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RESUMO 

 

Richardia brasiliensis Gomes: COMPOSIÇÃO FITOQUÍMICA, ATIVIDADE 

BIOLÓGICA E TOXICIDADE 

 

AUTORA: Rafaela Castro Dornelles 

ORIENTADORA: Liliane de Freitas Bauermann 

 

 
Plantas medicinais são utilizadas tanto na quimioprevenção quanto no tratamento de uma doença após 

esta já ter sido instalada. No geral, apesar do amplo uso, o conhecimento a respeito da composição 

fitoquímica, atividades biológicas, toxicidade e mecanismos de ação ainda são pouco exploradas. Neste 

contexto, Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae) é conhecida como “poaia-branca” e encontrada 

praticamente em todos os continentes, aparecendo no Brasil, principalmente em regiões onde há 

atividades agrícolas. É utilizada popularmente no tratamento do diabetes, hemorroidas, eczemas, 

queimaduras, dentre outros. Apesar disso, poucos dados a respeito de sua constituição fitoquímica e sua 

ação farmacológica foram encontrados. Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar compostos 

bioativos presentes nos extratos, através de diferentes métodos cromatográficos; determinar a 

capacidade antioxidante in vitro, utilizando os ensaios de DPPH, anti-hemólise e ORAC; avaliar 

parâmetros oxidativos como TBARS, EROs e ON; genotóxicos e citotóxicos como a viabilidade celular 

pelo método MTT, quantificação de dupla fita de DNA através do ensaio do PicoGreen® e de fita simples 

pelo método do DNA Cometa em leucócitos e PBMCs. Além de analisar a capacidade antiproliferativa 

em diferentes linhagens tumorais (A375, MCF-7, HeLa, HT-29 e U87) e não tumorais (3T3), e realizar 

análises de toxicidade aguda e em doses repetidas em modelo animal, seguindo protocolos da OECD. 

No screening fitoquímico foram identificados: heterosídeos antociânicos, gomas, mucilagens, taninos, 

amino-grupos, esteroides e/ou triterpenos, alcaloides, fenóis, cumarinas, ácidos orgânicos e flavonoides. 

Através dos diferentes métodos cromatográficos utilizados, foram identificados quatorze polifenois com 

destaque para a presença de rutina e ácido clorogênico. Alcaloides e terpenos também foram compostos 

do metabolismo secundário com destaque tanto em extratos das partes aéreas quanto das raízes. No 

doseamento dos metabólitos, houve diferença nas diferentes estações, sendo que as maiores 

concentrações de polifenois totais ocorreram nos extratos de primavera, flavonoides no outono, porém 

sem diferir do inverno e da primavera e taninos foram encontrados em alta concentrações no verão. 

Quando os extratos foram submetidos à avaliação da capacidade antioxidante, as respostas foram 

diferentes nos métodos utilizados, apresentando pronunciado efeito antioxidante nos ensaios da anti-

hemólise e ORAC. Em relação aos parâmetros oxidativos, genotóxicos e citotóxicos, alterações foram 

observadas principalmente nas concentrações mais elevadas. Na avaliação da capacidade 

antiproliferativa, o extrato de R. brasiliensis foi promissor, reduzindo a viabilidade celular em cerca de 

95% em células de melanoma humano (A375) e foi observado que os fitoquímicos presentes no extrato 

foram capazes de ativar mecanismos que levaram as células à apoptose. No ensaio da toxicidade oral 

aguda e em doses repetidas, não houve mortalidade e os animais não apresentaram sinais de toxicidade 

durante o período dos tratamentos. Foram observadas alterações em parâmetros hematológicos e 

bioquímicos, que estão dentro dos padrões para a espécie. Assim, os resultados obtidos apresentaram as 

principais substâncias do metabolismo secundário vegetal responsáveis pelas atividades biológicas 

atribuídas à espécie R. brasiliensis, demonstrando que os extratos são efetivos contra linhagens celulares 

tumorais, com maior efetividade contra A375. No entanto, nas condições na qual a pesquisa foi 

desenvolvida, os extratos apresentaram algumas alterações que podem estar indicando certo grau de 

toxicidade in vitro em células leucocitárias e em PBMCs. Ademais, os ensaios in vivo sugerem que a 

espécie é segura para uso pela população, porém mais estudos de toxicidade a longo prazo, são 

necessários para afirmar esses dados. 
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Medicinal plants are used both in chemoprevention and in the treatment of a disease after it has already 

been installed. In general, despite the wide use, knowledge about the phytochemical composition, 

biological activities, toxicity and mechanisms of action are still poorly explored. In this context, 

Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae), it is known as “poaia-branca”, found in practically all 

continents, appearing in Brazil mainly in regions where there are agricultural activities. It is popularly 

used in the treatment of diabetes, hemorrhoids, eczema, burns, among others. Despite this, few data 

regarding its phytochemical constitution and its pharmacological action were found. Thus, the aim of 

this study was to identify bioactive compounds present in the extracts, through different 

chromatographic methods; to determine the antioxidant capacity in vitro, using the DPPH, anti-

hemolysis and ORAC assays; to evaluate oxidative parameters such as TBARS, ROS and NO; genotoxic 

and cytotoxic such as cell viability by the MTT method, double-stranded DNA quantification by the 

PicoGreen® assay and single-stranded by the Comet DNA method in leukocyte and PBMCs. Besides to 

analyze the antiproliferative capacity in different tumoral (A375, MCF-7, HeLa, HT-29 and U87) and 

no-tumor (3T3) cell lines, and to perform acute and repeated dose toxicity analyses in an animal model, 

following OECD protocols. In the phytochemical screening, the following were identified: anthocyanin 

heterosides, gums, mucilages, tannins, amino groups, steroids and/or triterpenes, alkaloids, phenols, 

coumarins, organic acids and flavonoids. Through the different chromatographic methods used, fourteen 

polyphenols were identified, highlighting the presence of rutin and chlorogenic acid. Alkaloids and 

terpenes were also secondary metabolism compounds highlighted in both aerial and root extracts. In the 

determination of metabolites, there was a difference in the different seasons, with the highest 

concentrations of total polyphenols occurring in spring extracts, flavonoids in autumn, but without 

differing from winter and spring, and tannins were found in high concentrations in summer. When the 

extracts were submitted to the evaluation of the antioxidant capacity, the responses were different in the 

methods used, showing a pronounced antioxidant effect in the anti-hemolysis and ORAC assays. 

Regarding the oxidative, genotoxic and cytotoxic parameters, there were some changes, especially at 

higher concentrations. In the evaluation of the antiproliferative capacity, the extract of R. brasiliensis 

was promising, reducing cell viability by about 95% in human melanoma cells (A375) and it was 

observed that the phytochemicals present in the extract were able to activate mechanisms that led the 

cells to apoptosis. In the acute oral toxicity test and in repeated doses, there was no mortality and the 

animals did not show signs of toxicity during the treatment period. The changes in hematological and 

biochemical parameters found are within the standards for the species. Thus, the results obtained showed 

the main substances of secondary plant metabolism responsible for the biological activities attributed to 

the species R. brasiliensis, demonstrating that the extracts are effective against tumor cell lines, with 

greater effectiveness against A375. However, under conditions in which the research was performed, 

the extracts showed some alterations that may be indicating a certain degree of in vitro toxicity in 

leukocyte cells and in PBMCs. Moreover, in vivo tests suggest that the species is safe for use by the 

population, however, more long-term toxicity studies are needed to confirm these data. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese está estruturada em introdução, revisão bibliográfica, objetivos, materiais e 

métodos e resultados (artigo I e artigo II), discussão geral, conclusões, limitações, perspectivas 

futuras, referências e anexos. A seção introdução traz de maneira geral, a importância do estudo 

com plantas medicinais, uma breve descrição da espécie Richardia brasiliensis e a justificativa 

do porquê pesquisamos esta espécie. A seção revisão bibliográfica aborda conceitos sobre o 

metabolismo vegetal, a descrição da espécie, a família botânica e atividades biológicas 

pesquisadas ao longo deste estudo. Os materiais e métodos descrevem cada metodologia 

utilizada ao longo do estudo. Os resultados foram compilados e divididos em: artigo I, 

publicado no periódico Natural Product Research na forma de “short communication”, 

intitulado “Phytochemical characterization, antioxidant capacity, and in vitro toxicity of 

Richardia brasiliensis Gomes crude extracts” e artigo II, publicado no periódico Regulatory 

Toxicology and Pharmacology, intitulado “Richardia brasiliensis Gomes: phytochemical 

characterization, antiproliferative capacity and in vitro and in vivo toxicity”. A seção discussão 

geral, reúne os resultados descritos em ambos artigos e suas implicações. A conclusão traz os 

principias achados da pesquisa. As referências contemplam citações que foram utilizadas para 

compor todos os demais tópicos da tese. No item limitações, são apresentadas algumas das 

dificuldades encontradas ao longo da pesquisa e nas perspectivas futuras demonstramos 

algumas ideias de complementação do estudo. Na seção anexos, encontra-se o comprovante de 

cadastro de acesso ao Patrimônio Genético da espécie R. brasiliensis, a aprovação do comitê de 

ética da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) para o estudo in vivo com animais, o 

comprovante de Publicação do artigo I e artigo II.
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1 INTRODUÇÃO 

 

A utilização das plantas sempre esteve incluída na história evolutiva da humanidade. 

Junto com a carne, formavam a base alimentar do homem pré-histórico, além de serem 

utilizadas na construção de seus abrigos, obtenção de suas roupas, ferramentas de defesa, 

utensílios domésticos e, inconscientemente, usadas no tratamento de seus enfermos (NUNES 

et al., 2016; SOARES et al., 2017). 

Com o passar das eras, as informações empíricas foram sendo transmitidas oralmente 

para as gerações seguintes e com o surgimento da escrita, começaram a ser arquivados e 

documentados (KARUNAMOORTHI et al., 2013; TRESINA et al., 2021). A partir disso, o 

conhecimento tradicional foi sendo acumulado ao longo dos anos e até mesmo no século XXI 

essa prática ainda é explorada e muito utilizada. Segundo a Organização Mundial da Saúde 

(WHO, 2018), 80% da população que vive em regiões como África, Ásia e América Latina, 

fazem uso da medicina tradicional para atender suas demandas básicas de saúde. 

Atualmente, a pesquisa com plantas medicinais tem destaque no cenário mundial, pois 

parte da população continua a fazer uso desse recurso como único tratamento e, além disso, 

grande parte dos medicamentos utilizados na farmacoterapia são provenientes de substâncias 

naturais, dentre eles as plantas. Exemplo disso são os fármacos utilizados para o tratamento do 

câncer, no qual 60% dos agentes anticâncer conhecidos, são obtidos a partir de fontes naturais 

(CRAGG; NEWMAN, 2005; SOUZA et al., 2018). Outro fator relevante das plantas 

medicinais é seu uso na dieta humana, pois possuem uma grande diversidade de fitonutrientes 

que contribuem na prevenção de várias doenças crônicas e degenerativas, atuando como agentes 

quimiopreventivos (CHIKARA et al., 2018).  

Apesar do amplo uso, grande parte das espécies vegetais ainda possuem suas 

características químicas e farmacológicas e seus mecanismos de ação completamente 

desconhecidos. Dessa forma, estudos que exploram a constituição fitoquímica podem ser úteis 

na investigação dos princípios bioativos podendo levar ao desenvolvimento de novas drogas e 

a determinação de suas ações biológicas frentes aos mais diversos organismos, justificando seu 

uso na terapia medicinal alternativa (FARAG et al., 2020; ALQETHAMI; ALDHEBIANI, 

2021). Logo, a utilização de plantas ou qualquer preparação à base delas, requerem um mínimo 

de controle de qualidade, de forma que podem apresentar certo grau de toxicidade devido sua 

composição química (CODIGNOTO et al., 2017). 
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Rubiaceae é uma família botânica que se destaca entre as plantas medicinais, pois várias 

espécies são usadas com fins farmacológicos devido à presença de metabólitos bioativos 

potenciais como iridoides, antraquinonas, triterpenos, alcaloides indólicos e outras classes de 

substâncias. Como exemplo de Rubiaceae com importância medicinal, temos espécies 

pertencente ao gênero Cinchona sp. que são fontes de quinino; espécies de Uncaria, como 

Uncaria tomentosa no qual são muito utilizadas na medicina popular; espécies de Psychotria 

sp. as quais possuem substâncias ativas com ação no sistema nervoso central (MARTINS; 

NUNEZ, 2015). Além da grande diversidade de substâncias químicas encontradas nos 

diferentes órgãos da planta, as espécies dessa família, possuem ampla distribuição, sendo 

encontradas em praticamente todos os continentes (MASEVHE et al., 2015; SOARES et al., 

2017). 

Richardia brasiliensis Gomes é um exemplar pertence à família Rubiaceae, rica em 

moléculas ativas de interesse medicinal como polifenois, alcaloides, esteroides, triterpenos, 

cumarinas e outros (LORENZI; MATOS, 2008; FIGUEIREDO et al., 2009). Esta espécie é 

conhecida popularmente como poaia branca, poaia do campo, ervaço e pode ser encontrada em 

praticamente todo o território nacional, desenvolvendo-se principalmente em regiões onde há a 

presença de culturas anuais cultivadas. 

A população a utiliza no tratamento da êmese e diabetes, como anti-hemorroidal, 

expectorante, vermífuga, em eczemas e no tratamento de queimaduras já, pesquisas científicas 

demonstraram que seus extratos possuem atividade antibacteriana e fungicida (PINTO, 2008; 

FIGUEIREDO, 2005; TENÓRIO-SOUZA, 2009; CANALE, 2012; MORAIS et al., 2013). 

Apesar disso, a espécie ainda é pouco explorada no que se refere a suas ações terapêuticas e 

percebe-se uma grande lacuna nos estudos científicos referentes a composição química e os 

possíveis efeitos farmacológicos no organismo. 

Dessa forma, devido à grande importância dos estudos com plantas medicinais e os 

produtos provenientes delas, este trabalho com Richardia brasiliensis Gomes teve como 

principais objetivos, caracterizar substâncias ativas de interesse medicinal da espécie e avaliar 

atividades farmacológicas dos extratos brutos como sua capacidade antioxidante, ação 

antiproliferativa, além de avaliar a toxicidade em modelos in vitro e in vivo. 

 

2  OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 
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Caracterizar e quantificar substâncias fitoquímicas, determinar atividades biológicas e 

avaliar a toxicidade in vitro e in vivo dos extratos brutos de Richardia brasiliensis Gomes. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Obter extratos brutos de R. brasiliensis coletadas em diferentes estações do ano; 

● Realizar o screening fitoquímico em extratos aquosos e hidroetanólico; 

● Dosar polifenois totais, flavonoides e taninos nos extratos hidroetanólico obtidos nas 

diferentes estações do ano; 

● Quantificar metabólitos bioativos nos extratos hidroetanólico obtidos nas diferentes 

estações do ano; 

● Avaliar a capacidade antioxidante in vitro nos extratos hidroetanólico obtidos nas 

diferentes estações do ano; 

● Avaliar parâmetros oxidativos nos extratos hidroetanólico obtidos nas diferentes 

estações do ano; 

● Avaliar a genotoxicidade e citotoxicidade in vitro nos extratos hidroetanólico obtidos 

nas diferentes estações do ano; 

● Avaliar o potencial antitumoral em modelo in vitro, do extrato bruto de R. brasiliensis; 

● Determinar a toxicidade aguda in vivo, do extrato bruto de R. brasiliensis; 

● Determinar a toxicidade em doses repetidas in vivo, do extrato bruto de R. brasiliensis. 

 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 METABOLISMO VEGETAL 

 

O metabolismo dos vegetais engloba uma rede de reações, muito mais complexas que 

outros organismos, pois além das rotas do metabolismo primário (MP), há a síntese de 

compostos do metabolismo secundário (MS) (AHARONI; GALIL, 2011). O MP está 

relacionado a reações bioquímicas essenciais para a manutenção da vida nas quais 

macromoléculas universais como lipídios, carboidratos, proteínas e ácidos nucleicos estão 

envolvidos (TAIZ; ZEIGER, 2013). Já o MS ou metabolismo especializado, é o resultado de 

milhões de anos de evolução como estratégia química das plantas para sua adaptação e 

sobrevivência (ROCKENBACH et al., 2018), uma vez que atuam na proteção contra infecções 
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microbianas e virais, herbivoria, radiação UV, atração de polinizadores, alelopatia e sinalização 

(SANTOS, 2007; AKULA; RAVISHANKAR, 2011). 

A síntese de substâncias do MS vegetal é desencadeada pela ação de fatores bióticos e 

abióticos, sendo que os metabólitos secundários são produzidos sob condições ambientais 

específicas, ou seja, as vias sintéticas são ativadas somente durante alguns estágios de 

crescimento e desenvolvimento da planta ou em períodos de estresse causado por limitações 

nutricionais e ataques microbiológicos (SANTOS, 2007).  

As substâncias resultantes do MS apresentam-se em baixas concentrações, cerca de 

menos de 1% do peso seco da planta, e são restritos a algumas espécies botânicas definidas, 

sintetizados em tecidos, órgãos e em determinados estágios de desenvolvimento da planta e 

muitas vezes armazenados em locais diferentes de onde foram sintetizados. São caracterizados 

por possuírem estrutura complexa, o que se reflete em uma grande diversidade de compostos 

de baixo peso molecular (ROCKENBAK et al., 2018; FANG; FERNIE; LUO, 2019). 

A síntese dos metabólitos secundários é influenciada por diferentes vias e reações 

resultantes do MP, como por exemplo, via da glicólise, do ciclo da pentose fosfato, do ciclo do 

ácido tricarboxílico (TCA), de aminoácidos alifáticos, da via do chiquimato ou ainda dos 

aminoácidos aromáticos (figura 1). E, de acordo com suas estruturas, são divididos em três 

grupos principais: compostos fenólicos, terpenoides e compostos contendo nitrogênio ou 

enxofre como os alcaloides e glucosinolatos, respectivamente (AHARONI; GALIL, 2011; 

ALQETHAMI; ALDHEBIANI, 2021; WANG et al., 2022). 

No geral, compostos fenólicos são comumente encontrados em plantas superiores, 

principalmente porque são moléculas que estão envolvidas na síntese da lignina (BOURGAUD 

et al., 2001). Possuem como principais características a presença de pelo menos um anel 

aromático ligado a uma hidroxila (figura 1A) e são derivados dos fenilpropanoides, 

provenientes das vias biossintéticas do ácido chiquímico e da via do ácido mevalônico 

(MONDO; SANSONE; BRUNET, 2022). 

A classificação é baseada no número de anéis de fenol, de elementos estruturais que se 

ligam a esses anéis e na presença dos diferentes substituintes (BRAICU et al., 2020). De acordo 

com sua estrutura, são classificados como ácidos fenólicos, flavonoides e não-flavonoides e 

variam de compostos simples com um único anel aromático como o ácido benzóico e ácido 

cinâmico; derivados dos ácidos carboxílicos aromáticos; estruturas contendo dois anéis 

aromáticos como cumarinas e estilbenos e metabólitos mais complexos como flavonoides com 
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três anéis e estruturas poliméricas de taninos (ANGELO; JORGE, 2007; ZHANG; TSAO, 

2016; DAS et al., 2019; CORSO et al., 2020). 

Devido à grande diversidade de estruturas químicas, as substâncias fenólicas 

representam uma das maiores categorias de compostos das plantas, consequentemente 

apresentando as mais variadas funções biológicas, que incluem atividades antioxidantes, anti-

inflamatórias, antimutagênicas, anticancerígenas, além de atuarem contra doenças crônicas 

como o diabetes, doenças cardiovasculares e neurodegenerativas (MOCAN et al., 2016; CURTI 

et al., 2017). 

Um dos representantes mais comuns dentre os polifenois, são os flavonoides com muitas 

funções para plantas e animais. Estão divididos em nove subclasses conforme os níveis de 

oxidação e a conformação do anel aromático, e estão envolvidos principalmente com a defesa 

da planta contra a radiação UV e ataques de herbívoros. Muitos dos flavonoides conhecidos 

possuem benefícios para a saúde humana, tendo como principais ações farmacológicas a 

atuação na redução da inflamação, a capacidade em atuar como poderosos antioxidantes, inibir 

a angiogênese e regular a apoptose em células cancerígenas (BIRCHFIELD; MCINTOSH, 

2020). 

Os terpenos (figura 1B), a maior categoria de MS, são compostos constituídos a partir 

de unidades de isoprenos de cinco carbonos e classificados em monoterpenos, diterpenos, 

triterpenos, sesquiterpenos e politerpenos (BRAICU et al., 2020). São sintetizados a partir de 

dois precursores comuns, o difosfato de isopentenil (IPP) e seu isômero dimetilalil pirofosfato 

(DMAPP), ambos gerados de duas vias diferentes e independentes: através da via do ácido 

mevalônico ou mevalonato que ocorre em microssomas e citoplasma e a via do fosfato de 

metileritritol que ocorre em plastídios (KOPACZYK et al., 2020; CHEN et al., 2021; WENKAI 

et al., 2021). 

