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RESUMO 

 

 O câncer de pulmão é um dos tipos de câncer de maior incidência e mortalidade no 

Brasil e no Mundo, apesar da constante e ampla pesquisa por novos fármacos e tratamentos. 

Nesta perspectiva, o presente trabalho explorou o potencial antitumoral sugerido pelo uso 

popular  de Croton sp., uma espécie de Sangra D’água nativa do Brasil. Através de 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência, foi realizada a identificação e doseamento da 

Taspina, um alcalóide previamente estudado quanto ao seu potencial antitumoral, presente em 

outras espécies de Sangra D’água, como a Croton lechleri. Além disso, foi feito o teste de 

citotoxicidade de Croton sp. e do padrão autêntico de Taspina frente a linhagem humana de 

câncer de pulmão de células não pequenas A549 (adenocarcinoma), através do plaqueamento 

das células em placas de 96 poços e exposição direta a diferentes concentrações do extrato e 

da Taspina por 72 horas. A citotoxicidade foi analisada pelo método da Sulforrodamina B e o 

valor CI50 do extrato da planta foi determinado. Os resultados de doseamento indicaram a 

presença de Taspina no extrato na concentração de 1,46%. Os testes de citotoxicidade 

demonstraram que o extrato apresenta alto potencial citotóxico na linhagem celular testada, 

sendo ainda mais eficaz do que a Taspina pura e também  do que o medicamento padrão para 

o tratamento de câncer de pulmão, a Cisplatina. Esta constatação levou a elaboração de dois 

possíveis cenários explicando o mecanismo citotóxico do extrato. No primeiro, a Taspina é 

colocada como a principal responsável pela citotoxicidade, embora no extrato, seu potencial 

esteja aumentado devido a presença de outras moléculas não identificas no trabalho. No 

segundo cenário, sugere-se a presença de outros compostos desconhecidos com atividade 

citotóxica majoritária no extrato. Conclui-se que estudos complementares são necessários para 

se comprovar a eficácia do extrato de Croton sp. no tratamento de câncer, como sugerido pelo 

seu uso popular. Entretanto fica clara a exploração do potencial citotóxico do extrato no 

tratamento de células neoplásicas, em estudos próximos.  

 

 

Palavras-chave: Sangra D’Água; Taspina; Câncer de pulmão 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 

Mundialmente, o câncer está entre as patologias de maior gravidade. Estimativas da 

agência Internacional para Pesquisa em Câncer (IARC)/OMS apontaram que em 2008 ocorreu 

a incidência de 12,4 milhões de novos casos e 7,6 milhões de óbitos no mundo todo. Ainda, 

segundo a mesma estimativa, as maiores incidências estão associadas ao câncer de pulmão 

(1,52 milhões de casos novos), de mama (1,29 milhões) e de cólon e reto (1,15 milhões), 

sendo que os de maior mortalidade são os de pulmão, estômago e fígado com 1,31 milhões, 

780 mil e 699 mil óbitos, respectivamente1. No Brasil, o Instituto Nacional do Câncer (INCA) 

estimou a ocorrência de 489.270 casos novos de câncer para 2010, com prevalência do câncer 

de pele tipo não melanoma (114 mil casos), próstata (52 mil), mama feminina (49 mil), 

pulmão (28 mil) e cólon e reto (28 mil)2. 

Nos últimos anos, o investimento na pesquisa de novos fármacos para o tratamento de 

câncer de pulmão trouxe algumas inovações como, por exemplo, os anticorpos monoclonais 

(Cetuximab®, Bevacizumab®), inibidores do receptor do fator de crescimento epidérmico 

relacionado a receptores tirosina quinase (EGF-R RTK)(Gefitinib®), inibidores mTOR 

(“mammalian target of rapamycinI”) (Rapamicina), entre outros3. Entretanto, devido à recente 

descoberta destas drogas, os estudos clínicos sobre elas ainda são poucos e não conclusivos. 

