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rEsumo: A utilização de plantas medicinais tornou-se um recurso terapêutico alternativo de grande 
aceitação pela população e vem crescendo também na comunidade médica, desde que suas atividades 
biológicas, eficácia e segurança tenham sido investigadas cientificamente e comprovadas. Por isso, in-
vestigamos o potencial citotóxico do extrato bruto etanólico de Psychotria prunifolia em células tumorais 
e células normais, usadas como controle para as células tumorais. Para tal, foram utilizados dois testes 
independentes: MTT e azul de tripano. Os resultados sugerem que essa planta tem atividade citotóxica 
em células tumorais, embora esta atividade também tenha sido observada em células normais. Assim, 
torna-se necessário proceder a estudos mais detalhados, já que a planta se mostrou promissora no que 
diz respeito à atividade antitumoral.

Palavras-chavE: Atividade citotóxica, azul de tripano, MTT, Psychotria prunifolia.

study oF cytotoxic activity oF Psychotria Prunifolia (rubiacEaE) crudE Ethanolic Extract in 
normal and tumor cElls in vitro

abstract: The use of medicinal plants has become a widely accepted therapeutic alternative by the 
population and it has been also growing in the medical community, provided that their biological activities, 
efficacy, and safety have been scientifically investigated and proved. Therefore we investigated the 
cytotoxic potential of the crude ethanolic extract of Psychotria prunifolia in tumor and normal cells, used 
as the control for tumor cells. To do this, we used two independent tests: the MTT and trypan blue. The 
results suggest that this plant presents cytotoxic activity in tumor cells, although this activity could also 
be observed in normal cells. Thus, it is necessary to perform more detailed studies, since the plant has 
proved promising with regard to antitumor activity.

KEy Words: Cytotoxic activity, trypan blue, MTT, Psychotria prunifolia.
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introdução

O uso da medicina tradicional e 
de plantas medicinais tem sido 
amplamente documentado na 

maioria dos países em desenvolvimento, a 
fim de ajudar a satisfazer algumas de suas ne-
cessidades de cuidados primários de saúde. 
No campo da atividade antineoplásica, tem 
sido demonstrada correlação entre a atividade 
biológica e a utilização tradicional do medica-
mento (WHO, 2002).

A fitoterapia é uma ciência que visa o 
tratamento de algumas doenças com o empre-
go de ervas e plantas que apresentam proprie-
dades curativas. Esse fato desperta o interesse 
pelo estudo fotoquímico e farmacológico das 
plantas, especialmente daquelas existentes no 
Cerrado, cuja análise pode conduzir a meta-
bólitos secundários, que podem apresentar 
maior ou menor atividade tóxica (Fonseca & 
Pereira, 2004).

A utilização de plantas medicinais tor-
nou-se um recurso terapêutico alternativo de 
grande aceitação pela população e vem cres-
cendo também na comunidade médica, desde 
que sejam utilizadas plantas cujas atividades 
biológicas tenham sido investigadas cientifi-
camente, comprovando sua eficácia e segu-
rança (Noldin et al., 2003).

Paralelamente, a utilização de plantas 
medicinais para obtenção de drogas antitumo-
rais tem sido um importante caminho para a 
descoberta de novas aplicações clínicas basea-
das nos estudos dos metabólitos secundários 
e seus derivados (Balunas & Kinghorn, 2005). 
O Brasil possui um número muito grande de 
espécies vegetais nativas que são consideradas 
medicinais (Barbosa-Filho et al., 2005; Brandão 
et al., 2006; Lima et al., 2006; Mors et al., 2000).

A família Rubiaceae compreende espé-
cies arbóreas e arbustivas, que ocorrem em 
vários extratos de florestas tropicais (Burger & 
Taylor, 1993), possui distribuição cosmopolita, 
concentrada nos trópicos, incluindo aproxi-
madamente 550 gêneros e 9.000 espécies. No 
Brasil, ocorrem cerca de 130 gêneros e 1.500 
espécies, correspondendo a uma das princi-
pais famílias de nossa flora e ocorrendo como 
importante elemento em quase todas as for-
mações naturais (Souza & Lozenzi, 2005).