Essas substâncias possuem uma ampla gama de ações farmacológicas, sendo usadas 

como anti-inflamatórias, antioxidantes, neuroprotetoras e anticâncer (FAKHRI et al., 2020). 

Dentre os terpenos, o ácido ursólico e o ácido oleanólico são ácidos triterpênicos pentacíclicos 

que ocorrem naturalmente em várias espécies e demonstraram possuir potente ação anticâncer 

(YAN et al., 2010). Esses triterpenos também são usados como hepatoprotetores, com efeitos 

benéficos para o fígado através de sua ação antioxidante e anti-inflamatória (LIU, 2005).  

Os alcaloides são uma terceira classe de substâncias resultantes do metabolismo 

secundário, com importantes ações farmacológicas como anti-hipertensivos, sedativos, 

antitumorais, anticolinérgicos, anestésicos, psicoativos, analgésicos, dentre outros. São 
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compostos heterocíclicos, normalmente derivados de aminoácidos; metabólitos como terpenos 

e esteroides também atuam na conformação do esqueleto final (SANTOS, 2007). Uma das 

principais características da molécula é a presença de um ou mais átomos de nitrogênio em sua 

estrutura (figura 1C), o que influencia em suas atividades biológicas (ROSALES et al., 2020). 

 

 

Figura 1 – Visão geral das principais vias de síntese do metabolismo secundário. 

 

PEP: fosfoenolpiruvato; E4P: eritrose-4-fosfato; TCA: ciclo do ácido tricarboxílico; AAA: aminoácidos 

aromáticos; MEP: 2-C metil-D-eritritol-4-fosfato; MVA: mevalonato; IPP: difosfato de isopentenil; DMAPP: 

difosfato de dimetilalil; Trp: triptofano; Tyr: tirosina; Phe: fenilalanina. A: estrutura química de um composto 

fenólico (quercetina); B: estrutura química de um terpeno (ácido ursólico); C: estrutura química de um alcaloide 

(vimblastina). 

Fonte: Figura adaptada de AHARONI & GALILI (2011) e WANG et al. (2022). 

 

 

 

As principais classes de alcaloides, de acordo com o sistema anelar presente na 

molécula, são: piridinas, indólicos, tropânicos, quinolínicos, isoquinolínicos, fenantrenos, 
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feniletilaminas, purinas, imidazóis, aporfinas, pirrolizidínicos, indolizidina, piperidinas e 

alcaloides pirrolidínicos (MORA-VÁSQUEZ et al., 2022). 

Possuem distribuição esparsa no reino vegetal e contribuem para a quimiotaxonomia, 

pois são específicos para gênero e espécie (BOURGAUD et al., 2001). Nas plantas, essas 

substâncias são produzidas com o intuito de autodefesa e exibem toxicidade contra organismos 

herbívoros. Possuem ações farmacológicas importantes como sedativa, devido à presença de 

poderosas substâncias que atuam no sistema nervoso central (ALQETHAMI; ALDHEBIANI, 

2021). Alguns alcaloides possuem propriedades antitumorais, como a camptotecina, vincristina, 

vimblastina, berberia e outros e, seus principais alvos estão na replicação do DNA e na síntese 

de proteínas que estimulam a apoptose (BRAICU et al., 2020). 

Apesar do amplo uso e da grande importância dos compostos ativos provenientes do 

metabolismo secundário vegetal, muitas espécies ainda são pouco exploradas quanto sua 

constituição fitoquímica e suas ações farmacológicas. Nesse contexto, Richardia brasiliensis é 

uma espécie recorrentemente citada pela população para o tratamento de vários sintomas, no 

entanto ainda há uma grande lacuna no que se refere a sua composição química e suas ações 

biológicas.   

 

3.2 A ESPÉCIE Richardia brasiliensis GOMES 

 

Richardia brasiliensis Gomes, espécie pertencente à família Rubiaceae, é conhecida 

popularmente por poaia branca, poaia-do-campo, ervaço, ipeca, ipecacuanha ou trevo mexicano 

(DELPRETE et al., 2004; PEREIRA et al., 2006; WANDERLEY et al., 2007; BORHIDI, 2012; 

GALLON et al., 2018). É uma espécie cosmopolita com registros no continente Australiano, 

Estados Unidos e regiões da América Central como o Caribe. Na América do Sul é encontrada 

desde a Cordilheira dos Andes até a Costa do Atlântico e, no Brasil, ocorre de forma 

descontínua em todos os estados, desenvolvendo-se principalmente em locais com intensa 

atividade agrícola, como as regiões centro-oeste, sudeste e sul (LORENZI; MATOS, 2008; 

FIGUEIREDO et al., 2009; TROPICOS, 2017; GALLON et al., 2018). 

As primeiras descrições da espécie foram realizadas por Bernardino António Gomes e 

publicada em “Memoria sobre la Ipecacuanha fusca do Brasil, ou Cipó das Nossas Boticas” em 

Lisboa no ano de 1801, no qual, com base em suas características morfológicas, classificou a 

espécie como pertence à ordem Gentianales, família Rubiaceae, subfamília Rubioideae, tribo 
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Spermacoceae, gênero Richardia (DELPRETE et al., 2004; LORENZI; MATOS, 2008; 

TROPICOS, 2017). 

São plantas perenes, coletadas com flores quase todo o ano; com hábitos herbáceos; 

desenvolvimento prostrado; geralmente com raízes adventícias; ramificada e caule viloso. As 

características que definem a espécie são a presença de um caule sub-suculento, com 

aproximadamente 40 a 60 cm de comprimento, densamente hirsuto-pubescente; bainha 

estipular curta; folhas opostas, membranáceas a cartáceas, com pubescências em ambas as 

faces, ápice e base agudos. As inflorescências encontram-se em glomérulos, rodeados por 2, 4 

ou 6 brácteas foliáceas. As flores são geralmente hexâmeras, porém às vezes podem ser 

tetrâmeras ou pentâmeras. As sépalas normalmente encontram-se em número de 6. A corola é 

branca ou rosada, com um anel de pelos em sua face interna. Os estames encontram-se em 

número de 6, exsertos e o ovário é ínfero, trilocular, com um óvulo por lóculo. O fruto é do tipo 

esquizocarpo (PORTO et al., 1977; DELPRETE et al., 2004, 2005; LORENZI; MATOS, 2008). 

Figueiredo (2005) observou que as folhas de R. brasiliensis são anfiestomáticas e que 

tanto folhas quanto caule são densamente recobertos por tricomas tectores (figura 2). Ambas 

características anatômicas são muito comuns em espécies invasoras por aumentar a taxa 

fotossintética possibilitando a adaptação da espécie ao ambiente. 

R. brasiliensis é mais conhecida e pesquisada porque se desenvolve em meio a outras 

culturas e, assim, compete por espaços e recursos nutricionais. No entanto, devido ao seu uso 

popular na medicina tradicional e a presença de importantes compostos do metabolismo 

vegetal, alguns estudos foram desenvolvidos com fins fitoquímicos (PINTO et al., 2008; 

FIGUEIREDO et al., 2010; TENÓRIO-SOUZA, 2009; TENÓRIO-SOUZA et al., 2009; 

MORAIS et al., 2013). Entretanto, ainda há uma grande lacuna em relação a dados 

farmacológicos, mecanismos de ação e toxicidade referentes a essa espécie. 

Na medicina popular, infusos e decoctos das partes aéreas e raízes são utilizadas como 

antiemética, antidiabética, anti-hemorroidal, expectorante, vermífuga, empregada na cura de 

eczemas e no tratamento de queimaduras. Pesquisas científicas (CANALE, 2012; TROJAN-

RODRIGUES et al., 2012) demonstraram que o extrato etanólico apresentou capacidade 

antioxidante in vitro, atividade antifúngica contra importantes fitopatógenos e suas frações 

foram usadas como antimicrobianas frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 

(FIGUEIREDO et al., 2009; MORAIS et al., 2013). De acordo com a literatura pesquisada, as 

principais substâncias ativas identificadas na espécie foram cumarinas, flavonoides, esteroides, 

triterpenos, alcaloides e resinas (FIGUEIREDO 2005; FIGUEIREDO et al., 2009, 2010; 
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WONG et al., 2015). Foram isolados nos extratos e frações: β-sitosterol, uma mistura de β-

sitosterol e estigmasterol, cedrelopsina, norbraylina, braylina, cumarieletefina, canferol, ácido 

oleanólico, ácido ursólico, isorametina-3-O-rutinosideo, ácido p-hidroxi-benzoico, ácido m-

metoxi-p-hidroxi-benzóico e escopoletina (TENÓRIO-SOUZA, 2009; PINTO et al., 2008; 

MATIAS et al., 2018). 

 

 

Figura 2. Partes aéreas de Richardia brasiliensis Gomes. Detalhe mostrando glomérulo com as brácteas foliáceas. 

Fonte: autora 

 

 

3.3 FAMÍLIA BOTÂNICA RUBIACEAE 

 

A família Rubiaceae é uma das maiores famílias botânicas dentre as angiospermas em 

números de espécies e diversidade química, possuindo aproximadamente 12.000 espécies 

distribuídas em 576 gêneros. Baseados em estudos filogenéticos moleculares, atualmente, 

Rubiaceae é subdividida em três subfamílias: Cinchonoideae, Ixoroideae e Rubioideae 

(DELPRETE; JARDIM, 2012; ADEWOLE et al., 2021). 

As espécies são encontradas nas mais diversas formas, desde árvores, arbustos, ervas 

trepadeiras, epífitas, herbáceas, espécies lenhosas até algumas lianas (DELPRETE et al., 2004; 

PEREIRA, 2007; WANDERLEY et al., 2007; BORHIDI, 2012). Os representantes são 

cosmopolitas e a distribuição ocorre em diferentes formações vegetacionais, destacando-se em 
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quase todos os tipos de ambientes, aparecendo entre as espécies mais abundantes no sub-bosque 

de florestas neotropicais e apresentando importante papel na composição da vegetação de 

regiões quentes (PEREIRA et al., 2006; MIATELO, 2008; SOUZA; LORENZI, 2012). 

Alguns dos metabólitos bioativos encontrados são usados como marcadores 

quimiotaxonômicos para a identificação de gênero e subfamílias, dentre eles, iridoides, 

antraquinonas e alcaloides indólicos. Além desses, terpenos (diterpenos e monoterpenos), 

outras subclasses de alcaloides, flavonoides e derivados fenólicos também são comuns nos 

espécimes representantes. Dentre as subfamílias, a Rubioideae é a que possui a maior 

diversidade química, e espécies dessa subfamília são fontes importantes de antraquinonas. 

Também são encontrados em grandes quantidades alcaloides indólicos e iridóides devido a não 

especificidade das vias metabólicas (COELHO et al., 2006; CHOUDHURY et al., 2012; 

MARTINS; NUNEZ, 2015; ADEWOLE et al., 2021). 

Por possuírem expressivo número de componentes químicos, a família das rubiáceas 

detém forte potencial biológico, com a descoberta de substâncias inéditas (SOUZA et al., 2013). 

São utilizadas como ornamentais, alimentícias e no tratamento e cura de doenças, destacando-

se como antiproliferativas, antissifilíticas, antiasmáticas, antianêmicas, antiangiogênicas, anti-

inflamatórias e antioxidantes (COELHO et al., 2006; PAIVA et al., 2009; NETO; PEIXOTO, 

2012). Na medicina tradicional são usadas no tratamento de asma, bronquite e pneumonia, 

como diuréticas, anti-inflamatória, antiviral, antirreumáticas, antidiabética e antiespasmódica 

(KAROU et al., 2011; CODIGNOTO et al., 2017).  

Algumas espécies possuem propriedades biológicas bem documentadas como por 

exemplo, Uncaria tomentosa (Willd) D.C. conhecida como “unha-de-gato”, muito usada na 

medicina tradicional no tratamento de câncer, artrite, asma, úlcera gástrica e inflamação; 

espécies de Cinchona, da qual é obtido o alcaloide quinino utilizado no tratamento da malária 

e espécies de Psychotria, que possuem alcaloides utilizados como analgésicos (VIEGAS JR et 

al., 2006; VALENTE et al., 2006; MESA-VANEGAS et al., 2013; MOURA; MARUO, 2014; 

MENDONÇA et al., 2015). Além dessas, muitas outras espécies de Rubiaceae são utilizadas 

no tratamento de eczemas, distúrbios digestivos, doenças venéreas, antiproliferativas, 

hipotensoras, imunoestimulantes, relaxante muscular, antifúngicas e anti-leishmanicida 

(THOMAS et al., 2017; ADEWOLE et al., 2021). Outro representante de destaque é a espécie 

Coffea arabica com importância econômica, alimentícia e medicinal, rica em substâncias ativas 

como o ácido clorogênico e a cafeína, os quais possuem efeitos sobre o sistema nervoso e ação 

antioxidante, anticarcinogênica e propriedades hepatoprotetoras (MUNYENDO et al., 2021; 
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ONTAWONG et al., 2021). 

 

3.4 ATIVIDADES BIOLÓGICAS 

 

3.4.1 Ação antioxidante e pró-oxidante 

 

Radicais livres são partículas altamente reativas que perderam um elétron em sua última 

camada eletrônica, tornando a molécula desequilibrada do ponto de vista eletroquímico, 

instável bioquimicamente e reativas. Ao tentar recuperar sua estabilidade, ocorre a captura 

violenta de um elétron de outra molécula neutra e esta, por sua vez, transforma-se em um radical 

livre. A célula, a nível molecular, perde suas funções básicas e permanece pronta para atacar 

outras células e mudar suas funções. Assim, uma cadeia descontrolada de reações bioquímicas 

que danificam o organismo é gerada (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BUTNARIU, 2012). 

A formação endógena de espécies reativas é uma consequência natural do metabolismo 

aeróbico e ocorre através de reações bioquímicas normais que incluem radicais envolvidos na 

cadeia respiratória mitocondrial, fagocitose, síntese de prostaglandinas, sistema do Citocromo 

P450, dentre outros (SEIFRIED et al., 2007; AHMADINEJAD et al., 2017). A produção 

exógena está relacionada ao aumento da exposição a ambientes hostis como raios UV, radiação 

ionizante, poluição e a altos níveis de xenobióticos como fumaça do cigarro, álcool, metais, 

drogas, solventes e alimentos que, ao penetrarem no corpo por diferentes rotas, reagem com o 

oxigênio e são decompostos em radicais livres (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008; 

NIMSE; PAL, 2015). 

Os átomos altamente reativos ou espécies reativas (ERs) gerados, derivam de três 

elementos principais: oxigênio, nitrogênio e enxofre, formando espécies reativas de oxigênio 

(ERO) como o ânion superóxido (O2
-•), radical hidroperoxila (HO2

•), radical hidroxila (•OH), 

óxido nítrico (ON), oxigênio singlete (1O2) e compostos não radicalares como o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e ácido hiplocoroso (HOCl), que não possuem elétrons livres; espécies 

reativas de nitrogênio (ERN), formando peroxinitrito (ONOO-); e espécies reativas de enxofre 

(ERS) que são facilmente formados pelas reações de EROs com tióis (CAROCHO; 

FERREIRA, 2013; NIMSE; PAL, 2015).  

ERs possuem duplo papel, como compostos tóxicos e benéficos, e o delicado equilíbrio 

entre seus efeitos antagônicos é claramente um aspecto vital importante (PHAM-HUY; HE; 

PHAM-HUY, 2008). Níveis basais de ERs estão associados a importantes eventos moleculares 
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tais como a cascata de sinalização celular, a regulação das funções fisiológicas, a indução de 

diferenciação celular, a ativação da apoptose e a estimulação do transporte da glicose. Dessa 

forma, ERs possuem papel importante como mensageiros secundários que regulam a 

sobrevivência celular e as vias de proliferação (VASCONCELOS et al., 2007; CHIKARA et 

al., 2018). 

O acúmulo de ERs acima de níveis considerados normais ao organismo e a diminuição 

da capacidade de proteção antioxidante causa o chamado estresse oxidativo, no qual moléculas 

altamente reativas são capazes de reagir com macromoléculas causando danos irreversíveis à 

célula, desencadeando fatores responsáveis pela sobre expressão de genes oncogenes, geração 

de compostos mutagênicos, ativação de atividades aterogênicas e formação de placas senis. 

Como consequência tem-se o desenvolvimento de graves doenças como câncer, diabetes, 

doenças cardiovasculares, distúrbios neurológicos, renais, hepáticos, hipertensão e doenças 

degenerativas associadas ao envelhecimento (VASCONCELOS et al., 2007; PISOSCHI; POP, 

2015; CAROCHO; FERREIRA, 2013). 

O dano celular resulta, sobretudo, do ataque das ERs ao DNA, alterando bases 

nitrogenadas, rompendo cadeias e induzindo aberrações cromossômicas. Além disso, são 

capazes de inativar enzimas, causarem oxidação de proteínas, alterar as cadeias laterais e 

fragmentar a estrutura que irá resultar em perda da atividade celular. Outro foco de atuação das 

ERs é a oxidação lipídica das membranas celulares e membranas das organelas intracelulares, 

como mitocôndrias, retículo endoplasmático e núcleo, com potencial prejudicial, alterando a 

estrutura e resultando na desestabilização da morfologia celular (BUTNARIU, 2012; 

PISOSCHI; POP, 2015). 

Como primeira barreira de atuação antioxidante, o organismo humano desenvolveu 

importantes enzimas que previnem a formação e promovem a neutralização das ERs (CAMPOS 

et al., 2017). As principais enzimas são a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), antioxidantes endógenos que atuam 

quebrando e removendo os radicais livres e ainda convertem produtos oxidativos perigosos 

como por exemplo o peróxido de hidrogênio em água e oxigênio na presença de cofatores como 

ferro ou manganês (NIMSE; PAL, 2015; MENG et al., 2017). 

Por outro lado, os antioxidantes não enzimáticos como a glutationa, vitamina C, 

vitamina E, polifenois e carotenoides vegetais funcionam interrompendo as reações em cadeia 

dos radicais livres (NIMSE; PAL, 2015). Eles podem ser sintetizados no próprio organismo 
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como é o caso da glutationa, ou serem obtidos de forma exógena através da dieta (CAROCHO; 

MORALES; FERREIRA, 2018).  

 

 

Figura 3. Figura esquemática demonstrando vias de sinalização induzidas por ERs. O estresse oxidativo ocorre 

quando há desbalanço redox entre os sistemas antioxidantes e pró-oxidantes. As ERs interagem com algumas 

proteínas quinases que ativam fatores de transcrição por diferentes vias, levando à regulação de diferentes 

processos como por exemplo proliferação, diferenciação, angiogênese, apoptose.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAT: catalase; SOD: superóxido dismutase; GR: glutationa redutase; GPx: glutationa peroxidase; ERs: espécies 

reativas; O2
-•: ânion superóxido; HO2

•: radical hidroperoxila; •OH: radical hidroxila; ON: óxido nítrico; 1O2: 

oxigênio singlete; H2O2: peróxido de hidrogênio; HOCl: ácido hiplocoroso; ONOO-: peroxinitrito; Nrf2: fator 

nuclear 2 relacionado ao fator eritróide; HIF-1: fator-1 induzível por hipóxia; NF-kB: fator nuclear-kB; AP-1: 

proteína-1 ativadora. 

Fonte: autora, adaptado de LEÓN-GONZÁLEZ; AUGER; SCHINI-KERTH (2015). 

 

 

Vários estudos têm demonstrado que substâncias como os polifenois, claramente 

melhoram o status de diferentes biomarcadores do estresse oxidativo (ZHANG; TSAO, 2016; 

CHIKARA et al.; 2018). Dessa forma, são caracterizados como potentes antioxidantes obtidos 

principalmente de vegetais, frutas e chás (CHIKARA et al., 2018) e suas propriedades se devem 
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principalmente a estrutura química e à capacidade que essas substâncias têm em neutralizar ERs 

de membranas celulares que possuem ação deletéria. Isso se dá através de diferentes 

mecanismos de ação: atuam como scavengers de ERs, na transferência de átomos de 

hidrogênio, transferência de elétrons, como quelante de metais de transição ou ainda modulando 

a atividade e os níveis de expressão de enzimas que estão relacionadas ao estresse oxidativo 

(CAROCHO; FERREIRA, 2013; PISOSCHI; POP, 2015; VINOTHIYA; ASHOKKUMAR, 

2017; GRANATO et al., 2018).  