Desta forma, o tratamento de primeira linha para o câncer de pulmão ainda consiste na 

associação de alguns fármacos, como os de origem natural: etoposídeo e alcalóides da vinca 

(vimblastina, vinorelbina ou vindesina) com a cisplatina.4   
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A cisplatina, fármaco descoberto em meados do século XIX, utilizada em vários 

tratamentos quimioterápicos, inclusive como tratamento de primeira linha no câncer de 

pulmão, pode apresentar alguns efeitos adversos graves como ototoxicidade5 e 

nefrotoxicidade6. Além disso, estudos recentes demonstraram que o uso da mesma, mesmo 

em associação com outras drogas, apresenta efetividade moderada do tratamento 

quimioterápico do câncer.   

O estudo IALT (Internacional Adjuvant Lung Cancer Trial) incluiu 1867 pacientes 

com NSCLC (Non-small cell lung carcinoma) em vários estágios da doença (I a IIIA) sendo 

tratados com cisplatina e etoposídeo ou cisplatina e vinorelbina. Com o tratamento 

quimioterápico, o intervalo livre da doença foi 17% maior e a redução do risco de morte foi 

de 14% em relação às pessoas que não passaram pelo procedimento7. Ainda, os resultados a 

longo prazo (7,5 anos) deste estudo, demonstraram que houve a piora no índice de redução do 

risco relativo de morte para apenas 9%, ocorrendo perda do benefício de sobrevida após 5 

anos. Além disso, o trabalho apontou um aumento no número de mortes não relacionadas ao 

câncer no grupo que recebeu quimioterapia, especialmente após 5 anos do início do 

tratamento. Os resultados sugerem que efeitos secundários ao tratamento farmacológico 

podem levar a um aumento do risco de morte de pacientes tratados8. 

Neste contexto é notória a necessidade da descoberta de protótipos e/ou novos 

fármacos alternativos mais eficazes e com menos efeitos adversos para o tratamento do 

câncer. Dentre as alternativas para a prospecção de novas moléculas bioativas, podemos 

destacar a importância das fontes naturais.  Muitos dos fármacos atualmente empregados na 

quimioterapia foram obtidos dessa forma, a exemplificar: podofilotoxina9, paclitaxel10, 

camptotecina11 e a própria vincristina12, utilizada no tratamento de câncer de pulmão.  

Uma análise recente do mercado de medicamentos anticâncer da América do Norte, 

Japão e Europa, entre 1981 e 2006, revelou que dos 155 medicamentos clinicamente 

aprovados no combate ao câncer, 47,1% são produtos de origem natural sem modificações ou 

derivados semi-sintéticos ou moléculas sintetizadas a partir de protótipos de origem natural13. 

Os metabólitos secundários de plantas, normalmente têm como característica, a presença de 

estruturas mais próximas do sistema biológico de outros seres vivos, do que produtos 

sintéticos produzidos aleatoriamente, consistindo desta forma, de importantes fontes de novas 

estruturas para a síntese de novas moléculas na pesquisa de fármacos ou modelos de fármacos 

que possam vir a ser utilizados na quimioterapia14.  

Sangra d’água, é o nome popular usado para se referir a algumas espécies do gênero 

Croton (Tabela 1), caracterizadas pela produção de extrato avermelhado (conhecido como 
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‘sangue de dragão’) que escorre do tronco quando este sofre incisões superficiais.  O gênero 

Croton é o segundo mais numeroso da família Euphorbiaceae15, englobando um total de 700 a 

800 espécies de distribuição neotropical e algumas paleotropicais16, com cerca de 300 

representantes catalogados no Brasil17. 

 

 

Tabela 1 – Principais espécies pertencentes ao gênero Croton denominadas como 

Sangra d’água18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                   

 

 

Espécies do gênero Croton apresentam grande potencial para o estudo na área 

medicinal. Uma busca rápida na base de dados Scopus, usando como palavra-chave “Croton”, 

no dia 7 de março de 2010, encontrou 2802 resultados. Sendo que destes, 995 resultados se 

enquadram no subtema “Medicine” e 972 em “Pharmacology, Toxicology and 

Pharmaceutics”. Essa grande quantidade de pesquisas, quando restritas apenas às 16 espécies 

de Sangra D’água, se traduz em estudos especialmente relacionados às atividades 

antiinflamatória19, antiviral20, antioxidante21, 23 e cicatrizante22 e em poucos estudos 