Segundo Robbrecht (1988), a família Ru-
biaceae pode ser dividida em quatro subfamí-
lias: Rubioideae, Cinchonoideae, Ixoroideae 
e Artirheoideae. As espécies pertencentes à 
subfamília Rubioideae estão distribuídas em 
15 tribos, entre as quais a maior é Psychotrieae. 
Essa tribo é formada por 50 gêneros, alguns 
deles com delimitação incerta e controversa, 
como é o caso de Psychotria e Palicoureae (Libot 
et al., 1987).

O gênero Psychotria é comumente re-
presentado por arbustos, pequenas árvores, 
ervas e, raramente, por epífitas. É um gêne-
ro pantropical e subtropical, encontrado nos 
dois hemisférios. É comum no sub-bosque de 
matas tropicais (Hamilton, 1990; Taylor, 1996). 
Apresenta aproximadamente 2.000 espécies, 
sendo o maior gênero da tribo Psychotrieae e 
da família Rubiaceae, bem como das espécies 
lenhosas (Davis et al., 2001). 

Psychotria prunifolia pertence ao grupo 
das dicotiledôneas, natural do Cerrado e rica 
em alcaloides e iridoides, os quais apresentam 
atividade terapêutica já comprovada (Barroso, 
1991). Na literatura, há descrição de estudos 
fitoquímicos de diversas espécies desse gêne-
ro, com isolamento majoritário de alcaloides e 
iridoides (Muhammad et al., 2003). Entretan-
to, até o presente momento, não foram encon-
trados estudos farmacológicos, toxicológicos 
e de atividade citotóxica acerca da espécie P. 
prunifolia.

No mundo, cerca de 1.000 espécies de 
plantas apresentam propriedades antitumo-
rais significativas (Mukherjee et al., 2001). Em-
bora o Brasil apresente a maior diversidade 
vegetal do mundo e de 25% do faturamento 
da indústria farmacêutica nacional ser origi-
nado de medicamentos derivados de plantas, 
apenas 8% das espécies da flora brasileira fo-
ram estudadas em busca de compostos bioati-
vos e 1.100 espécies foram avaliadas em suas 
propriedades medicinais (Guerra & Nodari, 
2004).

O presente estudo teve como objetivo 
investigar os efeitos citotóxicos do extrato 
bruto etanólico de P. prunifolia em células tu-
morais e células normais (controle), por meio 
do teste de viabilidade celular (colorimétrico 
de redução MTT) e do teste de citotoxicidade 
celular (azul de tripano).
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mEtodologia

Psychotria prunifolia

O material vegetal (folhas e caule) de P. 
prunifolia foi coletado em novembro de 2007, 
no Bosque St. Hilaire, da Universidade Fe-
deral de Goiás (UFG). A exsicata do material 
contendo raiz, caule e folhas foi depositada 
no Herbário da UFG para identificação botâ-
nica. 

extrato bruto etanólico de Psychotria 
Prunifolia

As folhas e raízes de P. prunifolia foram 
secas, moídas e submetidas à extração com 
etanol à temperatura ambiente. O extrato 
bruto etanólico da folha (EBEfPp) e o extrato 
bruto etanólico da raiz (EBEcPp) (35 g) foram 
preparados e fornecidos pelo Laboratório de 
Produtos Naturais do Instituto de Química 
(UFG).

PreParo da droGa teste

Os EBEfPp e EBEcPp foram diluídos 
em meio de cultura celular RPMI-1640 (Cul-
tilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado 
com 10% de soro fetal bovino (SFB – Gibco, 
Grand Island, NY, EUA) e colocados em apa-
relho de ultrassom (Branson, Danbury, CT, 
EUA) por um período de 50 min. O EBEfPp e o 
EBEcPp foram testados nas concentrações de 
0,001 mg.mL-1, 0,01 mg.mL-1, 0,1 mg.mL-1 e 
1 mg.mL-1.

cultura de células 

As linhagens de células de fibroblas-
to humano (HFF-1) (ATCC SCRC-1041-185), 
leucemia mieloide K-562 (ATCC CCL-242) e 
Sarcoma-180 (S-180) (ATCC CCL-8) foram ob-
tidas no Banco de Células do Rio de Janeiro 
(Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