No geral, quando há o desequilíbrio entre antioxidantes e substâncias pró-oxidantes, as 

ERs interagem com várias proteínas quinases (PI3K, PKC, MAPKs) que levam a ativação de 

numerosos fatores de transcrição (Nrf2, HIF-1, NF-kB, AP-1, p53). Esses, por sua vez, atuam 

em diferentes vias, como a regulação da expressão de genes envolvidos na proliferação, 

diferenciação, angiogênese e apoptose, dependendo do tipo e duração do estímulo (LEÓN-

GONZÁLEZ; AUGER; SCHINI-KERTH, 2015). 

 

 

Figura 4. Curva demonstrando o efeito hormético de uma substância fitoquímica. Em concentrações mais baixas 

apresentam atividade antioxidante e pró-oxidante conforme aumenta a concentração. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Figura adaptada de FERNANDO; RUPASINGHE; HOSKIN (2019). 
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Os polifenois atuam na restauração da homeostase redox, aumentando a atividade das 

enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GPx, GR, através da ativação de fatores de transcrição 

(NrF2) que modulam a expressão dessas enzimas. Outra frente de atuação ocorre através da 

interferência na cascata de sinalização inflamatória, na qual polifenois são capazes de reduzir 

biomarcadores pró-inflamatórios, atenuando ou mesmo suprimindo o estresse oxidativo 

(ZHANG; TSAO, 2016). 

Apesar de serem potentes antioxidantes, fitoquímicos como polifenois quando perdem 

um elétron em sua última camada ou quando atuam como agentes redutores sob certas 

condições, como em altas concentrações, alto pH e na presença de metais de transição tornam-

se junto a seus intermediários, pró-oxidantes. Isso faz com que algumas substâncias naturais 

apresentem efeito bifásico de atuação (figura 4), fenômeno biológico denominado hormese, no 

qual as moléculas hora atuam como antioxidantes em baixas concentrações, hora atuam como 

pró-oxidantes em altas doses (FERNANDO; RUPASINGHE; HOSKIN, 2019). 

Estudos com polifenois demostraram essa atividade pró-oxidativa da molécula 

(LAMBERT; ELIAS, 2010; SANTOS et al., 2018), sendo indutores de estresse através da 

oxidação em proteínas celulares, lipídeos de membranas e alterações no DNA, perturbando as 

funções biológicas nas células (MURAKAMI, et al., 2022). No entanto, a toxicidade potencial 

dessas substâncias naturais irá depender da dose e do período de exposição. 

Apesar de o excesso de ERs estar associado a carcinogênese e a processos relacionados 

a ela (alterações gênicas, resistência a apoptose, metástase e outros), em alguns casos, essas 

moléculas pró-oxidantes, acabam por ter um papel benéfico, sendo utilizados como estratégias 

no tratamento contra o câncer, através do aumento das ERs ou pela diminuição das defesas 

antioxidantes (LEÓN-GONZÁLEZ; AUGER; SCHINI-KERTH, 2015). 

 

3.4.2 Ação anticâncer e apoptose 

 

O câncer é caracterizado pelo crescimento desordenado das células, levando à formação 

de tumores malignos, que se distinguem de tumores benignos devido sua capacidade para 

desdiferenciação, invasividade e capacidade de metastizar (SEYFRIED; SHELTON, 2010; 

MOURA et al., 2017). Células normais possuem a capacidade de manter o equilíbrio entre a 

proliferação e a morte celular, já as cancerígenas apresentam um desequilíbrio no processo, 

favorecendo divisões descontroladas das células (MISHRA et al., 2018). 

Segundo dados recentes, em 2020, foram reportados cerca de 19,3 milhões novos casos 

e 10,0 milhões de mortes foram em decorrência do câncer (WHO, 2020). Há evidências de que 
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muitos tipos de câncer são desencadeados por exposição a fatores ambientais como tabaco, 

produtos químicos, radiação, organismos infecciosos e somente uma proporção muito pequena 

está relacionada a fatores genéticos, nas quais células normais tornam-se cancerígenas em 

decorrência de mutações e mudanças fisiológicas nas próprias células (PANTALEÃO; 

LUCHS, 2010; KAUR et al., 2018). 

As células cancerígenas são menos especializadas do que suas células correspondentes 

normais, de modo que o tecido invadido perde sua função, conforme as células doentes vão 

substituindo-as. A proliferação descontrolada produz instabilidade genética e as alterações que 

se acumulam dentro da célula levam a mutações em genes de reparo do DNA (p21, p22, p27, 

p51 e p53), genes supressores de tumor (p53, NF1, NF2 e RB), oncogenes (MYC, RAF, Bcl-2, 

RAS) e genes envolvidos no metabolismo do crescimento celular (IQBAL et al., 2017).  

O processo de formação de células cancerígenas é dividido em três estágios: iniciação, 

promoção e progressão. A iniciação é um processo rápido, no qual ocorrem modificações em 

alguns genes induzidos pela exposição das células a carcinógenos e sua interação com o DNA 

resultando em efeito genotóxicos. Na promoção, os oncopromotores atuam alterando 

geneticamente as células, tornando-as malignas de forma lenta e gradual. Já na progressão 

tumoral, há alto nível de instabilidade genética, levando a alterações cromossômicas e 

multiplicação desordenada das células, aqui, os sinais clínicos já são observados (ALMEIDA 

et al., 2005; TANAKA, 2013; IQBAL et al., 2019). 

As principais formas de tratamento para pessoas diagnosticadas com câncer englobam 

procedimentos cirúrgicos, radioterapia, imunoterapias e quimioterapia, ou aplicação de mais de 

uma modalidade concomitantemente dependendo do tipo de câncer, estágio e localização 

(IQBAL et al., 2017). A quimioterapia é uma abordagem sistêmica e o método padrão de 

tratamento mais efetivo, entretanto, a maioria dos fármacos são citotóxicos com fortes efeitos 

adversos por apresentarem baixa seletividade entre células neoplásicas e normais (COSTA-

LOTUFO et al., 2010; LEZCANO et al., 2018). 

O uso de plantas e seus derivados para o tratamento ou quimioprevenção de alguns tipos 

de câncer possui longa história. São utilizados como agentes terapêuticos e também como 

adjuvantes de outros quimioterápicos padrões, aumentando a ação benéfica destes e diminuindo 

seus efeitos indesejados (BRAICU et al., 2020). Normalmente, compostos naturais possuem 

diferentes alvos na terapia do câncer, incluindo fatores de transcrição, citocinas, quimiocinas, 

enzimas inflamatórias, moléculas de adesão e receptores de fatores de crescimento 
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(SHANMUGAM et al., 2016). Dessa forma, altas taxas de morbidade e mortalidade devido ao 

câncer vêm motivando interesses científicos na descoberta de novos agentes antitumorais. 

Muitos fitoquímicos da dieta têm potencial em inibir processos carcinogênicos 

interferindo em uma ou várias vias celulares e moleculares, atuando na transdução de sinal, o 

que inclui a cascata de inflamação, estresse oxidativo, parada do ciclo celular, vias da apoptose 

e autofagia, supressão no crescimento, proliferação/migração celular, reparo do DNA, 

inativação/ativação de oncogenes e genes supressores de tumor, desintoxicação por enzimas 

metabolizantes de xenobióticos, inibição da angiogênese e metástase (TANAKA, 2013; IJAZ 

et al., 2018; CAO et al., 2019; IQBAL et al., 2019; BRAICU et al., 2020).  

Os fármacos antitumorais mais utilizados atualmente são classificados de acordo com 

seu mecanismo principal de ação e, muitos dos que são utilizados na clínica, são provenientes 

de fontes naturais. A exemplo, os quimioterápicos vincristina e vimblastina são alcaloides 

extraídos da espécie Catharanthus roseus, e foram uma das primeiras substâncias a avançar no 

uso clínico como agentes anticancerígenos. Seu principal mecanismo de ação é atuar em um 

sítio específico denominado heterodímero da tubulina, inibindo a polimerização de 

microtúbulos, impedindo a formação do fuso nas células em divisão, resultando em parada 

durante a metáfase, inviabilizando a mitose em células tumorais (BRANDÃO et al., 2010; 

KAUR et al., 2011; UNNATI et al., 2013). 

Outra substância obtida de fontes naturais, utilizada contra o câncer de ovário, mama e 

pulmão, é o TaxolTM, extraído a partir da casca da espécie Taxus brevifolia, que atua como 

estabilizador dos microtúbulos, estabilizando-os na forma polimerizada (BHANOT et al., 2011; 

UNNATI et al., 2013). Algumas substâncias são derivadas de compostos naturais, como no 

caso do topotecano e o irinotecano, que são semissintetizados a partir da camptotecina extraída 

do tronco da espécie Camptotheca acuminata. Eles atuam ligando-se e inibindo a enzima 

topoisomerase I (TOPI) que promove a quebra de uma das fitas de DNA, processo essencial 

durante o ciclo celular (BRANDÃO et al., 2010; LEI et al., 2018). 

Um dos principais processos para manter a homeostasia e as funções fisiológicas 

normais no organismo é a morte celular, que resulta em diferentes respostas biológicas, como 

na resposta imune e na eliminação de células indesejadas. A apoptose é um tipo de morte celular 

programada, complexa e que envolve distintas vias, sendo considerada como um obstáculo 

natural que limita a progressão e o desenvolvimento de células cancerígenas (DUTTA et al., 
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2019). No entanto, em algumas situações, como em doenças crônicas e no próprio câncer, vias 

apoptóticas estão desreguladas (TANAKA, 2013).  

O processo apoptótico demonstrou ser caspases-dependente, e a resposta é mediada por 

uma via intrínseca, na qual ocorre mudanças na permeabilidade das membranas mitocondriais, 

liberação do citocromo C e fatores pró-apoptóticos. As vias extrínsecas, são mediadas por 

receptores de fatores de necrose tumoral (TNF), que levam à ativação de caspases iniciadoras 

como caspases-8 e caspases-9, formando e ativando complexos sinalizadores e indutores de 

morte que promovem a ativação de caspases efetoras como caspase-3 (YAN et al., 2010). 

Proteínas da família Bcl-2 também atuam na regulação de processos apoptóticos através 

da síntese de proteínas pró e anti-apoptóticas (BAX e BAK) e proteínas inibidoras da apoptose 

(IAPs) que normalmente estão super expressas em células cancerígenas e levam a 

quimiorresistência, sobrevivência e progressão da doença (CURTI et al., 2017; BRAICU et al., 

2020). Dessa forma, células cancerígenas são capazes de desenvolver diferentes abordagens 

que evitam a morte celular, tornando-as resistentes à morte programada. Assim, fitoquímicos 

que atuam em vias seletivas da apoptose em células malignas são alvos fundamentais de estudo, 

por serem substâncias promissoras para o uso no tratamento do câncer. 

Uma estratégia fundamental da ação dos compostos ativos é conceder um ambiente 

antioxidante nas células para contrabalançar os efeitos letais do estresse oxidativo que está 

envolvido diretamente com o desenvolvimento de várias doenças, dentre elas o câncer. Os 

antioxidantes atuam interrompendo reações em cadeia dos radicais livres, convertendo-os em 

produtos mais estáveis. Dessa forma, antioxidantes podem atrasar ou inibir algumas etapas, 

como a iniciação ou podem reverter o estágio de promoção inibindo o crescimento ou induzindo 

apoptose nas células danificadas (TANAKA, 2013).  

Por outro lado, a presença de concentrações consideráveis de espécies reativas no 

ambiente microcelular após a instalação do tumor também induz a morte celular programada 

através de dois mecanismos principais: geração de ROS ou inibição de sistemas enzimáticos de 

defesa (WANG; YI, 2008). Esse fato foi observado em alguns estudos, os quais demonstraram 

que a exposição a baixas concentrações de espécies reativas em um curto período de tempo 

levou ao crescimento e a promoção celular, no entanto, quando a exposição ocorreu por 

períodos mais prolongados e em altas concentrações, ocorreu apoptose celular (LI et al., 1997). 

 

3.5 TOXICIDADE 
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Utilizar plantas, ou substâncias provenientes delas, sempre foi e continua sendo até hoje 

um dos principais recursos na prevenção e no tratamento das mais diversas doenças, devido ao 

seu baixo custo, ao fácil acesso, serem culturalmente aceitos e considerados seguros (NEMBO; 

HESCHELER; NGUEMO, 2020). Porém, grande parte das preparações ou mesmo compostos 

isolados, podem ser capazes de exercer efeitos nocivos e indesejáveis aos organismos como um 

todo ou em tecidos e células (KHARCHOUFA et al., 2018). 

Um dos pontos essenciais para as possíveis substâncias naturais candidatas a 

medicamentos é sua segurança e qualidade, e, para isso, vários modelos in vitro e in vivo são 

utilizados na averiguação da possível toxicidade dos compostos a curto e longo prazo sob os 

organismos (CODIGNOTO et al., 2017). Ambos modelos devem ser utilizados, pois um irá 

complementar o outro: modelos in vitro, baseados em células, são preditivos e frequentemente 

utilizados para triagens iniciais antes da migração para outros modelos; já ensaios in vivo 

possuem um ambiente fisiológico mais completo e complexo levando a resultados mais 

precisos, no entanto possuem altos custos experimentais e várias questões éticas estão 

envolvidas (LIU; FINLEY, 2005).  

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2013) orienta a realização de 

alguns ensaios in vitro como métodos alternativos para o uso de animais, em estudos não 

clínicos de segurança na busca por novos medicamentos. Assim, metodologias rápidas, de custo 

relativamente baixo e que reportem alterações nas funções metabólicas ou estruturais das 

células têm sido amplamente utilizadas antes da migração para ensaios in vivo. 

Testes de citotoxicidade in vitro são capazes de determinar os efeitos tóxicos às células, 

seja atuando na integridade das membranas ou em suas taxas de crescimento. Além disso, dados 

obtidos nesses ensaios, como por exemplo a Concentração Inibitória Mínima (IC50), podem ser 

utilizados para estimar as doses que serão utilizadas em ensaios in vivo e dessa forma otimizar 

estudos que irão envolver animais e humanos (LIMA FILHO et al., 2020). Testes de 

genotoxicidade in vitro permitem identificar substâncias com potencial risco genotóxicos e 

também são regulamentados por Agências Internacionais como essenciais para o registro de 

nova drogas (MOURA et al., 2017). A avaliação de substâncias que podem ser genotóxicas, 

combina uma série de testes que informam três tipos de danos: mutações, alterações 

cromossômicas estruturais e alterações cromossômicas numéricas (YUZBASIOGLU; 

ENGUZEL-ALPEREN; UNAL, 2018). 

Ensaios de toxicidade in vivo, por sua vez, normalmente utilizam animais de laboratório, 

o que permite determinar possíveis efeitos da ação de substâncias sob os diferentes órgãos e 
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tecidos e avaliar alterações em parâmetros hematológicos, bioquímicos e anatômicos. Dentre 

as metodologias utilizadas, uma das mais empregadas é a avaliação da toxicidade aguda e em 

doses repetidas seguindo protocolos da Organização para Cooperação e Desenvolvimento 

Econômico (OECD). 

No ensaio da toxicidade aguda, são observados efeitos adversos que podem ocorrer nos 

animais após a administração oral de uma dose única da substância ou doses múltiplas 

administrada em 24 horas e, um dos objetivos, é a utilização de um número mínimo de animais. 

Nesse ensaio, são obtidos dados de mortalidade e a faixa de exposição na qual a letalidade dos 

animais é esperada, além disso, a substância testada é classificada com base em sua DL50. Os 

animais após serem tratados são observados individualmente por 14 dias antes da eutanásia 

programada, para averiguar a presença de sinais de toxicidade como mudanças na pele, olhos e 

membranas da mucosa; alterações no sistema respiratório, circulatório, autônomo e nervoso 

central; além de alterações nos padrões comportamentais (OECD, 2001). 

O ensaio da toxicidade oral de 28 dias em doses repetidas, acontece após informações 

sobre toxicidade já terem sido obtidas no ensaio de toxicidade oral aguda. A exposição às 

substâncias ocorre durante 28 dias e podem ser avaliados efeitos sobre os sistemas nervoso, 

imunológico e endócrino, além de ações nos sistemas reprodutores feminino e masculino. Para 

isso, a substância é administrada diariamente, em doses graduadas em vários grupos 

experimentais e os animais são observados a fim de verificar alterações que indiquem sinais de 

toxicidade, como por exemplo a ocorrência de secreções e excreções, mudanças na marcha, na 

postura, presença de movimentos clônicos e tônicos, estereotipias e comportamentos bizarros 

(OECD, 2008). 

Um dos parâmetros mais importantes a ser avaliado em ensaios de toxicidade, são as 

mudanças no peso corporal dos animais que podem indicar distúrbios fisiológicos e patológicos 

significativos (RAINA et al., 2015; MENEGATI et al., 2016). A redução no peso corporal e no 

peso dos órgãos internos são considerados índices sensíveis de toxicidade após a exposição a 

substâncias tóxicas, no entanto, pequenas alterações no peso dos órgãos, podem estar 

relacionados às variabilidades normais dos animais e não a efeitos tóxicos. Conclusões a 

respeito dessas alterações normalmente são corroboradas com as avaliações dos demais 

parâmetros. Sinais clínicos mais frequentes de intoxicação aguda associados a alterações do 

peso são diarreia, anorexia, letargia e alterações em enzimas hepáticas (DEYNO et al., 2020; 

OLIVEIRA et al., 2020). 
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Avaliações em parâmetros hematológicos determinam alterações fisiológicas no 

sistema hematopoiético (LI et al., 2010) e os parâmetros bioquímicos trazem informações sobre 

efeitos tóxicos em tecidos, especialmente rins e fígado (MENEGATI et al., 2016). A 

biotransformação de substâncias xenobióticas é uma importante função do fígado, portanto, 

mudanças em enzimas como alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase 

(AST), gama-glutamil transferase (GGT) podem indicar danos hepatocelulares (MAIMATI et 

al., 2021). Já alterações em níveis séricos de creatinina (CRE), ureia e outras enzimas, que são 

marcadores de disfunções renais, podem indicar sérios danos a este tecido afetando vias 

importantes de degradação e excreção de substâncias indesejáveis ao sistema corporal. Dessa 

forma, discrepâncias significativas ocasionadas por substâncias naturais nesses marcadores, 

podem afetar definitivamente funções vitais (BRONADANI et al., 2017; GUEX et al., 2018; 

LIMA et al., 2018).  

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 MATERIAL VEGETAL 

 

 O material botânico utilizado nesta pesquisa foi constituído de partes aéreas e raízes 

de Richardia brasiliensis, coletadas no Campus da Universidade Federal de Santa Maria 

(UFSM) (S29º43.277’W053º42.844'). Um exemplar da planta foi coletado e identificado pela 

Profa. Dra. Thais do Canto-Dorow e o material testemunho foi depositado no herbário SMDB 

do Departamento de Biologia da UFSM com número de registro 13966. O acesso ao patrimônio 

genético ou conhecimento tradicional associado encontra-se cadastrado no Sistema Nacional 

de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob 

número de registro A2F514D. 

 O material foi coletado durante o verão, outono, inverno e primavera nos meses de 

janeiro, abril, agosto e outubro, respectivamente. 

 Após a coleta, o material foi seco em estufa de circulação de ar a uma temperatura de 

45°C por um período de aproximadamente sete dias, moída em moinho de facas e o pó foi 

armazenado em frascos âmbar para posterior preparos dos extratos. 

 

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS 
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Para a realização do screening fitoquímico, dois extratos das partes aéreas foram 

preparados: um extrato hidroetanólico a 20% para pesquisa de alcaloides, flavonoides, 

cumarinas, antraquinonas, esteroides e triterpenos; e um extrato aquoso a 20% para pesquisa de 

heterosídeos antociânicos, saponinas, heterosídeos cianogenéticos, taninos e amino grupos. 

Para os demais ensaios, o extrato bruto de Richardia brasiliensis (EBRb) hidroetanólico 

(70%) das partes aéreas foi obtido por maceração, com renovação do solvente por 

aproximadamente 30 dias. Após, foi concentrado em rotaevaporador e liofilizado. Os extratos 

foram denominados conforme a época de suas coletas: (EBV): Extrato bruto de verão; (EBO): 

Extrato bruto de outono; (EBI): Extrato bruto de inverno; (EBP): Extrato bruto de primavera. 

As raízes, foram utilizadas somente no ensaio de UHPLC-ESI-HRFTMS e o extrato 

bruto foi obtido da mesma forma que o extrato bruto das partes aéreas.  

 

4.3 IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DA MATRIZ FITOQUÍMICA 

 

A análise fitoquímica preliminar foi realizada de acordo com Moreira (1979). Na 

análise, dois extratos foram preparados: um extrato hidroetanólico a 20% para pesquisa de 

alcaloides, flavonoides, cumarinas, antraquinonas, esteroides e triterpenos; e um extrato aquoso 

a 20% para pesquisa de heterosídeos antociânicos, saponinas, heterosídeos cianogenéticos, 

taninos e amino grupos. Todas as análises foram realizadas em triplicata com posterior 

confirmação por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). 