Croton draco 

Croton draconoides 

Croton equinocarpus 

Croton erythrochilus 

Croton ferrugineus 

Croton gossypifolius var. hibiscifolius 

Croton lechleri 

Croton magdalenensis 

Croton methodorus 

Croton palanostigma 

Croton panamensis 

Croton riviniaefolius 

Croton salutaris 

Croton sordidus 

Croton urucurana 

Croton xalapensis 
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exploratórios de atividade antitumoral. Dos estudos existentes, vale ressaltar os relacionados à 

Croton lechleri (presente em países como Peru, Equador, Colômbia e Bolívia)23, por ser a 

espécie mais amplamente estudada quanto à atividade antineoplásica.  

Do extrato da Croton lechleri foi identificado o alcalóide Taspina24, 25 (Figura 1), que 

segundo alguns trabalhos22, 26, 27, 28, 36, 39, demonstra atividade antitumoral promissora. Itokawa 

et al. determinou que o CI50 (concentração para inibir 50% do crescimento celular) da Taspina 

em células KB (carcinoma de epiderme oral humana) foi de 0,39mg/mL26. Rossi et al. 

precisou uma CI50 de 2,5 µg/mL do extrato de Croton lechleri para inibir a proliferação de 

células K562 humanas (eritroleucemia)27. Em outro trabalho, Walid Fayad et al, avaliou este 

alcalóide na mesma escala de efetividade da cisplatina no tratamento de células HCT116 de 

carcinoma de cólon. Além disso, estimou que sua atividade antitumoral baseia-se na indução 

da apoptose celular através da abertura de poros de transição de permeabilidade da 

mitocôndria, causando a diminuição do potencial de membrana da mesma, levando a saída de 

parte do Citocromo c mitocondrial para o citosol da célula (via mitocondrial) e através da 

inibição da Topoisomerase I e II. Ainda, por ser pouco afetada por proteínas transportadoras 

de efluxo celular (PGP e MRP), responsáveis pela resistência de células neoplásicas a 

algumas drogas, a Taspina mantêm atividade em células que expressam ambos os tipos de 

proteínas28 

 

 

 

Figura 1: Taspina29 

 

 

Além do efeito citotóxico da Taspina presente no extrato da Croton lechleri, estudos in 

vitro e in vivo desta espécie demonstraram várias atividades de outros compostos presentes no 

extrato. (Tabela 2). Alguns destes compostos e extratos merecem destaque: a molécula 3′,4-O-

dimetilcedrusina (Figura 2), também encontrado em Croton draconoides e Croton 
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erythrochilus, relacionada com a capacidade de inibir a incorporação de timidina em células 

endoteliais, inibindo a proliferação celular30 e o extrato SP-303, relacionado com a atividade 

antiviral (normalmente relacionada a mecanismos sobre o DNA/RNA)20. Além desses 

compostos, também podemos destacar as protoantocianidinas oligoméricas 

(epigalocatequinas, catequinas, epicatequinas, galocatequinas), devido a sua atividade 

antioxidante, útil no combate aos radicais livres e assim ao estresse oxidativo, relacionado a 

mecanismos carcinogênicos31. 

 

 

 

Figura 2 - 3′,4-O-dimetilcedrusina29 

 

  

Em outra perspectiva se apresenta a Croton urucurana., uma espécie de Sangra 

D’água presente na flora Brasileira, com poucos estudos exploratórios acerca de seu potencial 

medicinal (tabela 2). Uma pesquisa na base de dados Scopus realizada em 30 de maio de 

2010, com a palavra “Croton urucurana” retornou 26 resultados, e quando relacionadas as 

palavras “Croton urucurana” e “câncer”, a pesquisa não encontrou nenhum resultado. Apesar 

disso, como o uso popular da Sangra D’água no tratamento de câncer não diferencia as 

espécies, a investigação de tal atividade em espécies brasileiras é relevante.   
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Tabela 2 – Principais moléculas e extratos provenientes das espécies Croton urucurana., C. 

lechleri e C. draco., e suas respectivas atividades biológicas 

Espécie Composto  Atividade 
Croton urucurana.   