As células foram cultivadas em meio de 
cultura celular RPMI-1640 (pH 7,2-7,4) (Culti-
lab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 
10% de SFB (Gibco, Grand Island, NY, EUA) 
e 0,1% de penicilina (10.000 UI/mL)/estrep-

tomicina (10 mg.mL-1) (Cultilab, Campinas, 
SP, Brasil). As células de fibroblasto humano 
(HFF-1) foram rotineiramente subcultivadas 
usando 2,5 g.L-1 de solução de tripsina-EDTA 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), pois são 
células aderentes à garrafa de cultivo celular. 
As células foram tratadas com 3 mL de trip-
sina e incubadas em estufa contendo 95% de 
ar e 5% CO2 a 37ºC por 5 min. Após o período 
de incubação, 5 mL de meio de cultura foram 
acrescentados para que se promovesse a inati-
vação da tripsina.

PreParo do controle Positivo

Como controle positivo, foi utilizado o 
fármaco antineoplásico ciclofosfamida (Bax-
ter, Deerfield, IL, EUA), com amplo espectro 
de ação antitumoral (Craig & Stitzel, 1996). A 
ciclofosfamida foi diluída em meio de cultu-
ra celular RPMI-1640 (Cultilab, Campinas, SP, 
Brasil), sem SFB, utilizado na concentração de 
5 mg. mL-1.

avaliação de citotoxicidade Pelo método de 
redução do mtt

Para avaliar a viabilidade celular após 
o tratamento com EBEcPp e EBEfPp, foi uti-
lizado o método colorimétrico do MTT. O 
princípio deste método, descrito por Mos-
mann (1983), consiste em medir a viabilida-
de celular pela atividade enzimática mito-
condrial das células vivas. Para o teste do 
MTT, 2 x 105 células das linhagens utilizadas 
foram semeadas em microplacas de 96 po-
ços em ausência ou presença de EBEcPp e 
EBEfPp nas concentrações de 0,001 mg.mL-1, 
0,01 mg.mL-1, 0,1 mg.mL-1 e 1 mg.mL-1 e in-
cubadas em estufa com atmosfera contendo 
5% de CO2 a 37oC.  Ao final do período de 
incubação, foram adicionados aos poços de 
cultivo celular 10 μL de MTT na concentra-
ção de 5 mg.mL-1 e, após 4 h de incubação, 
foram  acrescentados 50 μL de dodecil sulfato 
de sódio (SDS) a 10% diluído em HCL 0,01N. 
A quantificação da densidade óptica foi me-
dida em espectrofotômetro (Awareness Tech-
nology INE, Stat Fax 2100). A porcentagem 
de viabilidade celular foi determinada a par-
tir da seguinte fórmula:
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A curva dose resposta foi determinada uti-
lizando o programa estatístico GraphPad Prism 
4.02 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

avaliação da citotoxicidade Pelo método de 
exclusão do azul de triPano

A avaliação da viabilidade da célula na 
presença do EBEcPp e EBEfPp foi realizada 
segundo o método de exclusão de azul de tri-
pano (McAteer & Davis, 1994 apud Ribeiro et 
al., 2003). O experimento foi incubado por 24 
h, em triplicata. Após esse período de incuba-
ção, uma alíquota de 20 μL da suspensão de 
células foi retirada e diluída em azul de tri-
pano 0,04% (Sigma, Aldrich Corporation, St. 
Louis, MO, EUA) e as células foram contadas 
em câmara de Neubauer. As células viáveis, 
que excluíram o corante, apresentaram as-
pecto translúcido, enquanto as células mortas 
apresentaram coloração azulada.

análise estatística

Para a análise dos dados, foram utiliza-
dos a análise de variância (ANOVA), o teste 
de comparação múltipla de Tukey, com signi-
ficância de p < 0,05, para a comparação entre 
os grupos, e o teste de comparação múltipla 
de Dunett, com significância de p < 0,05, para 
comparação dos grupos tratados com o gru-
po controle negativo, utilizando o Software 
GraphPad-Prism V3.02. Para todos os grupos, 
consideraram-se estatisticamente significati-
vos os valores de p < 0,05.

rEsultados E discussão

No presente estudo, avaliamos o poten-
cial citotóxico in vitro do EBEcPp e EBEfPp de 
P. prunifolia em células tumorais e células nor-
mais.