 

4.4 DOSEAMENTO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

 

As dosagens de polifenois totais foram realizadas de acordo com Chandra e Mejia 

(2004). Para a determinação, utilizou-se o reagente Folin-Ciocalteu (1 N) e os resultados foram 

expressos em miligramas equivalentes de ácido gálico por grama de extrato seco, no qual foi 

obtida uma equação para a curva padrão (y = 0.0386x-0.0181 com r de 0.9993), nas 

concentrações de 1,0; 3,0; 5,0; 10,0 e 20,0 µg/mL. Os extratos foram preparados na 

concentração de 0,04% em água destilada e as leituras foram realizadas em espectrofotômetro 

(Shimadzu-UV-1201) no comprimento de onda de 730 nm. 

Para a dosagem de flavonoides foi utilizado como padrão a quercetina e solução de 

cloreto de alumínio como reagente. As amostras foram preparadas a 0,04% de extrato seco em 

metanol 70%. O conteúdo total de flavonoides foi expresso em miligramas equivalentes de 
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quercetina por grama de cada extrato. A equação para a curva padrão da quercetina (y = 

0.0127x-0.0019 com r de 0.9952), foi obtida nas concentrações de 5,0; 10,0; 15,0; 25,0 e 30,0 

µg/mL. A leitura foi realizada em 425 nm (RIO, 1996). 

A dosagem de taninos foi realizada pelo método da vanilina, conforme Agostini-Costa 

et al. (2003), utilizando como padrão a catequina e a leitura realizada a 490 nm. O conteúdo 

total de taninos foi expresso em miligramas equivalentes de catequina por grama de cada extrato 

seco. As concentrações utilizadas para a obtenção da curva padrão (y = 0.0002x + 0.0024 com 

r de 0.9973) foram de 25,0; 150,0; 300,0; 450,0; 600,0; 800,0 e 900 µg/mL. 

 

4.5 PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE EM UHPLC-ESI-MS/MS 

 

Uma quantidade de 0,06 g dos quatro extratos liofilizados de R. brasiliensis foram 

ressuspensos em 3 mL de metanol, sonicado até completa dissolução e diluídos em 12 mL de 

água ultrapura. As amostras foram acidificadas com ácido acético 0,1% (v/v), filtrados em 

membrana de 0,2 µm e após foram tratados por meio da técnica de extração em fase sólida 

(SPE). O cartucho utilizado foi Strata C18-E (500 mg, 3 mL, Phenomenex, Torrance, EUA) no 

qual foi condicionado com 6 mL de metanol:ácido acético 0,2% (1:1, v/v) e equilibrados com 

6 mL de ácido acético a 0,1% (v/v). Um volume fixo de 2 mL dos extratos obtidos com uma 

solução final de metanol:água:ácido acético de 20:80:0,1 (v/v) foi percolado com uma taxa de 

fluxo de 2 mL/min, seguido por lavagem com 2 mL de acético ácido 0,1%. Por fim, o cartucho 

foi eluido com 2 mL de metanol. 

 

4.5.1 Determinação de polifenois por UHPLC-ESI-MS/MS 

 

A partir do método desenvolvido e validado por Faccin et al. (2016) foram determinados 

24 polifenois (ácido gálico, ácido clorogênico, catequina, ácido vanílico, ácido cafeico, 6-

hidroxicumarina, ácido p-cumárico, ácido ferúlico, rutina, 4-hidroxicumarina, ácido 

rosmarínico, quercitrina, mircetina, fisetina, resveratrol, 3-acetilcumarina, ácido trans-

cinâmico, quercetina, luteolina, apigenina, canferol, 3,6-diidroxiflavona, crisina e galangina) 

através de UHPLC-MS/MS com ionização por eletrospray. A análise foi realizada em 

cromatógrafo Agilente Technologies 1260 Infinity com injeção automática acoplado ao 

detector de massas Agilent 6430 Triplo Quadrupolo. A coluna cromatográfica utilizada na 
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separação foi uma coluna Zorbax SB-C18 (Agilent) de dimensões 2.1×50 mm e tamanho de 

partícula 1,8 µm mantida a temperatura de 40 ºC. 

Os compostos foram separados utilizando fase móvel com gradiente de eluição que 

combinou água acidificada com 0,1% de ácido acético (A) e acetonitrila (B) a uma taxa de fluxo 

constante de 0,8 mL/min. O volume de injeção foi 5 µL. A fonte de ionização por eletrospray 

utilizou nitrogênio como gás de secagem na temperatura de 250 ºC a um fluxo de 11 L/min, 

nebulizador com pressão de 30 psi e voltagem capilar de 2,4 kV. 

 

4.6 ANÁLISE FITOQUÍMICA POR UHPLC-ESI-HRFTMS 

 

Para o ensaio, 1 mg/mL do extrato de raízes e partes aéreas de R. brasiliensis foram 

dissolvidos em metanol (HPLC grau) e filtrados por PTFE (0,22 μm). As amostras foram 

analisadas por UHPLC-ESI-HRFTMS (Accela-Exactive Plus, Thermo Scientific®), através de 

coluna analítica ACE® (3,0 × 150 mm, 3 μm), mantida a 40 °C. Como fase móvel, foi utilizado 

ácido fórmico 0,1% (solvente A) e acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico (solvente B) com o 

seguinte programa de eluição em gradiente: 10-100% do solvente B em 30 min em gradiente 

linear, taxa de fluxo de 400 μL/min.  

Para a ionização de eletrospray acoplado a espectrometria de massa, foram utilizadas as 

seguintes condições: tensão de spray = 3,6 kV na ionização em modo positivo, temperatura do 

capilar de 320 °C e faixa de massa: m/z 120-1500.  

Os dados cromatográficos brutos foram extraídos pelo Xcalibur (Thermo Scientific) e 

posteriormente processado no MZmine 2.10 (MZmine VTT, Finlândia), resultando em um 

planilha (arquivo .csv) que continha ID, m/z, tempo de retenção, identificação e área de cada 

pico. Para a identificação dos metabólitos secundários foi utilizado o método de desreplicação, 

a partir da revisão de compostos relatados para o gênero Richardia e família Rubiaceae, 

utilizando como base de dados o Scifinder e Dicionário de Produtos Naturais (DNP). Os 

compostos detectados foram desreplicados contra a fórmula molecular e comparadas com a 

substâncias fitoquímicas previamente relatadas para este gênero ou família botânica. 

 

4.7 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

4.7.1 Ensaio do DPPH 
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  Para o ensaio do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), as soluções contendo os extratos 

foram preparadas em etanol na concentração de 200 µg/mL e diluídas nas concentrações finais 

de 1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 µg/mL. Como padrão foi utilizado o ácido 

ascórbico; controle positivo o extrato sem adição de DPPH; e controle negativo o DPPH 

adicionado de etanol. A leitura procedeu-se em um espectrofotômetro UV/VIS (Kasuaki®) no 

comprimento de onda de 518 nm. A porcentagem de inibição foi calculada usando a seguinte 

equação: % de inibição= 100 – [(Abs. Amostra – Abs. Branco) x 100/Abs do controle negativo] 

e a determinação do IC50 foi obtido por regressão linear, no qual foram utilizados os valores 

médios das triplicatas (CHOI et al., 2002). 

 

4.7.2 Ensaio da anti-hemólise 

 

  Uma suspensão de eritrócitos foi previamente preparada a partir de amostras de sangue 

coletado de voluntários do grupo de pesquisa, obtidos por punção venosa, separado por 

centrifugação e lavados sucessivamente com solução tampão PBS pH 7,4. 

  Para o ensaio da anti-hemólise foi utilizado como controle negativo (0% de hemólise) a 

suspensão de eritrócitos e tampão PBS, controle positivo (100% de hemólise) suspensão de 

eritrócitos e água destilada, controle do efeito hemolítico do AAPH (2,2’-azobis (2-

amidinopropano) dihidrocloreto) suspensão de eritrócitos, tampão e o AAPH 100 mM.  

  Os EBRb foram avaliados em triplicata, nas concentrações de 10, 25, 50, 100, 250 e 500 

µg/mL. A leitura espectrofotométrica foi realizada no comprimento de onda de 540 nm e a 

determinação do IC50 foi calculada em relação à porcentagem de hemólise provocada pelo 

AAPH na ausência do produto antioxidante (BACCARIN et al., 2015). 

 

4.7.3 Ensaio ORAC 

 

  O método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) foi realizado conforme 

descrito por Ou, Hampsch-Woodill, Prior (2001) no qual avaliou a capacidade das amostras em 

sequestrar radicais livres contra um radical peroxila, induzido por 2,2’-azobis (2-

amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) a 37 ºC. Para a análise, foi utilizado um leitor de 

microplacas SpectraMax® M5 (Molecular Devices, California, EUA). A capacidade 

antioxidante foi determinada usando a área sob curva (AUC) e os resultados foram comparados 

com uma curva de Trolox (0-96 μmol/L) e expresso em μmol de Trolox/g de extrato bruto. A 
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AUC foi dada pela seguinte fórmula: AUC=1 + fluorescência em tempo um/fluorescência em 

tempo zero + fluorescência em tempo dois/fluorescência em tempo zero + fluorescência em 

tempo três/fluorescência em tempo zero + fluorescência em um ciclo de leitura (1 

min)/fluorescência em tempo zero. 

 

4.8 PREPARO DAS CULTURAS CELULARES 

 

4.8.1 Coleta de sangue e preparo da cultura de Leucócitos 

 

Para o preparo da cultura celular de leucócitos, foi obtido sangue periférico através de 

punção venosa, utilizando tubos do tipo Vacutainer® com heparina. As culturas foram 

preparadas de acordo com metodologias de Montagner et al. (2010) e Boligon et al. (2012). 

Os quatro extratos bruto (EBV, EBP, EBI, EBO) de R. brasiliensis foram utilizados nas 

concentrações de 10; 100 e 500 µg/mL. Em todos os ensaios, as células permaneceram expostas 

aos tratamentos durante 24 h nas concentrações determinadas e as suspensões celulares foram 

mantidas a 37 ºC e uma atmosfera de 5% de CO2 durante 24h. Como controle negativo foi 

utilizado tampão PBS pH 7,4 e controle positivo o peróxido de hidrogênio 100 µM.  

A cultura de leucócitos, foi utilizada nos ensaios que avaliaram os parâmetros oxidativos, 

citotóxicos e genotóxicos, descritos no Artigo I. Todos os parâmetros foram avaliados em 

triplicata. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética para Seres Humanos (CAAE: 

31211214.4.0000.5306) da Universidade Franciscana, Santa Maria, RS. 

 

4.8.2 Obtenção de PBMCs 

 

Para os ensaios de toxicidade in vitro, foram utilizadas células mononucleares de sangue 

periférico (PBMC), obtidas de amostras de sangue de adultos saudáveis do Laboratório de 

Análises Clínicas da Universidade Franciscana (LEAC-UFN). O projeto foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Seres Humanos (CAAE:31211214.4.0000.5306) da Universidade 

Franciscana, Santa Maria, Rio Grande do Sul. 

As PBMCs foram separadas do sangue total por diferença de densidade usando o 

reagente Ficoll Histopaque-1077. Posteriormente, foram cultivados de acordo com Montagner 

et al. (2010). 
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Os EBRb foram avaliados nas concentrações de 500, 100, 10, 1 e 0,1 µg/ml. Em todos 

os ensaios, as células permaneceram expostas aos tratamentos por 24 h nas concentrações 

determinadas, e as suspensões celulares foram mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 

por 24 h. Como controle negativo, foi utilizado o tampão PBS pH 7,4 e controle positivo, o 

peróxido de hidrogênio 100 µM.  

As PBMCs foram utilizadas nos ensaios que avaliaram a toxicidade in vitro, descrita no 

Artigo II. Todos os parâmetros foram avaliados em triplicata. 

 

4.9 PARÂMETROS OXIDATIVOS 

 

Para avaliar parâmetros de oxidação, foram utilizados o ensaio de espécies reativas de 

Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) que estimou a peroxidação lipídica (LPO) através da 

quantificação do malondialdeído (MDA) um dos produtos finais da LPO. O ensaio foi realizado 

de acordo com o descrito por Ohkawa et al. (1979), no qual a reação produz um composto 

colorido e pode ser detectado no comprimento de onda de 532 nm. Os níveis de TBARS foram 

medidos usando uma curva padrão de MDA e os valores expressos em nMol MDA/mL de 

leucócitos. 

Para avaliar a produção do óxido nítrico (ON), as células foram colocadas em contato 

com o reagente de Griess (ácido fosfórico a 5%, sulfanilamida 1% e N-1-nafiletilenodiamino-

bicloridrato 0,1%) por 15 min a temperatura ambiente. A absorbância foi medida a 540 nm 

(CHOI et al., 2012). 

Os radicais livres totais foram quantificados pelo método espectrofluorimétrico da 2’-

7’-Diclorofluoresceína Diacetato (DCFH-DA) que tem como base a conversão de um produto 

não fluorescente, a diclorodihidrofluoresceína (DCFH) em diclorofluoresceína (DCF) através 

de espécies reativas, em um produto fluorescente.  

Após a adição dos EBRb, o sobrenadante foi tratado com o DCFH (10 µM) em placa de 

96 poços preta e incubado a temperatura ambiente, no escuro durante 60 min. A leitura se deu 

em espectrofluorímetro, nos comprimentos de onda de emissão de 525 nm e excitação de 488 

nm (BASS et al., 1983; ESPOSTI, 2002; BARRY; MATTHEW, 2004). 

 

4.10 PARÂMETROS CITOTÓXICOS E GENOTÓXICOS 

 



46 
 

 

A viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT (Brometo de tetrazolio 2,5-

Diphenyl-3,-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl), no qual o sal tetrazolium hidrossolúvel, de coloração 

amarela é incorporado por células viáveis. Após reduzido, o MTT permanece armazenado no 

citoplasma celular, na forma de um composto formazan de coloração roxo-azulado que pode 

ser quantificado colorimetricamente, no comprimento de onda de 560 nm, sendo o valor da 

absorbância proporcional ao número de células viáveis (FUKUI; YAMABE; ZHU, 2010). A 

porcentagem de viabilidade celular foi calculada com base nos valores de fluorescência das 

amostras comparada ao controle negativo, conforme a equação: Fluorescência % = 

(fluorescência*100) / média do controle negativo. 

O ensaio do PicoGreen®, foi utilizado para quantificar o conteúdo de duplas fitas de 

DNA em solução, após o contato dos EBRb com as células. Para este ensaio, foi adicionado 10 

µL do reagente ao homogeneizado contendo o extrato. Após o período de incubação no escuro 

a temperatura ambiente, ocorreu a leitura em fluorímetro, nos comprimentos de onda de 

excitação de 480 nm e 520 nm de emissão (HÁ et al., 2011). 

Para identificar possíveis danos ao DNA, foi utilizado o ensaio do cometa alcalino 

(SINGH, 1995) que, através de eletroforese, foi possivel detectar presença de quebras de fita 

única na molécula do DNA e detertminar o índice de dano (ID) causados pelos extratos 

avaliados. 

Depois de incubado, o homozenizado, contendo os extratos e os leucócitos, foi disposto 

em lâminas pré revistas com agarose 1,5%. As lâminas passaram por processo de lise celular, 

no qual ocorreu a remoção das membras e citoplasma e o núcleo permaneceu exposto para a 

realização da eletroforese (aproximadamente 20 min, 25 V e 300 mA). Após a corrida 

eletroforética, as lâminas passaram pelos processos de neutralização, fixação e coloração para 

posteriormente serem analisadas em microscopia. 

O Dano ao DNA foi dado como índice de dano (ID), calculado a partir de células em 

diferentes classes, variando de zero (nenhum dano) a 4 (dano máximo). A soma dos valores 

forneceu o índice de dano para cada tratamento. O índice oscilou entre 0 (100 células x 0) e 400 

(100 células x 4). 

 

4.11 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA 

 

4.11.1 Cultura e tratamento celular 
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A atividade antiproliferativa in vitro foi avaliada em linhagens tumorais de diferentes 

origens, como melanoma humano (A375), câncer epitelial do colo do útero (HeLa), câncer de 

mama (MCF-7), câncer colorretal (HT-29) e câncer glioblastoma (U87). Uma linhagem não 

tumoral de fibroblastos murinos (3T3) também foi usada. 

As linhagens celulares foram cultivadas em meio DMEM (4,5 g/L de glicose) 

suplementado por 10% (v/v) de SFB, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 

mg/mL de estreptomicina a 37 °C, com 5% CO2. As células foram cultivadas frascos (75 cm2) 

e tripsinizadas usando tripsina-EDTA quando as células atingiram aproximadamente 80% de 

confluência (NOGUEIRA et al., 2013).  

Para os tratamentos, as células foram semeadas em placas de 96 poços e o EBRb foi 

adicionado nas concentrações de 75, 125, 250, 500 e 1000 µg/mL e incubado por 24 h. Como 

controle negativo, foi usado um meio DMEM + 5% FBS. 

 

4.11.2 Viabilidade Celular 

 

A avaliação da viabilidade celular foi realizada pelo método MTT (MOSMANN, 1983). 

As linhagens celulares foram incubadas com EBRb por 24 h, e o reagente MTT foi adicionado 

na concentração de 0,5 mg/mL e incubado por 3 h a 37 ºC com 5% de CO2. Após a remoção do 

corante, foi adicionado DMSO e as placas foram incubadas por 10 min em temperatura 

ambiente com agitação suave, e a absorbância das soluções resultantes foi lida a 550 nm. 

A viabilidade celular foi calculada como porcentagem de redução de sal de tetrazólio 

por célula viável em cada amostra em relação ao controle de células não tratadas. A IC50 

(concentração que causa 50% de morte da população de células) foi calculada para cada 

linhagem por ajuste de curva de porcentagem de sobrevivência celular contra concentrações de 

extrato. 

Por fim, o grau de seletividade do extrato contra linhagens de células tumorais foi 

determinado e expresso pelo Índice de Seletividade (SI) (BADISA et al., 2006; NOGUEIRA-

LIBRELOTTO et al., 2016), utilizando a seguinte fórmula: Índice de seletividade (SI) = IC50 

da linhagem celular não tumoral/IC50 da linha celular tumoral. 

A linhagem celular de melanoma humano A375 foi novamente submetida ao ensaio 

MTT como descrito acima e, permaneceu em contato com o EBRb por um período de 72 h. 

 

4.11.3 Apoptose 
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A linhagem celular de melanoma humano A375 também foi utilizada como modelo in 

vitro para investigar os mecanismos adjacentes de apoptose, com sensibilidade ao EBRb. Para 

tanto, as células foram cultivadas conforme descrito por Nogueira et al. (2013) e incubados por 

24 h com o extrato nas concentrações finais de 75, 125 e 250 µg/mL. Na detecção da apoptose, 

foi utilizado um kit comercial de Anexina PE/7-AAD, e sua aplicação seguiu as instruções do 

fabricante. 

 

4.12 TOXICIDADE IN VITRO 

 

Para avaliar a toxicidade in vitro, foram utilizados os ensaios de viabilidade celular pelo 

MTT, determinação de radicais livres totais utilizando a DCFH-DA, determinação dos níveis 

de óxido nítrico e a quantificação de DNA pelo método PicoGreen® como descrito 

anteriormente (BASS et al., 1983; ESPOSTI, 2002; BARRY; MATTHEW, 2004; FUKUI; 

YAMABE; ZHU, 2010; HÁ et al., 2011; CHOI et al., 2012). 

 

4.13 TOXICIDADE IN VIVO 

 

4.13.1 Animais experimentais 

 

Para os ensaios de toxicidade in vivo, foram utilizados ratos Wistar fêmeas e machos 

(com peso de 80-150 g), obtidos no Biotério Central da UFSM. Os animais foram separados 

aleatoriamente por sexo, colocados em caixas de polipropileno e aclimatados por uma semana 

antes do início dos tratamentos. Os animais foram mantidos em sala com temperatura 

controlada (22 ± 2°C), com ciclo claro/escuro de 12:12h, e alimentação e água ad libitum.  

Os testes foram realizados seguindo os princípios éticos de experimentação animal 

determinados Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). Para 

desenvolver o protocolo experimental, o projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética 

e Bem-Estar Animal da UFSM sob o número 4738280618. 