Sonderianina32, 33, 34 Antibacteriana 
Ácido Acetil Aleuritólico32,33 Antibacteriana 

Analgésica 
β-Sitosterol;  
β-Sitosterol-O- glucoside 
Campesterol 
Catequina 
Stigmasterol 
Gallocatequina 33 
12-Epi-metill-barabascoato 
15,16-epoxi-3,13-clerodatrieno-2-
ona35   

 

Fucoarabinogalactano (CU-1)36 

Analgésica 

Croton lechleri   
Taspina22, 24, 25, 26, 27, 28, 37, 38, 39, 40, 

41 
Antiinflamatória  
Cicatrizante 
Citotóxica 

3,4-O-Dimetilcedrusina30, 38, 42 

Procianidina B-1 e B-4 43 
 
Catequina; 
Epigalocatequina 
Epicatequina 
Galocatequina22,43 

 

Catequina (4-α-8)-galocatequina 
(4-α-6) gallocatechin; 
catequina (4-α-8)-galocatequina 
(4-α-8)-galocatequina; 
galocatequina (4-α-6)-
epigalocatequina; galocatequina 
(4-α-8)-epi-catequina; 
galocatequina 
(4-α-8)-galocatequina (4-α-8)-
epi-galocatequina43 

Cicatrização 
Inibição da 
proliferação celular 
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Ácido Benzofurano-5-il,2-3-
dihidro:2-(4-hidroxi-3-metoxi-
fenil) 
7-metoxi-3-metoxi-carbonil-
propeno-1-oico metil éster;  
Ácido  benzofurano-5-il,2-3-
dihidro:2-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-7-metoxi-3-
metoxicarbonil-propen-1-oico 
methil ester42 

β-Sitosterol; 
Bincatriol;  
Crolechinol (10);  
Ácido Crolechinico (11); 
Daucosterol;  
Ácido Hardwickiic22, 44 
 

Citotóxico  1,3,5-Trimetoxibenzeno 
2,4,6-Trimetoxifenol  
3,4-Dimetoxibenzil alcool; 
3,4-dimetoxi fenol; 
4-hidroxifenetil alcool; 
4-hidroxifenetil acetato; 
Sitostenona;  
Sitosterol-β-d-glucopiranosideo44 
Korberina A (5) 
Korberina B (6)22, 44 
4-O-Methicedrusina30 

Antibacteriana 

SP-303 (PM= 2200 Da)20, 45 
Etil acetato;  
Etil propionato; 
2-metil butanol; 
2-metilbutil acetato;  
Propil acetato;  
3-metilbutill acetato;  
Eucaliptol;  
1-butil acetato; 
3-metil-2-pentanol46 
Isoboldina 
Norisoboldina ;  
Magnoflorina47 

Antiviral 
 

SB-300 (PM= 3000 Da) 48 Antidiarreica 
Croton draco   
 1-Hidroxijunenol 

2,3-dihidroxidrovomifoliol 
3,4,5-trimetoxicinamil álcool 
Ácido 9-dehidrokaurenico 
9-dehidrovomifoliol 
ÁcidoHardwikiic 

--- 
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p-hidroxibenzaldeído 
Ácido p-metoxibenzoico 
Escopoleina 
Taspina49 

 

 

Neste contexto, o presente trabalho avaliou a atividade antitumoral de Croton sp. na inibição 

da proliferação celular de linhagem humana de câncer de pulmão de células não-pequenas 

A549 (adenocarcinoma), tendo como perspectivas de resultados positivos a continuidade 

através do fracionamento e identificação da (s) molécula (s) bioativas. Além disto, dentre os 

objetivos encontra-se a investigação da presença de Taspina e a análise de sua capacidade na 

inibição da proliferação celular da linhagem celular supracitada. Para uma melhor avaliação, 

os resultados foram comparados com os valores de citotoxicidade da cisplatina, o fármaco de 

referência para o tratamento de câncer.  

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

2.1. Material de análise 

 

 

 O extrato da Croton sp. foi coletado em Fevereiro de 2010, no município de Jales – 

SP, Brasil ( elevação 20°16'5.59"S e  50°32'55.87"O), na região de São José do Rio Preto. A 

identificação botânica da planta foi feita pela Dra. Inês Cordeiro, pesquisadora na Seção de 

Curadoria do Herbário do Instituto de Botânica do Estado de São Paulo. 

