra, 
bloqueiam a passagem do corante, ficando 
transparentes (McAteer & Davis, 1994 apud 
Ribeiro et al., 2003).

A suspensão celular obtida na concen-
tração de 2 x 105 células/poço foi adicionada 
a uma placa de 96 poços e submetida às con-
centrações de 0,001 mg.mL-1, 0,01 mg.mL-1, 
0,1 mg.mL-1 e 1 mg.mL-1 do extrato por 24 h. 
Após esse período de tratamento, foi adicio-
nado azul de tripano (0,2%) (Sigma-Aldrich 
Corp., St. Louis, MO, EUA) à suspensão ce-
lular (v/v), a qual foi homogeneizada, sendo 
uma amostra de 10 µL colocada em câmara de 
Neubauer para a contagem das células viáveis 
e inviáveis em microscópio óptico.

análiSe eStatíStica

Para a análise dos dados, foram aplica-
dos os testes de análise de variância (ANOVA) 
e de comparação múltipla de Tukey, com p < 
0,05, para a comparação entre os grupos, utili-
zando o Software GraphPad-Prism V3.02.

reSultAdoS e diScuSSão

No presente estudo, foi avaliada a ativi-
dade citotóxica in vitro do EBEfSp, nas con-
centrações de 0,001 mg.mL-1, 0,01 mg.mL-1, 
0,1 mg.mL-1 e 1 mg.mL-1, em células de leuce-
mia mieloide crônica K-562 e células de fibro-
blasto do prepúcio do pênis HFF-1.

Os testes realizados com as células 
K-562 revelaram que o EBEfSp não teve efeito 
citotóxico significativo no crescimento celular 
em nenhuma das concentrações testadas, não 
sendo possível determinar o valor de IC 50% 
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(concentração que inibe em 50% a viabilidade 
celular). Os resultados do teste de MTT (Figu-
ra 1) demonstraram que os tratamentos nas 
concentrações de 0,001 mg.mL-1, 0,01 mg.mL-1, 
0,1 mg.mL-1 e 1 mg.mL-1  extrapolaram de for-
ma dose-dependente a viabilidade celular ob-
tida para o grupo controle negativo em 3,46%, 
5,00%, 6,84% e 9,93%, respectivamente.

O teste de azul de tripano (Figura 2) 
apresentou viabilidade celular de 85,41%, 
90,91%, 89,20% e 83,60%, respectivamente, 
para as concentrações de 0,001 mg.mL-1, 
0,01 mg.mL-1, 0,1 mg.mL-1 e 1 mg.mL-1. Não 
houve diferença significativa em nenhum 
dos tratamentos do EBEfSp em relação ao 
controle negativo.

Embora os resultados obtidos com o tes-
te de azul de tripano difiram dos obtidos pelo 
teste de MTT, ambos evidenciam alta viabili-
dade celular para todos os tratamentos. Essa 
diferença pode ocorrer porque o teste de azul 
de tripano mede a citotoxicidade por meio da 
integridade da membrana celular, ao passo 
que o MTT mede a viabilidade por meio da 
atividade de desidrogenases da mitocôndria. 
Sendo assim, se a célula tiver sua membrana 
lisada, suas organelas podem continuar em 

atividade e, portanto, o MTT continua a ser 
reduzido pela atividade mitocondrial. 

Na literatura, são encontrados diversos 
estudos com plantas da família Rubiaceae 
nos quais se avaliam as atividades antibacte-
riana, antifúngica, anti-inflamatória e antio-
xidante. Peixoto Neto et al. (2002) testaram o 
potencial antibacteriano do extrato metanó-
lico das raízes de Borreria verticilata (Rubia-
ceae) em relação a cepas multirresistentes de 
Pseudomonas aeruginosa. O extrato de B. verti-
cilata exibiu ampla atividade antibacteriana, 
provavelmente pela presença de alcaloides 
indólicos.