 

4.13.2 Toxicidade aguda 

 

A toxicidade oral aguda do EBRb foi determinada seguindo Diretrizes (OECD423) da 

Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE, 2001).  
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Foram utilizadas ratas Wistar, nulíparas e não gestantes, divididas em grupos teste e 

controle (n = 6). Antes de iniciar o tratamento, os animais foram pesados e permaneceram em 

jejum por 6 h. O EBRb foi administrado em dose única de 2000 mg/kg nos animais testes e o 

grupo controle recebeu água destilada (2 mL/kg), ambos via oral (gavagem). Após a 

administração, os animais foram observados individualmente durante os primeiros 30 minutos 

e posteriormente durante os 14 dias do experimento, monitorando-se peso, consumo de ração, 

alterações físicas e comportamentais. 

No 15º dia, os animais foram anestesiados para eutanásia, o sangue foi coletado por 

punção cardíaca para análise dos parâmetros hematológicos e bioquímicos. O peso relativo dos 

órgãos de cada animal foi determinado de acordo com a equação: peso relativo = peso absoluto 

do órgão (g) / peso corporal (g) X 100. 

 

4.13.3 Toxicidade em doses repetidas 

 

Para os ensaios em dose repetida, foram utilizados 20 ratos Wistar fêmeas e 20 machos, 

seguindo a Diretriz 407 da OECD (OECD, 2008). Os animais foram divididos em quatro grupos 

experimentais: três grupos testes e um grupo controle (n = 5 por grupo/sexo). O EBRb foi 

administrado nas doses de 200, 400 e 600 mg/kg de peso corporal e ao grupo controle foi 

administrada água destilada (3 mL/kg); os tratamentos foram via oral e diários durante 28 dias. 

Os animais foram observados individualmente, o peso foi constantemente monitorado, 

bem como o consumo de ração, mudanças físicas e comportamentais. No 29º dia, os animais 

foram eutanasiados e os procedimentos foram realizados conforme descrito para o teste de 

toxicidade oral aguda. Os órgãos vitais, como fígado, rins e baço foram excisados, pesados e 

armazenados para a realização de ensaios que dosaram dano oxidativo. 

 

4.13.4 Parâmetros bioquímicos e hematológicos 

 

A coleta de amostras de sangue foi realizada por punção cardíaca com o animal 

anestesiado (pentobarbital sódico e cloridrato de lidocaína), em frascos estéreis com e sem 

anticoagulante. O material biológico foi adequadamente homogeneizado e em seguida 

encaminhado ao Laboratório de Análises Clínicas Veterinárias (LacVet) da UFSM para ser 

processado. O soro foi separado da porção sanguínea e mantido congelado para posterior 

análise. 
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O sangue coletado em tubos contendo EDTA foi utilizado para as análises 

hematológicas, as quais incluíram hemoglobina (HGB), hematócrito (HCT), hemácias totais 

(RBC), volume médio corpuscular (MVC), concentração média de hemoglobina corpuscular 

(CHCM), plaquetas (PLT) e leucócitos totais (BC-2800 Vet – Auto Hematology Analyzer, 

Mindray), de acordo com métodos descritos por Schalm (1970). 

O leucócito diferencial foi realizado sob microscopia de imersão, com aumento de 

1000x, usando esfregaços feitos em lâmina de vidro e corados com Diff-Quick (Laborclin). As 

proteínas plasmáticas totais (PPT) foram verificados por refratômetro, usando a porção 

plasmática do microhematócrito capilar. 

A fração sanguínea sem anticoagulante foi centrifugada para obtenção do soro, utilizado 

na determinação dos níveis de atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST), creatinina (CRE), fosfatase alcalina (ALP), colesterol total (CHOL), 

ureia, proteínas séricas totais (T.P.), triglicerídeos (T.G.), lipoproteína de alta densidade (HDL), 

lipoproteína de baixa densidade (LDL) e gama-glutamil transferase (GGT). Para estas análises, 

foram utilizados kits comerciais (Bioclin®) e um analisador bioquímico automatizado 

(Mindray® BC 120). 

 

4.13.5 Parâmetros oxidativos 

 

4.13.5.1 Proteínas carboniladas e peroxidação lipídica 

 

Para a avaliação de dano em proteínas, as proteínas carboniladas foram estimadas no 

fígado e rins dos animais (REZNICK; PACKER, 1994). Após a reação com o DNPH (2,4-

dinitrofenilhidrazina), as amostras foram lidas a 370 nm em espectrofotômetro UV-VIS. A 

peroxidação lipídica (LPO), foi estimada pelo método do ácido tiobarbitúrico (TBARS). As 

leituras foram no comprimento de onda de 532 nm seguindo Draper e Hodley (1990). Ambos 

ensaios, foram realizados em triplicata. 

 

4.13.5.2 Atividade enzimática 

 

Os níveis de atividade das enzimas catalases (CAT) e superóxido dismutase (SOD) 

foram avaliadas no fígado e rins dos animais. O teste CAT foi realizado de acordo com o método 

descrito por Aebi (1984). Para determinar a atividade de SOD, o método descrito por Sun e 
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Zigman (1978) foi utilizado com algumas modificações, e as leituras foram realizadas em 

tempos diferentes em 480 nm. 

 

4.14 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os resultados foram analisados usando análise de variância unidirecional (ANOVA), 

seguido por teste post-hoc de Tukey (GraphPad Prism Software, Inc., versão 6). Os dados são 

expressos como média ± desvio-padrão (D.P.) e as diferenças entre os grupos foram 

consideradas estatisticamente significantes quando p <0,05. 

 

5 RESULTADOS 

 

Os resultados obtidos nesta Tese estão apresentados na forma de artigos e suas 

formatações seguem orientações dos periódicos aos quais foram submetidos. 
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Abstract 

Richardia brasiliensis is a species used in folk medicine and rich in active compounds. In this 

study, the extracts were submitted to UHPLC-ESI-MS/MS analysis and total polyphenols, 

tannins, and flavonoids assays. Besides, it was determined its antioxidant capacity, oxidative 

stress markers and toxicological profile. Fourteen polyphenols were found and, in the dosages, 

a slight change in the concentrations in each extract was observed. Regarding the antioxidant 

capacity, the responses were different in the methods used. There was an increase in lipid 

peroxidation, and NO, however total ROS remained unchanged. The cells remained more than 

90% viable and the extracts did not cause damage to single strands of DNA, with the exception 

of the crude autumn and spring extracts at 500 µg/mL. The results found in this study suggest 

that extracts are potentially toxic to human leukocyte cells in high concentrations; however, 

more studies should be performed in different cell lines. 

 

Keywords: Richardia brasiliensis; Rubiaceae; poaia branca; phytochemical profile; 

biological activity; polyphenols. 
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1. Introduction 

 

Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae) is an herb popularly known as "poaia 

branca," is found mainly in the Southern and Midwestern regions of Brazil (Lorenzi, 2008). 

There are reports of its use in traditional medicine as an antiemetic, hypoglycemic, anti-

hemorrhoids, and in the treatment against worms and skin diseases (Figueiredo et al. 2009). 

In its chemical matrix, there are secondary metabolites such as polyphenols, alkaloids, 

steroids, triterpenes, organic acids (Morais et al. 2013); however, little is known about 

biological activities and the pharmacological mechanisms. 

Traditionally, medicinal plants have been used to treat and cure human diseases, but 

they are also a source for synthesizing drugs in current clinical use. In this context, the aims of 

this study were to characterize the phytochemical matrix in plant material, to identify and 

quantify polyphenolic substances in the extracts of R. brasiliensis, as well as to determine the 

in vitro antioxidant capacity, and the cytotoxic and genotoxic effects of the four crude extracts 

obtained in the different seasons of the year.  

 

2. Results and Discussion 

 

In the aqueous extract (A.E.), anthocyanin heterosides, gums, mucilage, tannins, and 

amino groups were identified. In the hydroethanolic extract (H.E.), steroids or triterpenes, 

alkaloids, phenols, coumarins, organic acids, and flavonic heterosides were found. 

In the measurements of secondary metabolites (table S1), the highest content of total 

polyphenols was found in the spring, differing significantly from the other seasons. For 

flavonoids, the highest concentration was in autumn, but without significantly differing from 

the levels found in winter and spring. As for tannins, the highest content was in the summer, 

differing from other seasons. Through UHPLC-ESI-MS/MS, fourteen polyphenols were 

identified in the R. brasiliensis crude extracts. The predominant phenolic compounds were 

chlorogenic acid and rutin (table S2).  

Several studies have demonstrated these differences in the biochemical constitution of 

extracts, relating such changes mainly to environmental variables to which the plant is subject, 

extraction methods, plant organ or tissue used, solubility, and type of solvent used to extract 

the compounds (Hayat et al. 2020). 
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   Through the DPPH method, the extracts showed low antioxidant capacity when 

observed about the ascorbic acid standard. In the anti-hemolysis assay (AAPH), although not 

significantly different from the standard, the four C.E. had a pronounced antioxidant capacity 

highlighted on the CES and the CESP (table S3). The C.E. showed promising antioxidant 

activity obtained through in the ORAC analysis (figure S1). These results demonstrate that the 

antioxidant capacity is also related to the environmental conditions to which the plant is 

subjected. In addition, the amount and position of the hydroxyl groups, the molecular weight, 

the particle size, the solvent concentration, the contact time of the plant material/solvent, the 

temperature and the mass/solvent ratio also influence their ability to act as an antioxidant agent 

(Farag et al. 2020). 

In the TBARS analysis, the extracts increased malondialdehyde (MDA) levels at 500 

μg/mL, being statistically similar to the positive control H2O2 (100 μM), causing increased lipid 

peroxidation in the tested cells (figure S2). In the Nitric Oxide assay, it was observed that there 

was a slight increase in NO at concentrations of 500 µg/mL, except CES. However, there is no 

significant difference to N.C. (figure S3). In the assay evaluating reactive oxygen species, in 

general, the extracts maintained low ROS levels in all extracts, although showing some 

statistically different alterations from both controls (figure S4).  

Despite their antioxidant capacity, bioactive compounds such as polyphenols can 

become highly reactive molecules, increasing oxidative stress since some natural substances 

have a biphasic action effect, being an antioxidant at low concentrations and pro-oxidant when 

in higher doses (Chikara et al. 2018; Zhang and Tsao, 2016). In the evaluation of lipid 

peroxidation, our extracts seemed to be damage inducers when used at a higher concentration, 

increasing MDA levels in leukocyte membranes, which may culminate in important pathogenic 

events, since changes in polyunsaturated chains alter fluidity and compromise membrane 

integrity, resulting in cell damage and loss of function (Alché, 2019). It was also possible to 

observe that both ROS and NO levels slightly increase when evaluated at the highest 

concentration. Since they are regulatory molecules for many essential physiological functions, 

these changes and the excess of reactive species can often cause harmful effects on living cells, 

besides being associated with the development of various types of carcinomas, diabetes, aging, 

and inflammatory conditions (Fan et al. 2020). 

   In vitro genotoxicity and cytotoxicity assays were used as biological markers to 

determine possible mutagenic and genotoxic effects of the plant under study. In cell viability, 

the extracts could maintain cells at more than 90% viable (figure S5), and this critical parameter 
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was a prerequisite for the development of other cytotoxicity assays (Carvalho et al. 2015). In 

the assay that detected the presence of double-stranded DNA exposed to the medium, an 

increase in the presence of free dsDNA in the solution was observed (figure S6). 

In the alkaline comet assay, the extracts presented a dose-dependent behavior in which 

the concentrations of 500 µg/mL slightly increased the damage, decreasing as the tested 

concentration decreases (figure S7). However, only CEW (500 µg/mL) showed a significant 

difference. Compared to P.C. (39 D.I.), all seasons and concentrations evaluated presented a 

low damage index (D.I.). At the 500 µg/mL concentration, the damage indices for CES, CEA, 

CEW, and CESP were 9, 10, 13, and 8 D.I., respectively. In the same extracts, but at the 

concentration of 100 µg/mL, the D.I.s were 9, 7, 7, 7, and at the concentration of 10 µg/mL, 

they were 7, 4, 4, 7, respectively. 

 

4. Conclusion 

 

In summary, the chemical characterization of R. brasiliensis extracts determined the 

presence of flavonoids, alkaloids, coumarins, organic acids, among others. Fourteen 

polyphenols were identified that differed in their concentrations in the different extracts, 

showing high concentrations of rutin and chlorogenic acid. In the dosages of total polyphenols, 

flavonoids, and tannins, variations were also observed in different seasons, confirming that 

environmental changes (temperature, humidity, precipitation, etc.) directly influenced the 

chemical constitution of the plant under study. Regarding the antioxidant capacity, the DPPH 

assay showed low activity; however, our results were entirely satisfactory in the anti-hemolysis 

and ORAC assay, demonstrating that the species has an excellent capacity to protect against 

oxidative damage. The in vitro assays showed that the extract was able to induce oxidation 

levels depending on the concentrations tested, besides the present specific cytotoxic potential 

for human leukocytes at the highest tested concentration. Our findings were an essential step 

towards a better phytochemical and biological knowledge of the species.  Despite the varied 

phytochemical composition, emphasizing polyphenols' presence, of polyphenols, in general, R. 

brasiliensis seems to have a certain degree of toxicity in vitro. However, the mode of action of 

the extract is still unclear, and further studies of toxicological characterization are needed. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

Phytochemical characterization, antioxidant capacity, and in vitro toxicity of Richardia 

brasiliensis Gomes crude extracts 

 

3. Experimental 

 

3.1. Botanical material and extract preparation 

 

The species Richardia brasiliensis was collected at the Federal University of Santa 

Maria (UFSM), R.S., Brazil (29º43.277S, 053º42.844W), identified by Dr. Thais Scott do 

Canto-Dorow, and deposited in the herbarium of the Department of Biology (SMDB) of UFSM, 

under registration 13966. The access to genetic heritage or associated traditional knowledge is 

registered in the Sistema Nacional de Gestão de Patrimônio Genético e do Conhecimento 

Tradicional Associado (SisGen) under the number A2F514D. 

The pharmacon was composed of the aerial parts (stem, leaves, and flowers), collected 

in summer (January), autumn (April), winter (August), and spring (October). These parts were 

oven-dried at 45ºC for seven days and reduced to powder in a knife mill. To prepare the crude 

extracts (C.E.), maceration with hydroethanolic solvent (70%) was used for 30 days after the 

material obtained was concentrated and lyophilized. The extracts were denominated according 

to the time of their collections: (CES): Crude summer extract; (CEA): Crude autumn extract; 

(CEW): Crude winter extract; (CESP): Crude spring extract. 

 

3.2. Identification and characterization of the chemical matrix 

 

Phytochemical screening was performed using colorimetric methods to identify 

secondary metabolites, following Moreira (1979); Wagner and Bladt (1996); Costa (1982). The 

analyses prepared a 20% hydroethanolic extract (H.E.) for the alkaloids, flavonoids, coumarins, 

anthraquinones, steroids, triterpenes, and a 20% aqueous extract (A.E.) for the anthocyanin 

heterosides, saponins, cyanogenic heterosides, tannins, and amino groups. All analyses were 

performed in triplicate. 

https://doi.org/10.1016/j.cofs.2016.02.002


59 
 

 

According to Wagner and Bladt (1996), the extracts were subjected to thin-layer 

chromatography (L.C.) using the stationary phase silica G chromatoplates, with or without 

fluorescence as the mobile solvent phase or a solvent mixture and a developer when necessary. 

The extracts were chromatographed along with standards made available for each secondary 

compound group. 

 

3.3. Dosage of total polyphenols, flavonoids, and tannins 

 

Dosages of total polyphenols were performed under Chandra and Mejia (2004). For the 

determination, Folin-Ciocalteu reagent (1N) was used, and the results are expressed in 

milligrams of gallic acid per gram of dry extract, in which an equation for the standard curve 

(y = 0.0386x-0.0181, with r = 0.9993) was obtained for the concentrations of 1; 3; 5; 10 and 20 

µg/mL. The extracts were prepared at a concentration of 0.04% in distilled water, and the 

readings were performed in a spectrophotometer (Shimadzu-UV-1201) at a wavelength of 730 

nm. 

For flavonoid dosing, a quercetin standard with an aluminum chloride solution (reagent) 

was used. Samples were prepared using 0.04% dry extract in 70% methanol. Total flavonoid 

content is expressed in milligrams of quercetin equivalent per gram of each extract. The 

equation for the standard quercetin curve (y = 0.0127x-0.0019, with r = 0.9952), was obtained 

at the concentrations of 5; 10; 15; 25 and 30 µg/mL. Reading was performed at 425 nm (Woisky 

and Salatino, 1998). 

The tannin dosage was performed using the vanillin method, following Agostini-Costa 

et al. (2003), using catechin as the standard with a reading performed at 490 nm. The total 

tannin content is expressed in milligrams equivalent to catechin for grams of each dry extract. 

The concentrations used to obtain the standard curve (y = 0.0002x + 0.0024, with r = 0.9973) 

were 25; 150; 300; 450; 600; 800 e 900 µg/mL. 

 

3.4. Preparation of the samples for analysis by UHPLC-ESI-MS/MS 

 

An amount of 0.06 g of R. brasiliensis lyophilized extracts was re-suspended in 3 mL 

of methanol and sonicated until complete dissolution and then diluted in 12 mL of ultrapure 

water. The samples were acidified with acetic acid 0.1% (v/v), filtered through a 0.2 μm 

membran, and afterward treated using the solid phase extraction technique (SPE). The cartridge 
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used was a Strata C18-E (Phenomenex, Torrance, USA), 500 mg, 3 mL. The samples were 

conditioned with 6 mL of methanol:acetic acid 0.2% (1:1, v/v) and equilibrated with 6 mL of 

acetic acid 0.1% (v/v) in water. A fixed volume of 2 mL of extracts, obtained with final 

methanol: water: acetic acid solution of 20:80:0.1 (v/v), was percolated at a 2 mL/min flow rate, 

followed by washing with 2 mL of acetic acid 0.1%. Finally, the cartridge was eluted with 2 

mL of methanol. 

 

3.5. Determination of polyphenols by UHPLC-ESI-MS/MS 

 

From the method developed and validated by Faccin et al. (2017), 24 polyphenols 

(gallic acid, chlorogenic acid, catechin, vanillic acid, caffeic acid, 6-hydroxycoumarin, p-

coumaric acid, ferulic acid, rutin, 4-hydroxycoumarin, rosmarinic acid, quercitrin, myricetin, 

fisetin, resveratrol, 3-acetylcoumarin, trans-cinnamic acid, quercetin, luteolin, apigenin, 

kaempferol, 3,6-dihydroxyflavone, chrysin and galangin) were characterized by UHPLC-

MS/MS with electrospray ionization. The analysis was performed in an Agilent Technologies 

1260 Infinity chromatograph with automatic injection coupled to Agilent 6430 Triple 

Quadrupole mass spectrometer. The chromatographic column used in the separation was a 

Zorbax SB-C18 (Agilent) column of dimensions 2.1 × 50 mm and particle size 1.8 μm 

maintained at a temperature of 40°C.  

The compounds were separated using the elution gradient mobile phase, which 

combined acidified water with acetic acid 0.1% (A), and acetonitrile (B) at a constant flow rate 

of 0.8 mL/min and injection volume was 5 μL. The elution program was: 8.0% B (0.00-0.10 

min); 8.0-25.8% B (0.10-3.45 min); 25.8–54.0% B (3.45-6.90 min); 54.0-100.0% B (6.90-7.00 

min); and 100.0% B (7.00-9.00 min). 

As a source of electrospray ionization, nitrogen was used as the drying gas at a 

temperature of 250ºC, with an 11 L/min flow, a 30 psi nebulizer, and a 2.4 kV capillary voltage. 

Afterwards, the ionized compounds were analyzed in an Agilent 6430 Triple Quadrupole mass 

spectrometer operating in the multiple reaction monitoring (MRM) mode with a resolution of 

0.7 m/z (FWHM). High purity nitrogen gas was used to induce collisions and the collision 

energy was optimized for each analyte. After finishing the gradient program, a time of 4.0 min 

was adopted for re-equilibrating the system, which was based on the initial pressure being 

established and the acquired data were analyzed in specific software (Faccin et al. 2016). 
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3.6. Antioxidant capacity 

 

3.6.1. DPPH radical sequestration assay 

 

For the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay, the solutions containing the 

extracts were prepared in ethanol at a concentration of 200 μg/mL and diluted to final 

concentrations of 1.5625; 3.125; 6.25; 12.5; 25; 50; 100 and 200 μg/mL. Ascorbic acid was 

used for the standard, and a positive control used extract without DPPH, and a negative control 

used DPPH and ethanol. Readings were carried out on a spectrophotometer UV/VIS (Kasuaki®) 

at 518 nm. The percent inhibition was calculated using the following equation:  

% inhibition = 100 - [(Sample Abs - White Abs) x 100 / negative control Abs]  

Determination of IC50 was obtained by linear regression, being the mean values of the 

triplicates (Choi et al. 2002). 