O material foi coletado seguindo a orientação da população local, às 07 horas, com 

cortes superficiais no caule em diagonal, de cima para baixo, posicionando um pequeno 

coletor côncavo de alumínio, imediatamente em baixo do final do corte. Após alguns minutos 

de coleta, o extrato foi transferido para frasco de vidro âmbar e mantido sob refrigeração em 

geladeira (-4ºC) até Março, quando foi submetido a centrifugação. O processo sedimentou 

impurezas sólidas como restos da casca, pó e terra no fundo dos tubos de centrifuga. Após o 

sobrenadante foi coletado e liofilizado, sendo armazenado em freezer (-20ºC). 
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2.2. Preparo das amostras para análise por CLAE 

 

 

Para o preparo das amostras de extrato para análise por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE), foram pesados 184,5 mg da amostra liofilizada em balança analítica, e 

depois feita a diluição em Acetonitrila (grau CLAE, Merck, Darmstadt, Germany), Água ultra 

pura (MiliQ) e Ácido Trifluoracético (Nuclear, Diadema,São Paulo), em um balão 

volumétrico de 10 mL (Concentração: 18,45mg/mL). Em seguida foram transferidos 100 µL 

desta amostra para outro balão volumétrico de 10 mL, e o volume completado com 

Acetonitrila, Água, Ácido Trifluoracético, obtendo-se, desta forma, a concentração final de 

0,1845mg/mL. A amostra foi, então, levada para banho de ultra-som, por 15 minutos. 

Posteriormente foi filtrada através de uma membrana 0,45µm de tamanho de poro e analisada 

por CLAE. 

 

 

2.3. Parâmetros cromatográficos 

 

 

A análise cromatográfica foi realizada em cromatógrafo Waters Alliance modelo 2695, 

equipado com injetor automático, detector espectrofotométrico de conjuntos de fotodiodos 

Waters modelo 996 e programa de gerenciamento e avaliação de dados Empower Software. A 

análise foi realizada em sistema isocrático, utilizando uma coluna de aço inoxidável Nova-

Pakrecheada com sílica C18 (150 x 3,9 mm, DI) com 4,5 µm de tamanho de partícula 

acoplada a uma pré-coluna Lichrosorb (10 x 4 mm, DI), empacotada com Bondapack C18, 

com partículas de 10 µm (Merck). Foi realizada varredura de absorção com intervalos de 1s, 

na faixa de 200 a 400 nm, com resolução de 4.8 nm. 

 

 

2.4. Preparo da curva padrão 

 

 

A curva padrão foi preparada em triplicata utilizando o padrão de Taspina nas 

concentrações: 1, 2, 4, 8, 16 e 32 µM. Foi calculada a média das áreas integradas que foram 
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plotadas em gráfico Concentração versus Área Integrada. A linearidade e a equação da reta 

foram calculadas através do software Microsoft Excel 2003. 

 

 

2.5. Cultura de células 

 

 

 Para o ensaio de citotoxicidade in vitro do extrato de Croton sp., utilizou-se a 

linhagem humana de câncer de pulmão de células não pequenas A549 (adenocarcinoma) 

obtida do NCI-Frederick Cancer DCTD tumor. As células foram cultivadas em meio RPMI-

1640 com 2 mM L-glutamina suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Cripion), 

antibiótico Gentamicina®(Schering-Plough) e antifúngico Anfotericina B® (SIGMA); e 

incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 à 37°C. Foram utilizadas neste estudo 

apenas células na fase exponencial de crescimento.  

 

 

2.6. Citotoxicidade do extrato de Croton sp. 

 

 

A citotoxicidade do extrato de Croton sp. foi mensurada pelo método da sulforrodamina 

B (SRB). Para isto, 5x103 células/poço foram plaqueadas em placas de cultura de 96 poços 

durante 24h para permitir aderência. Após, as células foram tratadas com diferentes 

concentrações de extrato de Croton sp. por 72 horas. O meio contendo o extrato foi então 

removido e as células fixadas com solução de Ácido Tricoloroacético 10% (4°C) por 1h a 

4°C. Posteriormente, as placas foram lavadas com água destilada por 5 vezes, e secadas à 

temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionada a sulforodamina B 0.4% (Sigma) (p/v) em 

ácido acético 1% (v/v) a temperatura ambiente por 20 min. A SRB foi então removida e a 

placa lavada com ácido acético 1% para remoção de corante excedente. As células coradas 

foram então solubilizadas com Tris-base 10mM (pH=10.5) e a solução homogeneizada por 10 

minutos em agitador. Posteriormente, através de análise colorimétrica, foi lida a absorbância 

do solubilizado em espectrofotômetro a 515 nm.  