Niño et al. (2006) testaram 30 extratos 
de oitos plantas da família Asteraceae e duas 
plantas da família Rubiaceae em duas bacté-
rias Gram-positivas, duas Gram-negativas e 
três fungos. Os autores relataram que a espé-
cie mais importante da pesquisa foi Gonzala-
gunia rosea Standl (Rubiaceae) em decorrência 
da atividade intensa e moderada dos extratos 
metanólico e diclorometano contra os fungos 
Fusarium solani e Candida albicans, respectiva-
mente, bem como da intensa atividade citotó-
xica do extrato metanólico testado no bioen-
saio com Artemia salina.

Figura 1 – Viabilidade celular de células K-562 após 24 h de exposição ao tratamento com o EBEfSp pelo teste de MTT 
(média e desvio padrão dos tratamentos).
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 Galianthe é a primeira ramificação do 
táxon Spermacoce (Karehed et al., 2008), sendo 
encontrados na literatura estudos antibacte-
rianos, antifúngicos, antioxidantes e antitu-
morais com espécies do gênero. O extrato 
bruto das partes aéreas de Galianthe brasilien-
sis (Rubiaceae) foi submetido à avaliação da 
atividade citotóxica em culturas de células tu-
morais, entre elas K-562. Moura et al. (2006) 
observaram que o extrato de G. brasiliensis, na 
concentração de 25 µg/mL, inibiu em 66% o 
crescimento celular e induziu morte celular de 
65% na maior concentração testada, 250 µg/mL. 
Os autores acreditam que a atividade antipro-
liferativa observada pode estar relacionada 
aos ácidos ursólico e asperulosídeo, presentes 
na planta, os quais possuem atividade antitu-
moral comprovada.  

 Os dados obtidos com o EBEfSp em 
relação às células HFF-1 servem de alerta à 
população que faz uso dessa planta medici-
nal, pois o IC 50% calculado pelo programa 
GraphPad-Prism foi de 1,15 mg.mL-1, o que re-
vela concentração baixa para planta medicinal 
em células normais. Além disso, os resultados 
revelaram de baixa a moderada citotoxicidade, 
apresentando viabilidade celular de 57,52%, 
87,04%, 58,07% e 78,73%, nas concentrações 

de 0,001 mg.mL-1, 0,01 mg.mL-1, 0,1 mg.mL-1 
e 1 mg.mL-1, respectivamente (Figura 3). 

Células HFF-1 tratadas com 0,01 mg.mL-1 
e 1 mg.mL-1 do EBEfSp apresentaram dife-
rença estatisticamente significativa quanto 
à sobrevivência em relação ao controle posi-
tivo; já as concentrações de 0,001 mg.mL-1 e 
0,1 mg.mL-1 apresentaram diferença estatisti-
camente significativa em relação ao controle 
negativo, p < 0,01.

Em seus estudos com Siolmatra brasilien-
sis (Cucurbitaceae), Lima et al. (2006) obtive-
ram resultados semelhantes, porém o EBEfSp 
foi mais citotóxico, apresentando maior per-
centual inibitório do crescimento celular em 
concentrações menores. O extrato bruto eta-
nólico de S. brasiliensis foi citotóxico em 46% 
e 36%, para macrófagos mantidos na cavidade 
intraperitoneal de camundongos Swiss, nas 
concentrações de 2,5 mg.mL-1 e 5 mg.mL-1, res-
pectivamente.

A ciclofosfamida, um agente antineo-
plásico, tem propriedades alquilantes, com-
plexando-se com o DNA de forma indiscri-
minada entre as células normais e cancerosas 
(Valadares et al., 2007). Apesar disso, células 
de fibroblastos submetidas à ciclosfosfamida 
como controle positivo apresentaram citotoxi-

Figura 2 – Viabilidade celular de células K-562 após 24 h de exposição ao tratamento com o EBEfSp pelo teste de azul 
de tripano (média e desvio padrão dos tratamentos).



30 cidade moderada, inibindo o crescimento ce-
lular em 52,26%, enquanto nas células K-562, 
sua expressão de inibição de crescimento celu-
lar foi elevada, em torno de 93,00%.