avaliação da viabilidade celular do ebecPP 
e ebefPP sobre a linhaGem de K-562

No ensaio de MTT, o EBEfPp não apre-
sentou atividade citotóxica significativa sobre 

a linhagem leucêmica mieloide crônica (K-562) 
nas concentrações testadas, sendo o percentu-
al de viabilidade celular de 89%, 91%, 94% e 
78% para as concentrações de 0,001 mg.mL-1, 
0,01 mg.mL-1, 0,1 mg.mL-1 e 1 mg.mL-1, res-
pectivamente (Figura 1). A concentração de 
1 mg.mL-1  apresentou diferença significativa 
em relação ao controle negativo (p < 0,001), 
de acordo com ANOVA seguido dos testes 
de Tukey e Dunnet. Entretanto, não conside-
ramos significativo o resultado de 22% de ci-
totoxicidade, pois, além de ser baixo nível de 
citotoxicidade, a concentração de 1 mg.mL-1 é 
muito alta e não utilizada em nenhum tipo de 
fármaco descrito na literatura.

O teste de redução do MTT avalia a ca-
pacidade da enzima succinato desidrogenase 
de reduzir o substrato MTT a cristais de for-
mazan na mitocôndria da célula (Mosmann, 
1983). Por outro lado, o teste de exclusão do 
corante azul de tripano permite a avaliação da 
integridade estrutural da membrana plasmá-
tica (Barile, 1994). Portanto, mesmo quando 
a membrana é lisada por um agente citotóxi-
co, as organelas citoplasmáticas ainda podem 
manter sua atividade fisiológica e, não ne-
cessariamente, os dois testes aqui utilizados 
devem fornecer o mesmo resultado, pois são 
testes com princípios diferentes.

No ensaio com o método azul de tripa-
no, a viabilidade celular foi de 91%, 90%, 95% 
e 64% para as concentrações de 0,001 mg.mL1, 
0,01 mg.mL-1, 0,1 mg.mL-1 e 1 mg.mL-1 de 
EBEfPp, respectivamente, confirmando que 
este não apresentou atividade citotóxica esta-
tisticamente significativa em células K-562. 

Na Figura 2, observa-se que o EBEcPp 
causou resposta dose-dependente no teste MTT 
sobre a linhagem K-562, mas não apresentou ati-
vidade citotóxica significativa nas concentrações 
testadas, sendo o percentual de viabilidade ce-
lular semelhante aos encontrados para EBEfPp, 
com 99%, 97%, 92% e 73% para as concentrações 
de 0,001 mg.mL-1, 0,01 mg.mL-1, 0,1 mg.mL-1 e 
1 mg.mL-1, respectivamente. A concentração de 
1 mg.mL-1 apresentou diferença significativa 

% Viabilidade  =                                                                     x  100
        Absorbância do tratamento                                         

  Absorbância do controle negativo   
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quando comparada com  o controle negativo 
(p < 0,001), mas, como ocorreu com EBEfPp, esta 
concentração é alta para ser utilizada como pos-
sível fármaco.

No ensaio com azul de tripano, a via-
bilidade celular foi de 93%, 93%, 86% e 72%, 
nas concentrações de 0,001 mg.mL-1, 0,01 
mg.mL-1, 0,1 mg.mL-1 e 1 mg.mL-1 de EBEcPp, 
respectivamente, confirmando que não hou-
ve atividade citotóxica significativa em ne-
nhuma delas.

Para Bruneton (2001), a distribuição de 
um amplo grupo de alcaloides monoterpêni-
cos está praticamente ligada a três famílias: 
Asponyaceae, Loganiaceae e Rubiaceae. A di-
versidade estrutural desse grupo conta com 
mais de 2.000 compostos diferentes. Menos 
de 10% dos gêneros que compõem a família 
Rubiaceae, pertencentes a tribos mais primiti-
vas das subfamílias Rubioideae (Psychotrieae: 
Chefhaelis) e Cinchonoideae, elaboram alca-
loides a partir de uma unidade monoterpênica.