A concentração de extrato Croton sp. que inibe a metade do crescimento celular (CI50) 

foi determinada de acordo com a curva de dose-resposta do extrato, através do software 

GraphPad Prism.  
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2.7. Preparo das concentrações de extrato para teste in vitro  

 

 

Na determinação da citotoxicidade do extrato de Croton sp., foi feita uma curva de 

concentração do extrato versus resposta celular. Para isso, foi pesada 184,5 mg de extrato e 

este transferido para balão volumétrico de 10 mL e o volume ajustado com água (MiliQ). Em 

seguida, a solução foi levada para banho de ultra-som por 15 minutos. Após, foi retirado o 

sobrenadante e feita sua filtragem através de uma membrana esterilizante (0,45µm).  

Em uma primeira fase do projeto foram testadas várias concentrações, com ampla 

faixa de valores, em placa de 96 poços (Tabela 3) a fim de verificar a presença de atividade. 

Posteriormente, com base nos valores obtidos, foi elabora a segunda etapa do projeto, onde 

foram preparadas mais duas curvas, em quadriplucata cada, de concentração do extrato versus 

resposta celular, com faixa mais estreita de valores de concentração (Tabela 4), para obter-se 

o valor mais preciso do CI50.    

 

 

Tabela 3 – Concentrações de extrato 

testadas (1ª Etapa) 

Concentração (mg de Extrato/mL) 

0,01845 
0,05535 
0,1107 
0,2214 

0,46125 
0,9225 
1,845 

 

 

 

Tabela 4 – Concentrações de extrato 

testadas (2ª Etapa) 

Concentração (mg de Extrato/mL) 

0,01845 
0,0369 
0,0738 

0,09225 
0,1476 
0,1845 
0,369 

 

2.8. Preparo das concentrações do padrão de Taspina para teste in vitro 

 

 

 Para comparação com os resultados da citotoxicidade encontrados no extrato de 

Croton sp. com o alcalóide Taspina, presente na espécie, foi feito em triplicata o mesmo teste 

(sulforrodamina B) com a substância isolada. Para isto, foi preparada uma solução-mãe na 
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concentração de 500µM de Taspina. Posteriormente a solução mãe foi diluída, em triplicata, 

diretamente na placa de 96 poços, nas concentrações de 1, 2 ,4 ,8 e 16uM.  

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.1. Análise Cromatográfica 

 

 

Trabalhos anteriores realizados no laboratório de Farmacognosia da Faculdade de 

Farmácia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul determinaram e validaram o método 

analítico de doseamento da Taspina no extrato de Croton lechleri. Na análise do extrato de 

Croton Sp. as condições cromatográficas foram mantidas, havendo apenas alteração do fluxo 

de 0,8 para 0,6 mL/min.  

Num primeiro momento, buscou-se na análise por CLAE a presença de Taspina no 

extrato de Croton sp.. Foi identificada a presença deste composto pelo tempo de retenção de 

6,6 minutos e perfil espectrofotométrico (Figura 3), idênticos aos do Padrão de Taspina.  

 Posteriormente, o doseamento de Taspina no extrato foi realizado através de curva 

padrão do padrão autêntico preparada em triplicata nas concentrações de 1, 2, 4, 8,16 e 

32µg/mL. A integração automática das áreas (tabela 5) foi realizada utilizando o sistema de 

integração automático do software de análise de dados “Empower Software”, com 

comprimento de onda igual a 246nm. O tempo de retenção da Taspina na coluna foi de 6,6 

minutos e o perfil espectrofotométrico (Figura 3) apresentou comprimento de ondas máximo 

de absorção, em 247,1nm.  
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Tabela 5 – Áreas integradas de cada N amostral e suas respectivas concentrações, média entre 

áreas, desvio padrão relativo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A curva padrão obtida está representada no gráfico 1. A equação da reta resultante foi 

y = 90636x + 2902,3 e a linearidade (R2) = 0,9997. 
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Gráfico 1 - Curva Padrão de Taspina 

 

 

 N = 1 N =2 N = 3   
Conc. 