 

3.6.2. AAPH Anti-hemolysis assay 

 

  An erythrocyte suspension was previously prepared from blood samples collected from 

volunteers in the research group, obtained by venipuncture, separated by centrifugation, and 

washed successively with PBS pH 7.4 buffer solution. For the anti-hemolysis assay, it was used: 

(a) negative control (erythrocyte suspension + PBS buffer); (b) positive control (erythrocyte 

suspension + distilled water); (c) hemolytic effect control of AAPH (2,2'-azobis (2-

amidinopropane) dihydrochloride) (suspension + PBS + 100 mM AAPH,); (d) treatment 

groups: PBS + suspension + 100 mM AAPH + extracts at the concentrations of 10, 25, 50, 100, 

250, and 500 μg/mL. All of the assays were evaluated in triplicate. Spectrophotometric readings 

were taken at 540 nm and the IC50 (inhibitory concentration 50) was calculated (Baccarin et al. 

2015). 

 

3.6.3. ORAC Assay 

 

The ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) method was performed as 

described by Ou et al. (2001), in which the ability of the sample to sequester free radicals against 

a peroxyl radical, induced by 2,2'-azobis aminopropane dihydrochloride (AAPH) at 37°C was 

assessed. For analysis, a SpectraMax® M5 microplate reader (Molecular Devices, California, 
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USA) was used. The antioxidant capacity was determined from the area under the curve (AUC), 

and the results were compared with a Trolox curve (0-96 μmol/L) and expressed in μmol 

Trolox/g crude extract. The following formula gave the AUC:  

AUC = 1 + time one fluorescence / time zero fluorescence + time two fluorescence / 

time zero fluorescence + time three fluorescence / time zero fluorescence + one reading cycle 

fluorescence (1 min) / time zero fluorescence. 

 

3.7. Human Blood Samples and Preparation of Leukocyte Culture 

 

For cell culture preparation, peripheral blood was obtained through venipuncture, using 

tubes of the type Vacutainer® with heparin. Leukocyte cultures were prepared according to 

methodologies by Montagner et al. (2010); Boligon et al. (2012). 

The four crude extracts (CES, CEA, CEW, CESP) of R. brasiliensis were used in 

concentrations of 10, 100, and 500 µg/mL. In all tests, the cells remained exposed to the 

treatments for 24 h at the determined concentrations, and the cell suspensions were maintained 

at 37ºC and an atmosphere of 5% CO2 for 24 h. The negative control with a PBS buffer pH 7.4 

and positive control with 100 µM hydrogen peroxide was included. All parameters were 

evaluated in triplicate. 

The Ethics Committee approved the project for Human Beings of the Franciscan 

University, Santa Maria, RS (CAAE: 31211214.4.0000.5306). 

 

3.8. Oxidative parameters 

 

To evaluate oxidation parameters, it was used the thiobarbituric acid reactive substances 

(TBARS) assay, which estimates lipid peroxidation (LPO) through the quantification of 

malondialdehyde (MDA), one of the final products of LPO. The test was carried out by Ohkawa 

et al. (1979), and spectrophotometric readings were performed at 532 nm. 

To evaluate nitric oxide production (NO), the cells were placed in contact with the 

Griess reagent (5% phosphoric acid, 1% sulfanilamide, and 0.1% N-1-

naphthylethylenediamine-dihydrochloride) for 15 min at room temperature. Absorbance was 

measured at 540 nm (Choi et al. 2012). 

Total levels of reactive oxygen species (ROS) were quantified by the 2'-7'-

Dichlorofluorescein Diacetate (DCFH-DA) spectrofluorimetric method based on the 
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conversion of a non-fluorescent product, dichlorodihydrofluorescein (DCFH), into 

dichlorofluorescein (DCF) through reactive species in a fluorescent product. After adding the 

CERb, the cells were treated with DCFH (10 µM) and incubated at room temperature in the 

dark for 60 min. The emission was at 525 nm and the excitation at 488 nm (Bass et al. 1983; 

Esposti, 2002; Barry and Matthew, 2004). 

 

3.9. Cytotoxic and genotoxic parameters 

 

The cellular viability was evaluated using the MTT method (2,5-Diphenyl-3- 

tetrazolium bromide (4,5-dimethyl-2-thiazolyl), in which the yellow water-soluble tetrazolium 

salt is incorporated by viable cells. After reduction, the MTT remains stored in the cell 

cytoplasm, in the form of a formazan compound with a bluish-purple coloration that can be 

quantified colorimetrically at 560 nm absorbance value proportional to the number of viable 

cells (Fukui et al. 2010). The results are expressed as the percentage cell viability of that of the 

negative control. 

To quantify the content of DNA released in the medium after contact of the C.E. with 

the cells was used the PicoGreen® assay. For this assay, an ultra-sensitive fluorescent reagent 

was used in which it was possible to quantify the double strand of DNA (dsDNA) in solution 

by reading the excitation at 480 nm and 520 nm of emission (Há et al. 2011). Results were 

expressed as free extracellular dsDNA levels (% of negative control). 

To identify possible DNA damage was used the alkaline comet assay (Singh, 1988). In 

this assay, through electrophoresis, it is possible to detect the presence of single-strand breaks 

in the DNA molecule and determine the damage index (D.I.), calculated from cells in different 

damage classes, ranging from zero (no damage) to 4 (maximum damage). The sum of the values 

provides the damage index for each treatment. The index ranges from 0 (100 cells x 0) to 400 

(100 cells x 4). 

 

3.10. Statistical analysis 

 

The results were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by 

Tukey's posthoc test (GraphPad Prism Software, Inc., version 6). The data are expressed as 

mean ± standard deviation (S.D.), and the differences between the groups were considered 

statistically significant when p<0.05. 
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Tables: 

 

Table S1. Dosing of total polyphenols, flavonoids, and tannins in the four crude extracts of R. 

brasiliensis. 
Crude extract (mg/g) 

Constituents CES CEA CEW CESP 

Total polyphenols 26.37d ± 0.46 28.09b ± 0.07 27.32c ± 0.16 30.67a ± 0.25 

Flavonoids 15.73b ± 0.39 28.90a ± 0.73 27.75a ± 0.57 27.50a ± 1.09 

Tannins 38.54a ± 0.19 12.45d ± 0.12 15.82c ± 0.66 17.20b ± 0.19 

 

Results are expressed as mean ± S.D. Different letters indicate statistical differences. The values were considered 

to be significantly different when p <0.05. (CES): Crude summer extract; (CEA): Crude autumn extract; (CEW): 

Crude winter extract; (CESP): Crude spring extract. 
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Table S2. Compounds identified and quantified by UHPLC-ESI-MS/MS in the four crude extracts of R. brasiliensis. 

 

Compounds 

Fragmentor 

(V) 

CES (mg/g) a b r CEA (mg/g) a b r CEW (mg/g) a b r CESP (mg/g) a b r 

Chlorogenic acid 104 0.386 ± 0.0062 3.31 2099.18 0.999 1.5863 ± 0.0179 0.76 1580.19 0.999 0.4475 ± 0.0111 3.50 2367.5 0.995 0.5073 ± 0.0169 3.91 2995.16 0.991 

Catechin 134 0.028* ± 0.0012 4.60 226.87 0.998 0.037 ± 0.0015 3.99 206.06 0.998 0.0171 ± 0.0007 4.52 125.66 0.999 0.0288* ± 0.0017 4.27 199.60 0.996 

Vanillic acid 92 0.023 ± 0.0010 17.80 368.33 0.999 0.0275 ± 0.0015 15.41 300.40 0.999 0.0377 ± 0.0005 15.08 468.93 0.999 0.0574 ± 0.0012 15.02 712.2 0.999 

Caffeic acid 106 0.0054 ± 0.0005 8.61 161.13 0.997 0.0136* ± 0.0006 7.72 288.26 0.998 0.0182 ± 0.0003 8.58 499.46 0.999 0.0142* ± 0.0004 8.29 376.86 0.998 

P-coumaric acid 96 0.0034 ± 0.0001 14.42 343.20 0.999 0.0083 ± 0.0004 11.53 530.86 0.998 0.0075 ± 0.0002 12.76 618.86 0.999 0.0104 ± 0.0001 12.30 823.80 0.999 

Ferulic acid 88 0.0107 ± 0.001 13.94 251.60 0.998 0.0246 ± 0.0017 11.05 361.60 0.997 0.0223 ± 0.0006 11.62 401.53 0.999 0.0293 ± 0.0002 11.17 506.86 0.999 

Rutin 210 0.8938 ± 0.0132 18.42 56458.40 0.999 2.1128 ± 0.0211 7.59 43492.95 0.999 0.502 ± 0.0134 13.53 21423.73 0.995 4.1228 ± 0.0801 2.49 32383.80 0.998 

Rosmarinic acid 138 0.0116 ± 0.0013 4.23 91.67 0.997 - - - - - - - - - - - - 

Quercitrin 164 - - - - 0.0008 ± 0.0001 5.93 89.33 0.999 - - - - - - - - 

Trans-cinnamic acid 90 0.0015* ± 0.0003 38.88 86.60 0.999 0.0038 ± 0.0011 35.55 162.93 0.998 0.0014* ± 0.0001 37.77 74.66 0.999 0.0007* ± 0.0003 36.70 35.13 0.998 

Quercetin 126 0.0062* ± 0.0007 32.79 354.67 0.998 0.0074* ± 0.0011 35.05 354 0.998 0.1336 ± 0.0033 28.62 6107.73 0.997 0.1146 ± 0.0045 33.84 6192.26 0.994 

Luteolin 162 < ILOQ 8.93 2.27 0.999 < ILOQ 9.95 -10.53 0.994 0.0003 ± 0.0001 8.95 16.60 0.999 0.0008 ± 0.0002 8.92 44.46 0.998 

Apigenin 136 0.0002 ± 0.0001 9.30 11.53 0.999 0.0002 ± 0.0001 8.78 9.46 0.999 - - - - < ILOQ 8.68 -6.13 0.999 

Kaempferol 164 0.0043 ± 0.0011 11.94 21.73 0.999 0.0147 ± 0.0027 10.71 52.46 0.999 0.0953 ± 0.0045 10.13 375.86 0.998 0.0661 ± 0.0029 10.51 270.13 0.999 

 

Results are expressed as mean ± S.D. (V): Fragmentor energies. (CES): Crude summer extract. (CEA): Crude autumn extract. (CEW): Crude winter extract. (CESP): Crude 

spring extract. (ILOQ): Limit of Instrumental Quantification. (a): Slop (µg/g). (b): Intercept (µg/g). (r): Correlation coefficient of the standard addition analytical curve. (*): no 

significant difference between seasons.
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Table S3. Antioxidant capacity of crude extracts of R. brasiliensis. 

Samples 
IC50 (mg/mL) 

DPPH AAPH 

Standard 0.0272a ± 0.01  0.2534 ± 0.04  

CES 0.2916b ± 0.03 0.5051 ± 0.03 

CEA 0.2460b ± 0.01 0.1531 ± 0.02 

CEW 0.2040b ± 0.01 0.1566 ± 0.01 

CESP 0.1456b ± 0.01 0.3702 ± 0.03 

 

Results are expressed as mean ± S.D. Different letters indicate statistical differences. The values were considered 

to be significantly different when p <0.05. Standard: Ascorbic acid; (CES): Crude summer extract; (CEA): Crude 

autumn extract; (CEW): Crude winter extract; (CESP): Crude spring extract. 
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Fig S1 Antioxidant activity of C.E. through the ORAC assay. (CES): Crude summer extract; 

(CEA): Crude autumn extract; (CEW): Crude winter extract; (CESP): Crude spring extract. 
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Fig S2 TBARS lipid peroxidation test in human leukocytes. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Results are expressed as mean ± S.D. The values were considered to be significantly different when p <0.05. 

*Compared to N.C. ** Compared to the P.C. NC: negative control (PBS buffer pH 7.4); P.C.: positive control 

(hydrogen peroxide 100 µM); CES: Crude summer extract; CEA: Crude autumn extract; CEW: Crude winter 

extract and CESP: Crude spring extract.  
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Fig S3 Result of the Nitric Oxide Test using Gries reagent in human leukocytes. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Results are expressed as mean ± S.D. The values were considered to be significantly different when p <0.05. 

*Compared to N.C. NC: negative control (PBS buffer pH 7.4); P.C.: positive control (hydrogen peroxide 100 µM); 

CES: Crude summer extract; CEA: Crude autumn extract; CEW: Crude winter and CESP: Crude spring extract.  
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Fig S4 The relative concentration of free radicals at different concentrations of the crude extract 

of R. brasiliensis.  

 

 

 

 

 

 

Results are expressed as mean ± S.D. The values were considered to be significantly different when p <0.05. 

*Compared to N.C. ** Compared to the P.C. NC: negative control (PBS buffer pH 7.4); P.C.: positive control 

(hydrogen peroxide 100 µM); CES: Crude summer extract; CEA: Crude autumn extract; CEW: Crude winter 

extract and CESP: Crude spring extract.  
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Fig S5 Cell viability of leukocytes measured by the MTT colorimetric assay after exposure to 

different concentrations of R. brasiliensis. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Results are expressed as mean ± S.D. The values were considered to be significantly different when p <0.05. 

*Compared to N.C. NC: negative control (PBS buffer pH 7.4); P.C.: positive control (hydrogen peroxide 100 µM); 

CES: Crude summer extract; CEA: Crude autumn extract; CEW: Crude winter extract and CESP: Crude spring 

extract. 
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Fig S6 Determination of free dsDNA levels in the extracellular medium after exposure to 

different concentrations of R. brasiliensis after 24 h. 

 

 

 

 

 

 
 

Results are expressed as mean ± S.D. The values were considered to be significantly different when p <0.05. 

*Compared to N.C. NC: negative control (PBS buffer pH 7.4); P.C.: positive control (hydrogen peroxide 100 µM); 

CES: Crude summer extract; CEA: Crude autumn extract; CEW: Crude winter extract and CESP: Crude spring 

extract. 
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Fig S7 Alkaline comet assay for human leukocytes after exposure to different concentrations 

of R. brasiliensis extract. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Results are expressed as mean ± S.D. The values were considered to be significantly different when p <0.05. 

*Compared to N.C. ** Compared to the P.C. NC: negative control (PBS buffer pH 7.4); P.C.: positive control 

(hydrogen peroxide 100 µM); CES: Crude summer extract; CEA: Crude autumn extract; CEW: Crude winter 

extract and CESP: Crude spring extract. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



76 

 

C.E.A: Crude extract of aerial parts; C.E.R: Crude extract of roots; SISGEN: Sistema Nacional de Gestão de 

Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado; SMDB: Herbarium of the Department of 

Biology; D.N.P: Dictionary of Natural Products; CONCEA: Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal. 
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ABSTRACT 

Richardia brasiliensis, known as poaia branca, is a medicinal species widely distributed 

throughout Brazil and used in folk medicine. However, studies on its toxicity are practically 

non-existent, and little is known about its biological activity. This study aimed to investigate 

its phytochemical compounds, assess its in vitro and in vivo toxicities, and determine its 

antiproliferative activity. UHPLC-ESI-HRFTMS performed the phytochemical 

characterization, and the antiproliferative activity was analyzed in different tumor cell lines. In 

vitro toxicity was evaluated in PBMC cells, and in vivo acute and repeated dose toxicity was 

evaluated according to OECD guidelines. It was identified alkaloids and terpenes as significant 

compounds. Regarding its antiproliferative activity, the human melanoma strain decreased its 

viability by about 95%. In vitro toxicity showed that the extracts maintained the viability of 

PBMCs; however, higher concentrations were able to increase the production of dsDNA 

quantity. In vivo tests showed no mortality nor signs of toxicity; the alterations found in 

hematological and biochemical parameters are within the standards for the species. The results 

indicate that R. brasiliensis has a good effect against the tumor cell line; still, more studies on 

its toxicity at higher concentrations are needed. 

 

Keywords: Poaia-branca. Rubiaceae. Medicinal plant. Active substances. Phytochemical 

analysis. Biological activity. Antiproliferative. Toxicity. In vitro test. Animal model. 

 

1. Introduction 

 

Medicinal plants are used by a large part of the world population to treat symptoms or 

cure illnesses. In addition to being easily accessible, it is believed that medicinal plants do not 

cause adverse effects because they are natural; however, there is a significant gap in relation to 

scientific knowledge about the toxicological effects that these plants cause on human bodies. 

Nonetheless, natural sources such as plants and their isolated active substances are agents used 

as prototypes for a variety of drugs that are currently available, such as substances used in 

cancer treatment, of which over 60% come from natural sources (Farag et al., 2020; George et 

al., 2017). 

In general, medicinal plants have a complex chemical structure arising from different 

secondary metabolic pathways directly related to environmental parameters, defense 

mechanisms, development stages, and species-specific metabolic pathways (Sampaio et al., 

2016). This fact reflects the vast diversity of compounds present in plants used in the most 

diverse biological functions. 

Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae) is a species native to South America, found 

from the Andes Mountains to the Atlantic Coast and discontinuously in several Brazilian states, 

mainly in regions with intense agricultural activities popularly known as poaia branca or ipeca. 

In traditional medicine, it is used to treat diabetes, as anti-hemorrhoids, antiemetics, and 
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expectorants, in deworming, and in the treatment of eczema and burns (Matias et al., 2018; 

Morais et al., 2013). However, few scientific studies describe the use of the species in folk 

medicine and its real pharmacological effects, in addition to practically no research on its 

possible toxic effects. 

In our bibliographic research, no studies of R. brasiliensis were found regarding the safe 

use of extracts from this species. Therefore, this study aimed to characterize phytochemical 

compounds in extracts of aerial parts and roots of R. brasiliensis, as well as to evaluate their 

toxicity in vitro and in vivo models and to determine the antiproliferative activity of the extract 

of aerial parts against tumor cell lines. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Plant material 

 

The aerial parts and roots of Richardia brasiliensis were collected at UFSM campus, 

RS, Brazil (S29º43.277’ W053º42.844’), and identified by Dr. Thais Scott do Canto-Dorow. A 

sample was deposited in the herbarium of the Department of Biology (SMDB) of UFSM, under 

registration number 13966. This study is registered in the Sistema Nacional de Gestão de 

Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), under number 

A2F514D. 

 

2.2. Obtention of extracts 

 

The plant material was dried at 45 ºC in a circulating air oven and then ground, and its 

extracts were prepared by maceration, using 70% alcohol for approximately 30 days, with 

solvent renewal every seven days. After removing the alcohol through rotaevaporation (~40 

ºC), the extracts were lyophilized and stored for later use. A qualitative chemical analysis was 

performed on the crude extract of aerial parts (CEA) and roots (CER) of R. brasiliensis. For the 

other biological assays, only the CEA was used. 

 

2.3. Phytochemical analysis of Richardia brasiliensis by UHPLC-ESI-HRFTMS 
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The extracts of aerial parts and roots of R. brasiliensis were dissolved in methanol 

(HPLC grade) at 1 mg/mL then filtered through PTFE (0.22 μm). The samples were analyzed 

via high-performance liquid chromatography coupled with high-resolution mass spectrometry 

(UHPLC-ESI-HRFTMS) (Accela-Exactive Plus, Thermo Scientific®). The chromatographic 

analysis of the extracts was performed on a C-18 ACE® analytical column (3.0 × 150 mm, 3 

μm) placed inside an oven maintained at 40 °C. The analysis used 0.1% aqueous formic acid as 

solvent A and acetonitrile with 0.1% formic acid as solvent B under the following gradient 

elution program: 10-100% of solvent B for 30 min in a linear gradient, 400 μL/min flow rate. 

The electrospray ionization method was used for mass spectrometry under the following 

conditions: spray voltage = 3.6 kV in positive mode ionization, the capillary temperature at 320 

°C, and mass range: m/z 120-1500. 

 

2.4. Antiproliferative activity 

 

2.4.1. Cell culture and treatments 

 

In order to assess the in vitro antiproliferative activity, tumor cell lines from different 

origins such as human melanoma (A375), human epithelial cervical cancer (HeLa), breast 

cancer (MCF-7), colorectal cancer (HT-29), and human glioblastoma (U87) were used. A non-

tumor strain of murine fibroblasts (3T3) was also used; the cells were cultured as Nogueira et 

al. (2013) described. For the treatments, cells were seeded in 96-well plates, and CEA was 

added at concentrations of 75, 125, 250, 500, and 1000 µg/mL and incubated for 24 h. As a 

negative control, a DMEM medium + 5% FBS was used. 