Figura 1 – Viabilidade celular de EBEfPp (mg.mL-1) sobre a linhagem tumoral K-562; controle negativo – meio de cul-
tura celular RPMI-1640 completo; controle positivo – ciclofosfamida (5 mg.mL-1). Resultados obtidos a partir de três 
experimentos realizados em triplicata; ** diferença estatística no nível de p < 0,001 (ANOVA seguido dos testes de 
Tukey e Dunnet).

Figura 2  – Viabilidade celular de EBEcPp (mg.mL-1) sobre a linhagem tumoral K-562; controle negativo – meio de 
cultura celular RPMI-1640 completo; controle positivo – ciclofosfamida (5 mg.mL-1). Resultados obtidos a partir de três 
experimentos realizados em triplicata; ** diferença estatística no nível de p < 0,001 (ANOVA seguido dos testes de 
Tukey e Dunnet).
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Na literatura, são descritas várias ativi-
dades para extratos e alcaloides isolados de 
espécies de Psychotria, entre as quais estão as 
atividades antimicrobiana e analgésica. Em 
estudo realizado por Farias (2008), o extra-
to N-butanólico de alcaloides de Psychotria 
myriantha, além de seus alcaloides isolados, 
apresentou atividade inibidora da migração 
de leucócitos, sugerindo efeito anti-inflama-
tório e capacidade de inibir a ação da enzima 
acetilcolinesterase. 

Extratos etanólicos de Psychotria brachy-
ceras, Psychotria lelocarpa, Psychotria myriantha 
e Psychotria suterelia, nas doses de 100 mg.kg-1, 
350 mg.kg-1 e 500 mg.kg-1, apresentaram ati-
vidade analgésica não dose-dependente e 
não reversível por naloxona, sugerindo ação 
inespecífica. Todos os extratos testados apre-
sentaram efeito hipotérmico (Elizabethsky et 
al., 1995). Em estudo posterior, com extrato de 
alcaloides totais de P. suterelia e seu alcaloide 
isolado ilalosídeo, Santos (1999) verificou que 
a espécie não apresentou efeito analgésico. 
Porém, tanto o extrato (100 mg.kg-1) como o 
alcaloide (30 mg.kg-1) apresentaram dimi-
nuição da atividade locomotora. Na dose de 
300 mg.kg-1, houve morte precedida por con-
vulsões em 66% dos animais testados. 

Os resultados preliminares obtidos no 
presente trabalho não descartam em definiti-
vo a utilização de P. prunifolia. Contudo, são 

necessários novos ensaios para detectar a pos-
sível ação antitumoral ou citotóxica de seus 
constituintes químicos em outras linhagens 
de células tumorais, pois estudos conclusivos 
relacionados à investigação da composição fi-
toquímica desta espécie ainda não foram reali-
zados. Sabe-se que a presença, a concentração 
e o tipo de compostos químicos presentes em 
uma planta podem sofrer influência de diver-
sos fatores ambientais. Na literatura, há rela-
tos da ação do extrato de outras espécies de 
Psychotria sobre células tumorais em concen-
trações maiores. No presente estudo, a maior 
concentração (1 mg.mL-1) causou citotoxici-
dade baixa, mas relevante, equivalente a 27% 
para EBEcPp e 22% para EBEfPp.

avaliação da viabilidade celular do  
ebecPP sobre a linhaGem hff-1

Os testes citotóxicos e de viabilidade 
celular, realizados com o EBEcPp sobre a li-
nhagem HFF-1 promoveram a redução da 
viabilidade celular (Figura 3), resultando em 
citotoxicidade relevante, de 59%, 28%, 18% 
e 7% para as concentrações de 1 mg.mL1, 
0,1 mg.mL-1, 0,01 mg.mL-1 e 0,001 mg.mL-1, 
respectivamente. A ação do EBEcPp foi dose-
dependente para o teste de MTT e as concen-
trações não apresentaram diferença signifi-
cativa entre si e nem em relação ao controle 

Figura 3 – Viabilidade celular de EBEcPp (mg.mL-1) sobre a linhagem tumoral HFF-1; controle negativo – meio de cul-
tura celular RPMI-1640 completo; controle positivo – ciclofosfamida (5 mg.mL-1). Resultados obtidos a partir de dois 
experimentos realizados em triplicata. 
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negativo. Quanto ao ensaio com azul de tri-
pano, a viabilidade celular foi maior, sendo 
de 74%, 80%, 92% e 94% nas concentrações 
de 0,001 mg.mL1, 0,01 mg.mL-1, 0,1 mg.mL-1 e 
1 mg.mL-1, respectivamente. 