Taspina 
(µg/mL) 

 
Integração 

da Área 

 
Integração 

da Área 

 
Integração 

da Área 

 
Média 

Desvio 
Padrão 

Relativo 
1 88472,66667 92117,165 89495,33333 90028,38833 2,07 
2 187733,3333 183069,165 187721,3333 186174,6106 1.45 
4 364710,6667 384762,5 365669,6667 371714,2778 3.04 
8 716691 704804,33 689300,6667 703598,6656 1.95 

16 1407212 1504793 1533238,5 1481747,833 4.46 
32 ------ 2946409,667 2842030,334 2894220 2.55 
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Figura 3 – Perfil espectrofotométrico do Padrão de Taspina. 

 

 

 A concentração de Taspina no extrato da amostra, foi determinada em triplicata 

através da preparação de uma solução com concentração de 0,1845mg/mL de extrato e analise 

por CLAE, nas mesmas condições cromatográficas da curva padrão.  

Para o doseamento, foram analisadas por CLAE três amostras do extrato na 

concentração de 0,1845mg/mL (triplicata). Foi então calculada a média entre as áreas 

integradas, o desvio padrão e o desvio padrão relativo. (tabela 6). A média foi usada na 

equação da curva padrão para o cálculo da concentração de Taspina no extrato. O resultado 

indicou que a Taspina se apresenta na proporção de 1,46% (p/p) no extrato de Croton sp. 

analisado. 

 

 

Tabela 6 – Áreas integradas de cada N amostral, média entre áreas, desvio padrão relativo e 

concentração e proporção de Taspina no extrato de Croton sp. 

Conc.  
Extrato 

(mg/mL) 

Área 
N=1 

Área 
N=2 

Área 
N=3 

 
Media 

 
DPR 

Conc. 
Taspina 

(µg 
/mL) 

Proporção 
(%) 

0,1845 260127,7 244220,3 237139,7 247162,6 
 

4,763279 
 

2,695 
 

1,46% 

 

  

3.2. Análise da atividade citotóxica in vitro do extrato de Croton sp. 

 

 

Para o estudo in vitro da atividade citotóxica do extrato de Croton sp. foi utilizada 

linhagem de câncer de pulmão de células não pequenas A549 (adenocarcinoma) em 
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condições ideais de crescimento e proliferação celular. As células foram plaqueadas em placa 

de 96 poços e expostas a diferentes concentrações de extrato por 72 horas. Posteriormente o 

crescimento celular foi interrompido e a proliferação celular foi avaliada segundo o protocolo 

do NCI (National Cancer Institutes) pelo método da CI50 Sulforrodamina B. 

O estudo foi dividido em 2 etapas. Na primeira, utilizou-se concentrações de extrato 

entre 0,01845 e 1,845mg/mL (Tabela 3 – Materiais e métodos), com o objetivo de verificar se 

o extrato era realmente capaz de inibir a proliferação de células neoplásicas, como o proposto 

pelo seu uso popular. Os resultados indicaram que o extrato foi capaz de inibir 50% do 

crescimento celular (CI50) numa faixa de concentração entre 0,05535mg/mL e 0,1107mg/mL . 

Este resultado levou à segunda etapa do trabalho que consistiu em fazer a determinação mais 

próxima do CI50 do extrato, já que os resultados preliminares determinaram uma faixa muito 

ampla de concentrações. Para isto, o teste foi repetido com um n=2, restringindo a faixa de 

concentrações de extrato em pontos entre 0,01845mg/mL e 0,368mg/mL (tabela 4 – Materiais 

e métodos), ou considerando a concentração de 1,46% de Taspina no extrato, uma faixa de 

0,74 a 14,79µM de Taspina (gráficos 3 e 4). 