 

2.4.2. Cell viability using MTT 

 

An evaluation of cellular viability was performed using the MTT method (2,5-diphenyl-

3-tetrazolium bromide (4,5-dimethyl-2-thiazolyl)), as described by Mosmann (1983). Cell lines 

were incubated with CEA for 24 h, and MTT was added at a concentration of 0.5 mg/mL and 

incubated for 3 h at 37 ºC with 5% CO2. After removing the dye and adding DMSO, the plates 

were incubated for 10 min at room temperature with gentle shaking, and the absorbance of the 

resulting solutions was read at 550 nm. Cell viability was calculated as the percentage of 

tetrazolium salt reduction per viable cell in each sample against the untreated cell control. The 
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IC50 (concentration causing 50% death of the cell population) was calculated for each cell line 

by curve fitting of percent cell survival against concentrations of extract. Finally, the degree of 

selectivity of the extract against tumor cell lines is expressed by the Selectivity index (SI) 

(Badisa et al., 2006; Nogueira-Librelotto et al., 2016), which was calculated as follows:  

Selectivity index (SI) = IC50 in non-tumor cell line/ IC50 in tumor cell line 

The human melanoma cell line A375 was again submitted to the MTT assay as 

described above; however, it remained in contact with CEA for a period of 72 h. 

 

2.4.3. Apoptosis 

 

The human melanoma cell line A375 was also used as an in vitro model to investigate 

the adjacent mechanisms of apoptosis, with sensitivity to the CEA. To this end, the cells were 

cultured as described by Nogueira et al. (2013) and incubated for 24 h with the extract at the 

final concentrations of 75, 125, and 250 µg/mL. To detect apoptosis, a commercial kit of 

Annexin PE/7-AAD was used, and its application followed the manufacturer's instructions.  

 

2.5. In vitro toxicity 

 

2.5.1. Cell culture and treatments 

 

For in vitro toxicity assays, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained 

from blood samples from healthy adults at the Laboratório de Análises Clínicas of the 

Universidade Franciscana (LEAC-UFN) used. The project was approved by the Ethics 

Committee for Human Beings (CAAE:31211214.4.0000.5306) of the Universidade 

Franciscana, Santa Maria, in the state of Rio Grande do Sul. 

PBMCs were separated from whole blood by density difference using the Ficoll 

Histopaque-1077 reagent. Afterward, they were cultured according to Montagner et al. (2010). 

The CEA was evaluated at 500, 100, 10, 1, and 0.1 µg/ml concentrations. In all assays, cells 

remained exposed to treatments for 24 h at the determined concentrations, and cell suspensions 

were kept at 37 °C in an atmosphere of 5% CO2 for 24 h. A PBS buffer with pH 7.4 was 

employed as a negative control, and positive control with 100 µM hydrogen peroxide was used. 

All parameters were evaluated in triplicate. 
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2.5.2. Cell viability 

 

The MTT assay was used to determine the viability of PBMCs against the CEA as 

previously described (Mosmann, 1983). 

 

2.5.3. Total free radicals 

 

Total free radicals were quantified using the 2’-7’-Dichlorofluorescein diacetate 

(DCFH-DA) spectrofluorimetric method according to Barry and Matthew, 2004; Bass, 1983; 

Esposti, 2002. 

 

2.5.4. Nitric oxide levels 

 

To evaluate the nitric oxide production (NO), the PBMCs remained in contact with a 

Griess reagent (5% phosphoric acid, 1% sulfanilamide, and 0.1% N-1-Naphylethylenediamine-

bihydrochloride) for 15 min at room temperature. Absorbance was measured at 540 nm (Choi 

et al., 2012). 

 

2.5.5. DNA quantification 

 

For the quantification of double-stranded DNA released in the medium after the contact 

of the CEA with the cells, the PicoGreen® assay was employed. In this assay, an ultrasensitive 

fluorescent reagent was added to the supernatant, and readings were taken in a fluorimeter at 

the wavelengths of 480 nm (excitation) and 520 nm (emission) (Há et al., 2011). 

 

2.6. In vivo toxicity 

 

2.6.1. Experimental animals 

 

Female and male Wistar rats (weighing 80-150 g) were obtained from the Animal House 

of the UFSM. The animals were randomly separated by sex, placed in polypropylene boxes, 

and acclimated for one week before starting the treatments. The animals were kept in a room 

with a controlled temperature (22 ± 2 °C), with a 12:12h light/dark cycle, and food and water 
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ad libitum. The tests were performed following the ethical principles of animal experimentation 

developed by the CONCEA. To develop the experimental protocol, the project was submitted 

and approved by the Ethics and Animal Welfare Committee of UFSM under the number 

4738280618. 

 

2.6.2. Acute toxicity 

 

The acute oral toxicity of the CEA was determined following Guideline 423 of the 

Organization for Economic Cooperation and Development (OECD, 2001). Nulliparous and 

non-pregnant female Wistar rats were used and divided into test and control groups (n = 6). 

Before starting treatment, the animals were weighed and then fasted for 6h; CEA was 

administered in a single dose of 2000 mg/kg, while a control group received distilled water (2 

mL/kg), both via oral (gavage). After administration, the animals were observed individually 

during the first 30 min and subsequently during the 14 days of the experiment, monitoring 

weight, feed intake, and physical and behavioral changes. 

On the 15th day, the animals were anesthetized for euthanasia, and blood was collected 

by cardiac puncture to analyze hematological and biochemical parameters. The relative weight 

of the organs of each animal was determined according to the equation: relative weight = 

absolute organ weight (g) / body weight (g) X 100. 

 

2.6.3. 28-day repeated dose toxicity 

 

For the repeated dose test, 20 females and 20 male Wistar rats were used, following the 

OECD Guideline 407 (OECD, 2008). The animals were divided into four experimental groups: 

three test groups and a control group (n = 5 per group/by gender). The CEA was administered 

at doses of 200, 400, and 600 mg/kg of body weight, and to the control group was administered 

distilled water (3 mL/kg); treatments were oral and daily for 28 days. Individual observations 

and monitoring of weight, feed consumption, and physical and behavioral changes were 

performed as described for the study of acute oral toxicity. On the 29th day, the animals were 

euthanized, and procedures were performed as described for the acute oral toxicity test. Vital 

organs such as the liver and kidneys were excised, weighed, and stored for oxidative damage 

markers. 
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2.6.4. Hematological and biochemical parameters 

 

Blood collected in EDTA tubes was used for the hematological analysis, which 

included: hemoglobin (HGB), hematocrit (HCT), total red blood cells (RBC), mean corpuscular 

volume (MVC), mean corpuscular hemoglobin concentration (CHCM), platelets (PLT), and 

total leukocytes (BC-2800 Vet – Auto Hematology Analyzer, Mindray). The leukocyte 

differential was performed under immersion microscopy, at 1000x magnification, using blood 

smears made on a glass slide and stained with Diff-Quick (Laborclin). Total plasma proteins 

(PPT) were verified by refractometry, using the plasma portion of the microhematocrit 

capillary. 

The blood fraction without anticoagulant was centrifuged to obtain serum, which was 

used to determine the activity levels of alanine aminotransferase (ALT), aspartate 

aminotransferase (AST), creatinine (CRE), alkaline phosphatase (ALP), total cholesterol 

(CHOL), urea, total serum protein (T.P.), triglycerides (T.G.), high-density lipoprotein (HDL), 

low-density lipoprotein (LDL) and gamma-glutamyl transferase (GGT). To this end, 

commercial kits (Bioclin®) and an automated biochemical analyzer (Mindray® BC 120) were 

used. 

 

2.6.5. Oxidative damage markers 

 

2.6.5.1. Carbonylated proteins and lipid peroxidation  

 

Carbonylated proteins was estimated in liver and kidney spectrophotometrically 

following reaction with DNPH (2,4-dinitrophenylhydrazine). The test was performed in 

triplicate and the absorbance reading at 370 nm (Reznick and Packer, 1994). Lipid peroxidation 

(LPO) was estimated using the thiobarbituric acid method (TBARS). Readings were performed 

in triplicate at the wavelength of 532 nm following Draper and Hodley (1990). The protein 

concentration of each sample was determined using Lowry assay (Lowry et al., 1951). 

 

2.6.5.2. Enzyme activities 

 

The enzymatic activities of catalases (CAT) and superoxide dismutase (SOD) in the 

livers and kidneys of the animals were evaluated. The CAT test was carried out according to 
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the method described by Aebi (1984). To determine the SOD activity, the method described by 

Sun and Zigman (1978) was used with some modifications, and the readings were performed 

at different times at 480 nm. 

 

2.7. Statistical analysis 

 

Results were expressed as mean ± standard deviation (S.D.). Differences between 

groups were determined by Student's t-test and by one-way analysis of variance (ANOVA), 

followed by Tukey’s posthoc test. Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, and Dunn's methods were 

used as statistical tests when the requirements to perform a parametric test were not satisfied 

(GraphPad Prism Software, Inc., version 6). The differences were considered to be statistically 

significant when p < 0.05. 

 

3. Results 

 

3.1. Phytochemical analysis of Richardia brasiliensis by UHPLC-ESI-HRFTMS 

 

After UHPLC-ESI-HRFTMS analysis, alkaloids and terpenes were detected as the main 

compounds, besides other class compounds such as phenylpropanoid derivatives, flavonoids, 

coumarins, phenylethanoid derivatives, benzoic acid derivatives, and iridoids. A more detailed 

analysis of each extract shows that the aerial parts have more significant accumulations of 

suggestive compounds, phenylpropanoid derivatives, alkaloids, chromanes, and terpenes. The 

analysis of the root extract showed an accumulation of suggestive compounds such as alkaloids 

and diterpenes (Figure 1 and supplementary material). 
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Fig 1. Chromatogram of the extracts of aerial parts (peaks in blue) and roots (peaks in red) of R. brasiliensis, 

analyzed by UHPLC-ESI-HRFTMS. 

 

3.2. Antiproliferative activity 

 

In evaluating antiproliferative activity, the CEA had a more significant effect on the 

A375 cell line, with an IC50 of 344.62 µg/mL in assays performed over a 24 h period. In HeLa, 

MCF-7, and U87 cells, IC50 values of 392.40, 528.58, and 932.30 µg/mL, respectively, were 

obtained. The HT-29 colorectal cancer cell lineage showed an IC50 >1000 µg/mL, 

demonstrating its resistance to treatment with CEA. The non-tumor 3T3 strain also showed low 

sensitivity to CEA treatment, achieving an IC50 value of 760.62 µg/mL. The CEA was more 

effective in decreasing cell viability at the highest concentration of 1000 µg/mL, with viability 

values of 21.8%, 14%, and 15.1% for the A375, HeLa, and MCF-7 strains, respectively. For 

the other tumor strains evaluated (HT-29 and U87), the extract seems not to have been effective 

in decreasing cell viability (> 50%), even at a high concentration (Figure 2A). 

In this study, the degree of selectivity of the extract was expressed by the selectivity 

index (SI), calculated as the ratio between the IC50 of CEA in non-tumor cells and IC50 in tumor 

cells. As the value of SI demonstrates the differential activity of a compound, the greater the 

index value is, the better it is. The SI value of CEA for each tumor cell line was determined and 

is reported in Table 1. The SI data presented clearly evidenced the highest degree of selectivity 

of CEA in the melanoma cells (A375 cell line), which have a SI greater than 2.0.  

The A375 cell line had the lowest IC50 among the strains tested within 24 h. Thus, the 

MTT assay was repeated using the human melanoma strain after 72 h incubation. Overall, our 
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results demonstrated a dose-dependent inhibition in both incubation periods, in which the CEA 

was effective at the highest concentrations, decreasing cell viability by about 95% after 72 h of 

contact (Figure 2B). The IC50 obtained for the extract was 258.94 µg/mL. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Fig 2. Evaluation of cell viability by MTT colorimetric assay. (A) after 24h of incubation with crude extract of 

aerial parts of R. brasiliensis in cancer and healthy cells. A375 (human melanoma); HeLa (cervical cancer); MCF-

7 (breast cancer); HT-29 (colorectal cancer); U87 (human glioblastoma); and 3T3 (murine fibroblast). (B) 

comparative antiproliferative effects on A375 cell line (human melanoma) after 24 and 72 h of incubation with the 

CEA. Data are expressed as mean ± SD. 

 

Table 1. Antiproliferative activity of CEA expressed as IC50 (μg/mL) and selectivity index (SI) 

values. 

Cell line IC50 (μg/mL) Selectivity index (SI) 

A375 344.62 2.21 

HeLa 392.40 1.94 

MCF-7 528.58 1.44 

U87 932.30 0.81 

HT-29 > 1000 < 0.76 

3T3 760.62 - 

 

 3.3. Apoptosis 

 

Double staining with Annexin PE/7-AAD was used to distinguish the apoptotic and 

non-apoptotic cell population and determine whether the cytotoxicity observed in the A375 line 

was due to apoptosis. Cells treated with the CEA showed an increase in the population of 

apoptotic cells, and it was possible to observe apoptosis in over 80% of the cells at a 

concentration of 250 µg/mL, demonstrating that higher concentrations were cytotoxic to cells 

of the A375 line. The concentration of necrotic cells was considered low (Figure 3). 
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Figure 3: Annexin PE/7-AAD staining used to assess the mode of cell death in A375 cells (human melanoma), 

after 24 h of incubation with CEA at the final concentrations of 75, 125, and 250 µg/ml. Data are expressed as 

mean ± SD. 

 

3.4. In vitro toxicity 

 

Regarding cell viability assessed by the MTT method, no significant changes were 

observed compared to the negative control (N.C.) (Figure 4A). Regarding the ROS levels, 

results demonstrate that the CEA could not increase it even at the highest concentration tested, 

resembling thus the behavior of N.C. cells (Figure 4B). Concerning NO, the CEA showed a 

slight increase in levels at 500 and 100 µg/mL; however, it did not differ from N.C. (Figure 

4C). The assay that evaluated the DNA content released in the medium after contact with the 

extract also showed an increase in levels at a 500 µg/mL concentration, differing from the N.C. 

(Figure 4D). 
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Fig 4. In vitro toxicity evaluation of PBMC cells exposed to different concentrations of CEA for 24 h. (A) cell 

viability by MTT colorimetric assay; (B) total ROS levels; (C) determination of NO levels; (D) quantification of 

extracellular dsDNA. NC: negative control; P.C.: positive control. *Different from the negative control. Data are 

expressed as mean ± SD. 

 

3.5. In vivo toxicity 

 

3.5.1. Acute oral toxicity 

 

After administration of CEA at a single dose of 2000 mg/kg, no signs of toxicity were 

observed, and no deaths were recorded. No changes in the parameters analyzed were observed, 

except for the monocyte levels in treated animals, which was significantly different from the 

control group. 

 

3.5.2. Toxicity of repeated doses in 28 Days 

 

It was observed no mortality or signs of toxicity in animals treated repeatedly with CEA. 

Animals of both sexes showed a typical trend about bodyweight; only the spleen in male 
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animals had a significant decrease between the 600 mg/kg group and the other test groups. 

During necropsy, the organs showed normal appearance and morphology. 

About hematological parameters, most of them were average when compared to the 

control group. There was a significant difference in females, with an increase in PLT in the 200 

mg/kg group, and, in males, a decrease in PPT content was observed in the 600 mg/kg group, 

differing from the control group (Table 2). 

With biochemical parameters, there was an increase in ALP (400 mg/kg group) and a 

reduction in the 600 mg/kg group, both differing significantly from the control group. There 

was a reduction in AST enzyme levels in these same groups and a decrease in CRE levels in 

the 400 mg/kg group, differing from the others. In males, the only significant change found was 

in the total protein levels of the 600 mg/kg group, in which levels were reduced. The other 

parameters remain unaltered (Table 2). 

Regarding oxidative parameters, both females and males, in general, showed a reduction 

in levels of MDA and carbonyl proteins in both analyzed organs, with significant differences 

between the levels of carbonyl proteins in the kidneys of females in the 600 mg/Kg group and 

the livers of male rats from the 400 and 600 mg/kg groups. About the evaluation of SOD and 

CAT enzymes, there was a general increase in these enzymes. For male rats, there was an 

increase in the levels of CAT in the kidney of the 400 and 600 mg/kg groups and a decrease in 

the SOD enzyme levels of these same groups, differing significantly from the control group. 

 

Table 2. Hematological and biochemical parameters of female and male rats after 28 days of 

treatment with the CEA at 200, 400, and 600 mg/kg doses. 

 

Hematological 

parameters 
Groups 

 Control 200 mg/kg 400 mg/kg 600 mg/kg 

Female     

RCB (106/µL) 
7.79 ± 0.44 7.87 ± 0.23 7.66 ± 0.48 7.95 ± 0.47 

HGB (g/dL) 15.12 ± 0.67 15.30 ± 0.76 14.70 ± 1.26 15.02 ± 0.97 

HCT (%) 50.70 ± 4.24 48.80 ± 2.40 47.04 ± 3.01 48.70 ± 3.76 

PLT (103/µL) 1.014 ± 99.32 1.420 ± 178.77a,b,c 1.088 ± 69.05 1.093 ± 77.38 

PPT (mg/dL) 7.32 ± 0.30 7.10 ± 0.62 6.80 ± 0.14 7.00 ± 0.46 

WBC (/µL) 8.62 ± 1.59 8.42 ± 1.31 9.14 ± 1.32 7.12 ± 1.07 
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Biochemical parameters Groups 

 Control 200 mg/kg 400 mg/kg 600 mg/kg 

ALP (mg/dL) 67.40 ± 5.36 69.5 ± 3.10c 70.33 ± 11.93c 50.40 ± 3.28a 

ALT (U/L) 31.00 ± 4.35 29.40 ± 3.50 24.80 ±10.28 29.00 ± 4.24 

AST (U/L) 78.40 ± 10.35 61.00 ± 5.70a 55.21 ± 8.01a 60.20 ± 4.32a 

CRE (mg/dL) 0.72 ± 0.08 0.72 ± 0.04b 0.52 ± 0.14a 0.70 ± 0.07b 

URE (mg/dL) 53.80 ± 2.48 55.60 ± 3.20 50.00 ± 9.13 52.00 ± 3.80 

Hematological 

parameters 
Groups 

 Control 200 mg/kg 400 mg/kg 600 mg/kg 

Male     

RCB (106/µL) 7.93 ± 0.39 7.98 ± 0.39 7.96 ± 0.18 7.86 ± 0.25 

HGB (g/dL) 14.94 ± 0.84 15.22 ± 0.60 15.20 ± 0.15 14.94 ± 0.34 

HCT (%) 46.72 ± 2.55 46.82 ± 2.24 47.06 ± 1.66 46.56 ± 1.71 

PLT (103/µL) 882.00 ± 50.60 882.25 ± 50.68 935.40 ± 57.79 945.00 ± 33.71 

PPT (mg/dL) 7.08 ± 0.33 6.75 ± 0.1 6.72 ± 0.22 6.56 ± 0.26a 

WBC (/µL) 10.34 ± 1.17 9.67 ± 6.94 9.90 ± 1.50 10.12 ± 1.18 

Biochemical parameters Groups 

 Control 200 mg/kg 400 mg/kg 600 mg/kg 

ALP (mg/dL) 126.20 ± 5.71 113.00 ± 27.38 102.8 ± 14.56 120.00 ± 16.38 

ALT (U/L) 47.4 ± 8.08 43.75 ± 2.21 46.40 ± 8.08 46.60 ± 3.91 

AST (U/L) 85.60 ± 6.18 79.25 ± 3.77 82.40 ± 18.64 74.00 ± 6.92 

CRE (mg/dL) 0.82 ± 0.04 0.82 ± 0.05 0.80 ± 0.00 0.80 ± 0.00 

URE (mg/dL) 42.40 ± 4.87 47.75 ± 4.99 47.60 ± 4.56 47.20 ± 7.85 

Results are expressed as mean ± S.D. Values were significantly different when p < 0.05. aCompared with the 

control group. bCompared with the 400 mg/kg group. cCompared with the 600 mg/kg group. 
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4. Discussion 

 

Research on medicinal plants is necessary and is increasingly gaining worldwide 

attention due to its wide variety of uses in treating various diseases. Besides, the use of natural 

substances in the prevention of diseases, such as substances with decisive chemopreventive 

actions that intervene in various stages of carcinogenesis (George et al., 2017; Varol, 2019; 

Vuong et al., 2014) or act as antioxidants, suppressing oxidative stress is crucial (Chikara et al., 

2018; Zhang and Tsao, 2016). 

Richardia brasiliensis is little explored concerning its pharmacological potential and 

bioactive compounds. In this study, after UHPLC-ESI-HRFTMS analysis, the main classes of 

compounds detected in the CER and CEA were alkaloids and terpenes and other substances 

such as phenylpropanoids, flavonoids, coumarins, phenylethanoid derivatives, benzoic acid 

derivatives, and iridoids. However, the complex chemical matrix of the extracts showed dozens 

of compounds of different polarities, which made it difficult to identify their composition. 

Despite using the dereplication method, the identification of substances available in the species 

was difficult to determine; besides the complex matrix of the extracts, most of the compounds 

suggested here were not described for the taxon (Gallon et al., 2018; Kokkotou et al., 2014). 