Não foram encontrados relatos na lite-
ratura sobre a atividade citotóxica de extrato 
etanólico de caule para nenhum gênero de 
Psychotria em relação à linhagem de células 
normais. Entretanto, há indícios de que plan-
tas de outros gêneros apresentam atividade ci-
totóxica tanto em células normais quanto em 
células tumorais.

De acordo com Pessoa et al. (1999), além 
da jatrofona ter apresentado efeito citotóxi-
co sobre as linhagens de leucemia humana 
(CCRF-CEM e HL-60), também promoveu 
elevada citotoxicidade sobre a linhagem de fi-
broblasto humano (CCD-922), tendo sido 50% 
da ação observada para as concentrações de 
0,1 μg.mL-1 e 0,2 μg.mL-1.

avaliação da atividade do ebecPP e 
ebefPP sobre a linhaGem s-180

Na avaliação do EBEcPp em células 
tumorais S-180 (Figura 4), houve inibição  
do crescimento das células na concentração 
de 1 mg.mL-1 e a viabilidade celular foi de 
95%, 91%, 97% e 64% nas concentrações de 
0,001 mg.mL1, 0,01 mg.mL-1, 0,1 mg.mL-1 e 
1 mg.mL-1, respectivamente.

Na Figura 5, observa-se que, em decor-
rência da ação do EBEfPp sobre a linhagem 
S-180, a viabilidade celular foi de 86%, 92%, 
93% e 92% nas concentrações de 1 mg.mL1, 
0,1 mg.mL-1, 0,01 mg.mL-1 e 0,001 mg.mL-1, 

respectivamente. As concentrações não apre-
sentaram diferença significativa entre si e nem 
em relação ao controle negativo. 

Há vários trabalhos mostrando que ex-
tratos de plantas apresentam efeito inibitó-
rio no crescimento tumoral de células S-180. 
Como exemplo, pode-se mencionar Kalanchoe 
brasiliensis, espécie testada por Machado e 
Melo-Junior (2009), que reduziu a massa tu-
moral em 52% em camundongos.

Inúmeros são os registros de estudos 
realizados in vitro e in vivo utilizando célu-
las S-180. Em vários deles, a concentração em 
que há uma resposta antitumoral positiva é de  
50 mg.kg-1 ou acima desta (Aguiar, 2006). Assim, 
faz-se necessário elaborar novos estudos com 
aumento do tempo de exposição ao extrato para 
a obtenção de resultados minuciosos e satisfató-
rios tanto para células tumorais como normais.

conclusão

 A partir dos resultados obtidos neste 
estudo, pode-se concluir que os extratos bru-
tos etanólicos de folha e caule de P. prunifolia 
não apresentaram atividade citotóxica sig-
nificativa no teste de MTT para as linhagens 

Figura 4 – Viabilidade celular de EBEcPp (mg.mL-1) sobre a linhagem tumoral S-180; controle negativo – meio de cul-
tura celular RPMI-1640 completo; controle positivo – ciclofosfamida (5 mg.mL-1). Resultados obtidos a partir de dois 
experimentos realizados em triplicata.
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K-562 e S-180. Observou-se que para a linha-
gem K-562 obteve-se diferença significativa na 
concentração de 1 mg.mL-1. Porém, o índice de 
citotoxicidade detectado foi baixo e a concen-
tração do extrato em que ele ocorreu foi muito 
alta para ser utilizada como possível fármaco 
em linhagens celulares.

Na linhagem de células normais HFF-1, 
houve citotoxicidade em todas as concentra-
ções no teste MTT, diferindo do teste com azul 
de tripano, que apresentou maior percentual 
de células viáveis. 

Outros estudos comprobatórios são ne-
cessários a fim de certificar a atividade citotó-
xica dos extratos brutos etanólicos de folha e 
caule de P. prunifolia sobre linhagem de células 
normais. Também devem ser testados os alca-
loides isolados dessa planta para estudar sua 
ação citotóxica em células tumorais e normais 
e seu possível uso como nova molécula com 
atividade antitumoral. 
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