 Com base na concentração média inibitória (CI50) de Taspina presente no extrato 

(CI50= 2,905µM de Taspina em 72,4µg/mL de extrato), preparou-se um segundo teste de 

citotoxicidade em relação ao padrão de Taspina. Para isto utilizou-se concentrações de 1, 2, 4, 

8 e 16µM de Taspina.  

 Os resultados (Gráfico 5) indicaram que a taspina isolada apresenta menor potencial 

citotóxico quando comparada com a mesma concentração de taspina determinada para o 

extrato de Croton sp.. A diferença foi tão significativa que não foi possível precisar o CI50 nas 

concentrações utilizadas no teste do padrão de Taspina isolada. Entretanto, é possível inferir, 

através dos resultados, que esse valor se encontra acima de 16µM, estando bem acima dos 

2,905µM de Taspina presentes na concentração de extrato, quando este foi capaz de inibir 

50% da proliferação celular.  
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Além disso, vale salientar que a concentração de Taspina no extrato de Croton sp., 

capaz de inibir 50% do crescimento celular em câncer de pulmão de células não pequenas 

A549 (CI50 = 2,905µM), chega a ser menor que o valor estipulado pelo NCI (National Cancer 

Institutes) para a  Cisplatina (CI50 = 3,92µM) (Gráfico 6). 
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Gráfico 6. CI50 do padrão de Cisplatina em câncer de pulmão de células não pequenas
 A549 (adenocarcinoma)
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Desta forma, pode-se levantar a possibilidade de que no extrato o efeito da Taspina 

estaria potencializado de alguma forma. Algumas sugestões sobre como isto seria possível 

são: 

A. Caso ocorresse a existência de 1 ou mais compostos no extrato com a capacidade 

de potencializar atividade citotóxica da Taspina. Por exemplo, aumentando a 

quantidade de Taspina que consegue entrar na célula, sensibilizando receptores nos 

quais a mesma teria ação ou ainda inibindo mecanismos de efluxo celular ou 

degradação da taspina. 

B. Caso ocorresse a existência de 1 ou mais compostos no extrato que apresentam 

atividade citotóxica sinérgica ao mecanismo da Taspina. Desta forma, o somatório 

dos efeitos entre os compostos levaria a uma diminuição da concentração 

necessária para a Taspina atuar. 

C. Caso ocorresse a existência de 1 ou mais compostos no extrato capazes de 

sensibilizar a célula à Taspina e, ainda, apresentar atividade citotóxica sinérgica. 

Outra possibilidade é de que a Taspina interfira pouco na citotoxicidade final do 

extrato na concentração inibitória observada. Isto poderia ocorrer caso exista no extrato outro 

composto com atividade citotóxica suficiente para exercer o seu efeito sem interferência 

relevante da Taspina.   

Em relação ao CI50 do padrão de Taspina, não foi possível precisar o valor até a data 

de finalização do projeto. Mas isto não afetou criticamente o trabalho, pois os resultados 

obtidos permitiram a comparação entre a amostra de extrato e a Taspina pura. De qualquer 

forma, a determinação deste valor, e a elucidação dos mecanismos pelos quais a Taspina pode 

ter seu efeito potencializado no extrato, ou ainda, a presença de compostos citotóxicos 

diferentes, ficam como perspectiva para trabalhos futuros. 

 

 

4. CONCLUSÃO  

 

 

 O extrato da espécie Croton sp. apresentou atividade citotóxica em câncer de pulmão 

de células não pequenas A549 (adenocarcinoma). Este efeito, apesar de possivelmente 

influenciado pela presença de Taspina no extrato, parece ser afetado por outros compostos 

não determinados.  
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Desta forma, pode-se concluir que o uso do extrato de Croton sp. na medicina popular 

para o tratamento de diversos tipos de cânceres não se mostra infundado. Entretanto, não se 

pode afirmar, através deste trabalho, que ele é correto já que os resultados obtidos são 

preliminares. Para tanto, são necessários novos testes que confirmem o potencial antitumoral 

do extrato in vivo e determinem seu potencial toxicológico em seres humanos. 

Ainda assim, não se pode negar o potencial de estudo do extrato de Croton sp. e seus 

compostos para o desenvolvimento de novos fitofármacos ou como base para a síntese de 

novas moléculas para o tratamento do câncer.   
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