Embora a ciclofosfamida não tenha ex-
pressado numericamente ação inibitória muito 
satisfatória em células HFF-1, o teste estatísti-
co indicou diferença significativa (p < 0,05) do 
controle negativo em relação ao controle po-
sitivo. Portanto, a ciclofosfamida e as concen-
trações de 0,1 mg.mL-1 e 1 mg.mL-1 do EBEfSp 
expressaram atividade citotóxica sobre células 
de fibroblasto. É preocupante o resultado do 
presente estudo em relação a células de fibro-
blasto, pois diversas plantas com ação medi-
cinal podem causar ação tóxica ao organismo.

Segundo Veiga Júnior et al. (2005), plan-
ta medicinal é um agente xenobiótico, ou seja, 
um composto estranho ao organismo huma-
no, que apresenta produtos de biotransfor-
mação potencialmente tóxicos. Assim, não 
possuem somente efeitos imediatos e facil-
mente correlacionados com sua ingestão, 
mas também efeitos que se instalam a longo 
prazo e de forma assintomática, podendo le-
var a quadro clínico severo, algumas vezes 
até mesmo fatal. 

Estudos realizados por Bolzani et al. 
(2001), para elucidar os constituintes quími-
cos da subfamília Rubioideae, mostraram que 
esta se caracteriza, principalmente, pela pre-
sença de antraquinonas, tripertenos, alcaloi-
des e flavonoides.  

Morais et al. (2005) comprovaram as 
ações cicatrizante, antibacteriana, antifúngi-
ca e antivirótica da babosa [Aloe vera (Liliace-
ae)]  pela presença de antraquinonas; porém, 
em doses altas, a planta não dever ser usada 
por via oral, pois causa ação nefrotóxica pelo 
teor aumentado de seu principal príncipio 
ativo (Matos, 2000 apud Silveira et al., 2008). 
Tanto jatobá [Hymenaea courbail L. (Fabace-
ae)] como S. poaya (Rubiaceae) são utilizados 
como expectorante e, conforme Veiga Júnior 
et al. (2005), doses elevadas dessas plantas 
podem desencadear reações alérgicas.

Nos estudos realizados com plantas 
de diversas famílias, os alcaloides são con-
siderados os metabólitos secundários mais 
promissores na área dos antitumorais. Ao 
mesmo tempo, encontram-se relatos afir-
mando que os alcaloides são os principais 
constituintes das plantas tóxicos aos seres 
humanos.

Figura 3 – Viabilidade celular de células HFF-1 após 24 h de exposição ao tratamento com o EBEfSp pelo teste de 
MTT (média e desvio padrão dos tratamentos; ** p < 0,01 em relação ao controle negativo; * p < 0,05 em relação ao 
controle negativo).
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Como exemplos de toxicidade de subs-
tâncias presentes em plantas, Veiga Júnior et 
al. (2005) citaram os efeitos hepatotóxicos de 
apiol, safrol, lignanas e alcaloides pirrolizidí-
nicos, além da ação tóxica renal que pode ser 
causada por espécies vegetais que contêm ter-
penos e saponinas. Na literatura, são encon-
trados relatos de plantas contendo alcaloides 
pirrolizidínicos relacionados a comprometi-
mento do fígado e danos hepáticos agudos, 
principalmente envolvendo plantas como 
cavalinha (Teucrium chamaedrys L.), confrei 
(Symphytum officinale L.) e valeriana (Valeriana 
officinalis L) (Seeff, 2007).

concluSão

O EBEfSp não apresentou atividade ci-
totóxica em células tumorais de leucemia mie-
loide crônica K-562; porém, mostrou atividade 
citotóxica em células HFF-1, sendo necessário 
avaliar sua ação genotóxica, uma vez que a 
população brasileira faz uso medicinal dessa 
espécie de planta.  

Deve ser realizado estudo fitoquímico 
de S. poaya para elucidar seu mecanismo de 
ação e, assim, relacioná-lo com os resultados 
obtidos neste trabalho. 
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