The Rubiaceae family is characterized by having a rich diversity of secondary 

metabolites, like iridoids, terpenoids, and flavonoids, which have shown potent 

pharmacological actions such as anticancer action due to their availability and low side effects 

(Braicu et al., 2020; Dutta et al., 2019).  

Cancer cells are characterized by unlimited proliferation and deregulation of multiple 

signaling pathways, including processes such as apoptosis and cell cycle modulation, 

commonly leading to malignant tumors (Mishra et al., 2018; Moura et al., 2017). 

Phytochemical substances from plant species can inhibit carcinogenic processes by interfering 

with one or several cellular pathways at different levels (Iqbal et al., 2019; Tanaka, 2013).  

Identifying natural substances with an antiproliferative effect against tumor strains is a 

strategy that has been pursued in the search for new anticancer products. In our study, there was 

a dose-dependent inhibition, in which higher concentrations of the extracts could efficiently 

decrease the viability of the A375, HeLa, and MCF-7 strains. These results indicate a particular 

specificity of the extracts toward some strains since the antiproliferative effects were not 

pronounced in other tumor and non-tumor strains studied. Indeed, the SI evidenced the highest 

selective antiproliferative potential of CEA in the A375 cell line, as a value of 2.21 was 
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obtained. It is worth mentioning that as the higher the SI, the more promise an extract holds 

(Koch et al., 2005). The SI for the HeLa and MCF-7 tumor cells was in the range of 1.40 to 

1.95, indicating a mildly selectivity. In contrast, U87 and HT-29 tumor cells did not displayed 

substantial sensitivity to the extract antitumor potential, and the SI values were lower than 1.0, 

which means lack of selective cytotoxicity. 

One of the critical points in the search for anticancer drugs are markers that act to induce 

apoptosis and prevent cancer progression, as apoptosis is one of the primary mechanisms 

regulating cell growth, development, and differentiation and also acts directly on homeostasis 

(Dutta et al., 2019; Fan et al., 2020; George et al., 2017). In our study, the CEA proved to be 

promising since it induced apoptosis in more than 80% of the cells of the studied cell line. 

Despite all the benefits arising from the use of plants and their isolated bioactive 

compounds, it is necessary to know their safety profile and determine possible toxic effects, 

whether on cells or living organisms. The literature has few studies on R. brasiliensis, and its 

toxicological profile is practically unknown. 

In vitro cytotoxicity and genotoxicity assays can provide evidence of the toxicity of 

different compounds and extracts, and one of the most common targets to be studied in these 

assays are human PBMC cells (Discson et al., 2015). Overall, the CEA was relatively safe 

concerning cell viability, as it kept cells viable even at higher concentrations. ROS levels 

remained low regarding oxidative parameters, while the small changes observed in NO levels 

did not differ from the negative control. However, when dsDNA levels released in the medium 

were evaluated, it was observed that the CEA displayed some toxicity towards the cells at the 

highest tested concentration indicating that concentrations of CEA likely to alter membrane 

permeability (Copetti et al., 2022). 

In vivo toxicity tests provide preliminary data on the toxicity of single-dose and 

repeated-dose substances. In the acute toxicity study, since the animals survived until the 

scheduled euthanasia, the evaluated extract was classified in category 5, with an estimated LD50 

between 2000 and 5000 mg/kg and low toxicity according to OECD 423 (OECD, 2001). 

In the 28-day repeated dose toxicity test, no death was recorded, and the animals did not 

show signs of physical and behavioral changes that could indicate some sign of toxicity. 

Furthermore, despite some significant changes in the hematological, biochemical, and 

enzymatic parameters of the test groups compared to the control group, there is no indication 

of toxicity, as the data collected are within acceptable levels for the species (Lima et al., 2014) 
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and the changes observed are possibly related to some individual variation of each animal, 

therefore being unrelated to the toxic effect of the extract. 

Organ weight is an important parameter to be evaluated because it can refer to animals' 

physiological states and pathologies (Menegati et al., 2016). There was a decrease in the spleen 

weight of male rats at the highest dose; hence this data could be indicative of some possible 

toxic effect after exposure to the extract, as it acts in the formation and filtering of blood and 

the storage of red blood cells and platelets (Adebiyi et al., 2021). However, as the other 

parameters evaluated are within the normal range, further confirmation is needed. 

The analysis of hematological parameters is essential because they are susceptible to 

toxic agents, which can undergo transient or permanent changes (Deyno et al., 2020; Silva et 

al., 2012). In general, there were no significant changes in female and male rats concerning 

these parameters. 

A significant increase in platelets was observed solely in female rats treated with the 

lowest dose. Oliveira et al. (2020) also observed an increase in platelets at all tested dosages 

and attributed this increase to the high production and secretion of thrombopoietin, a hormone 

that regulates platelet production. For male rats, plasma proteins decreased at the highest dose, 

differing significantly from the other groups, but the values are within the ranges considered 

normal (Lima et al., 2014). 

Biochemical analyses are used to track possible liver and kidney damage after treatment, 

considering that these organs are involved in eliminating xenobiotic substances (Deyno et al., 

2020; Oliveira et al., 2020). Elevated activity levels of liver enzymes such as GGT, AST, and 

ALT and the appearance of clinical signs such as diarrhea, anorexia, and others, may be 

indications of intoxication with the tested drug (Oliveira et al., 2020). In our study, some 

biochemical parameters such as ALP, AST, and creatine reduced their serum levels, but all are 

within the stipulated ranges for the species (Lima et al., 2014). Typically, increased levels of 

these biomarkers are of more concern, as pathological processes can cause kidney and liver 

disorders, and an overload in the levels of these enzymes can be a sign of toxicity (Ribeiro et 

al., 2020). With the dosages of urea and creatinine, the renal function markers of the test groups 

did not differ significantly from the control group, except females at the dosage of 400 mg/kg, 

in which creatinine decreased. These results demonstrate that the CEA does not show 

nephrotoxicity.  

The changes in antioxidant defense mechanisms and oxidative stress markers are also 

parameters that provide data on the toxicity of extracts (Brondani et al., 2017). Thus, our data 
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showed that the antioxidant enzymes SOD and CAT did not show significant changes, with the 

exception of levels in the kidneys of males at dosages of 400 and 600 mg/kg, which had an 

increase in CAT and a decrease in SOD. In addition, oxidative stress products such as lipid 

peroxidation or the presence of carbonyl proteins also maintained their levels, so that, even with 

a reduction in SOD levels, the first line of defense, no significant damage to macromolecules 

was observed. Thus, it is suggested that compounds present in CEA such as polyphenols, which 

act as potent antioxidants (Moriasi, et al., 2021), maintained a balance in the 

antioxidant/oxidant system (Lima, et al., 2018). 

 

5. Conclusion 

 

In summary, the hydroethanolic extracts of Richardia brasiliensis have active 

substances from its secondary metabolism, such as alkaloids, terpenes, and polyphenols, which 

confer critical biological actions. These were promising findings, especially for human 

melanoma cells, whose viability the extracts could reduce. Regarding PBMC cells, the extracts 

showed a certain degree of cytotoxicity at the highest tested concentration but maintained cell 

viability and did not induce ROS production. In general, in vivo tests showed that the extracts 

did not cause signs of toxicity nor mortality to the animals. Under the conditions analyzed, there 

is evidence that the CEA has a certain degree of toxicity in vitro at higher concentrations, but 

they also have great potential to derail some types of tumor lines and be a possible source for 

developing new agents in the treatment of cancer. Further experimental analyses are needed in 

order to determine the mechanisms of action of these extracts. 
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Phytochemical analysis of Richardia brasiliensis by UHPLC-ESI-HRFTMS 

 

Table S1 - Putative compounds in the hydroethanolic extracts of Richardia brasiliensis 

(Rubiaceae) by UHPLC-HRFTMS analysis, in positive mode ionization.  

  

Acute oral toxicity 

 

Table S2 - Body and organ weight and relative organ weight (%) after acute oral treatment with 

the administration of 2000 mg/kg of CEA in female rats. 

Table S3 - Hematological parameters of female rats after oral treatment with the administration 
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Repeated dose 28-day oral toxicity 

 

Table S5 - Body, organ weight and relative weight (%) after repeated doses (28 days) with the 

administration of CEA at doses of 200, 400 and 600 mg/kg in female and male rats. 

Table S6 – Hematological parameters of female and male rats after 28 days of treatment with 

the CEA at doses of 200, 400 and 600 mg/kg. 

Table S7 - Biochemical parameters of female and male rats after 28 days of treatment with the 

CEA at doses of 200, 400 and 600 mg/kg. 

Table S8 – Evaluation of lipid peroxidation and carbonylated proteins in the kidney and liver 

of female and male rats after 28 days of treatment with CEA at doses of 200, 400 and 600 

mg/kg. 

Table S9 - Evaluation of the enzymatic activity of catalase (CAT) and superoxide dismutase 

(SOD) in the kidney and liver of female and male rats after 28 days of treatment with CEA at 

doses of 200, 400 and 600 mg/kg.
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Phytochemical analysis of Richardia brasiliensis by UHPLC-ESI-HRFTMS 

 

Table S1 - Putative compounds in the hydroethanolic extracts of Richardia brasiliensis (Rubiaceae) by UHPLC-HRFTMS analysis, in positive 

mode ionization. 

   

N° 
RT 

(min) 

Putative 

 formula 
Exp. m/z [M+H]+ (error) 

Compound 

type 

Putative compounds 

CAS (Reference) 

Relative area 

Aerial Parts Roots 

1 1.98 C3H6N2O5 151.0350 (-3.36) - n.i. 1.6E8 7.5E7 

2 2.12 C16H16N2O5 317.1139 (0.36) - n.i. 3.3E7 3.5E7 

3 2.30 C10H19NO7 266.1232 (-3.12) organic acids 
fructose-γ-aminobutyric acid**_ 10003-63-11 or 1-deoxy-1-(N-γ-

aminobutyric_acid)fructose**_CRC: LFG07-I1 
7.8E7 1.0E8 

4 2.40 C7H6O3 139.0386 (-6.33) BAD salicylic acid_69-72-72 3.00E5 3.90E5 

5 2.47 C9H10O3 167.0706 (-0.78) PED or PPD 

(+)-α-methoxyphenylacetic acid**_26164-26-13 or (-)-α-

methoxyphenylacetic acid**_3966-32-33 or β-phenyllactic 

acid**_828-01-34 or paeonol*_552-41-05 or p-

hydroxyhydrocinnamic acid*_501-97-36 

4.30E5 3.00E5 

6 2.50 C10H8O4 193.0504 (1.37) coumarin or chromone 

scopoletin_92-61-57 or noreugenin*_1013-69-08 or 

isoscopoletin*_776-86-39 or 7-hydroxy-8-methoxycoumarin**_485-

90-510 or 3-methyl-6,8-dihydroxyisocoumarin**_1204-37-111 

9.60E5 1.00E6 

7 2.50 C23H19NO10 470.1077(-2.24) alkaloids tuberosinone-N-β-D-glucoside**_81451-88-912 or isomer 1.60E7 6.90E7 



102 

 

 

8 2.51 C16H18O9 355.1039 (2.73) PPD 

5-chlorogenic acid_327-97-913 or cis-4-O-caffeoylquinic 

acid*_87099-76-114 or trans-4-caffeoylquinic acid*_87099-73-814 or 

(Z)-neochlorogenic acid*_32719-11-214 or 3-cis-O-caffeoylquinic 

acid*_15016-60-114 or 5-O-caffeoylquinic acid*_906-33-214 

2.10E5 4.70E5 

9 2.58 C9H8O3 165.0554 (1.15) PPD p-coumaric acid*_7400-08-014 3.30E6 1.30E6 

10 3.19 C23H19NO10 470.1084(-0.60) alkaloids tuberosinone-N-β-D-glucoside**_81451-88-912 or isomer 2.68E7 4.30E7 

11 3.18 C9H10O3 167.0703 (-2.87) PED or PPD 

(+)-α-methoxyphenylacetic acid**_26164-26-13 or (-)-α-

methoxyphenylacetic acid**_3966-32-33 or β-phenyllactic 

acid**_828-01-34 or paeonol*_552-41-05 or p-

hydroxyhydrocinnamic acid*_501-97-36 

3.70E5 1.50E5 

12 3.21 C16H18O8 339.1098 (5.23) PPD 

5-O-(E)-p-coumaroylquinic acid*_5746-55-414 or 5-O-

coumaroylquinic acid*_87099-71-614 or 5-p-cis-coumaroylquinic 

acid*_185502-68-514 or cis-4-O-coumaroylquinic acid*_934391-78-

314 or 4-O-p-trans-coumaroylquinic acid*_1108200-72-114 or 5-O-p-

coumaroylquinic acid*_32451-86-813 

1.30E5 2.50E6 

13 3.42 C10H10O5 211.0606 (-0.33) coumarins dihydrocoumarin deriv._1175863-24-715 6.00E5 5.00E5 

14 3.43 C16H18O9 355.1030 (0.16) 
PPD 

 

5-chlorogenic acid_327-97-913 or cis-4-O-caffeoylquinic 

acid*_87099-76-114 or trans-4-caffeoylquinic acid*_87099-73-814 or 

(Z)-neochlorogenic acid*_32719-11-214 or 3-cis-O-caffeoylquinic 

acid*_15016-60-114 or 5-O-caffeoylquinic acid*_906-33-214 

2.30E5 1.80E5 

15 3.45 C10H8O4 193.0505 (1.94) coumarins or chromones 

scopoletin_92-61-57 or noreugenin*_1013-69-08 or 

isoscopoletin*_776-86-39 or 7-hydroxy-8-methoxycoumarin**_485-

90-510 or 3-Methyl-6,8-dihydroxyisocoumarin**_1204-37-111 

1.30E6 5.10E5 

16 3.68 C9H10O3 167.0703 (-2.69) PED or PPD 

(+)-α-methoxyphenylacetic acid**_26164-26-13 or (-)-α-

methoxyphenylacetic acid**_3966-32-33 or β-phenyllactic 

acid**_828-01-34 or paeonol*_552-41-05 or p-

hydroxyhydrocinnamic acid*_501-97-36 

8.10E5 2.30E5 
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17 3.68 C10H12O4 197.0813 (-0.43) PPD shorbic acid*_1135-23-514 2.20E6 1.80E6 

18 3.68 C10H14O5 215.0909 (-4.88) iridoids borreriagenin_249916-07-216 2.80E5 2.00E5 

19 4.56 C9H8O4 181.0487 (-7.60) PPD caffeic acid*_331-39-517 8.10E5 2.70E5 

20 4.81 - 195.1220 - n.i. 5.50E7 5.30E7 

21 5.06 C16H18O9 355.1035 (1.74) PPD 

5-chlorogenic acid_327-97-913 or cis-4-O-caffeoylquinic 

acid*_87099-76-114 or trans-4-caffeoylquinic acid*_87099-73-814 or 

(Z)-neochlorogenic acid*_32719-11-214 or 3-cis-O-caffeoylquinic 

acid*_15016-60-114 or 5-O-caffeoylquinic acid*_906-33-214 

7.80E5 1.10E5 

22 5.06 C9H11NO2 166.0864(-2.25) amino acids  L-phenylalanine*_63-91-218 1.30E8 1.50E7 

23 5.16 C9H10O3 167.0709 (0.78) PED or PPD 

(+)-α-methoxyphenylacetic acid**_26164-26-13 or (-)-α-

methoxyphenylacetic acid**_3966-32-33 or β-phenyllactic 

acid**_828-01-34 or paeonol*_552-41-05 or p-

hydroxyhydrocinnamic acid*_501-97-36 

6.50E5 2.60E5 

24 5.47 C10H8O4 193.0505 (1.94) coumarins or chromones 

scopoletin_92-61-57 or noreugenin*_1013-69-08 or 

isoscopoletin*_776-86-39 or 7-hydroxy-8-methoxycoumarin**_485-

90-510 or 3-methyl-6,8-dihydroxyisocoumarin**_1204-37-111 

1.00E5 5.70E5 

25 5.50 C11H12O5 225.0762 (-0.31) iridoids garjasmin*_144868-43-919 5.00E5 3.50E6 

26 5.51 C16H18O9 355.1045 (4.28) PPD 

5-chlorogenic acid_327-97-913 or cis-4-O-caffeoylquinic 

acid*_87099-76-114 or trans-4-caffeoylquinic acid*_87099-73-814 or 

(Z)-neochlorogenic acid*_32719-11-214 or 3-cis-O-caffeoylquinic 

acid*_15016-60-114 or 5-O-caffeoylquinic acid*_906-33-214 

1.10E6 5.10E5 

27 5.93 C18H27NO12 450.1601 (-2.27) - n.i. 3.00E7 1.60E8 
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28 5.93 C10H8O4 193.0498 (-1.37) coumarins or chromones 

scopoletin_92-61-57 or noreugenin*_1013-69-08 or 

isoscopoletin*_776-86-39 or 7-hydroxy-8-methoxycoumarin**_485-

90-510 or 3-methyl-6,8-dihydroxyisocoumarin**_1204-37-111 

7.10E5 3.00E6 

29 6.19 C14H20 N2O3 265.1545 (-2.67) - n.i. 2.46E8 3.55E7 

30 6.38 C10H8O4 193.0504 (1.37) coumarins or chromones 

scopoletin_92-61-57 or noreugenin*_1013-69-08 or 

isoscopoletin*_776-86-39 or 7-hydroxy-8-methoxycoumarin**_485-

90-510 or 3-methyl-6,8-dihydroxyisocoumarin**_1204-37-111 

7.20E4 3.50E5 

31 6.40 C16H18O9 355.1012 (-4.79) PPD 

5-chlorogenic acid_327-97-913 or cis-4-O-caffeoylquinic 

acid*_87099-76-114 or trans-4-caffeoylquinic acid*_87099-73-814 or 

(Z)-neochlorogenic acid*_32719-11-214 or 3-cis-O-caffeoylquinic 

acid*_15016-60-114 or 5-O-caffeoylquinic acid*_906-33-214 

1.30E6 4.50E5 

32 6.43 C9H10O3 167.0708 (0.18) PED or PPD 

(+)-α-methoxyphenylacetic acid**_26164-26-13 or (-)-α-

methoxyphenylacetic acid**_3966-32-33 or β-phenyllactic 

acid**_828-01-34 or paeonol*_552-41-05 or p-

hydroxyhydrocinnamic acid*_501-97-36 

5.10E5 5.60E5 

33 6.79 C13H20O2 209.1535 (-3.13) - n.i. 1.40E7 1.23E7 

34 7.07 C16H18O9 355.1022 (-2.00) PPD 

5-chlorogenic acid_327-97-913 or cis-4-O-caffeoylquinic 

acid*_87099-76-114 or trans-4-caffeoylquinic acid*_87099-73-814 or 

(Z)-neochlorogenic acid*_32719-11-214 or 3-cis-O-caffeoylquinic 

acid*_15016-60-114 or 5-O-caffeoylquinic acid*_906-33-214 

9.70E4 8.00E4 

35 7.21 C21H20O12 465.1015 (-3.82) flavonoids 
spireoside*_20229-56-520 or hirsutrin*_482-35-914 or hyperin*_482-

36-014 
2.50E5 0 

36 7.53 C8H8O4 169.0499 (-1.21) quinones or BAD 
2,5-dimethoxy-p-benzoquinone*_3117-03-121 or methyl 

protocatechuate*_2150-43-822 or vanillic acid_121-34-67 
3.30E5 7.20E5 

37 7.60 C27H30O15 595.1675 (1.84) flavonoids 

nicotiflorin*_17650-84-923 or kaempferol-3-O-glucoside-7-O-

ramnoside*_2392-95-213 or kaempferol 3-O-robinobioside*_17297-

56-213 or quercetin 3,7-dirhamnoside*_28638-13-323 

1.40E6 6.30E4 
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38 7.67 C21H20O10 433.1119 (-3.68) flavonoids kaempferol 7-rhamnoside*_20196-89-813 1.50E5 2.90E4 

39 7.67 C33H40O20 757.2158 (-4.36) flavonoids flavonoid*_1622261-04-413 6.40E6 2.10E5 

40 7.74 C16H18O9 355.1013 (-4.56) PPD 

5-chlorogenic acid_327-97-913 or cis-4-O-caffeoylquinic 

acid*_87099-76-114 or trans-4-caffeoylquinic acid*_87099-73-814 or 

(Z)-neochlorogenic acid*_32719-11-214 or 3-cis-O-caffeoylquinic 

acid*_15016-60-114 or 5-O-caffeoylquinic acid*_906-33-214 

4.60E5 3.20E5 

41 7.77 C15H10O7 303.0508 (0.96) flavonoids quercetin_117-39-513 2.00E6 6.70E5 

42 7.77 C27H30O16 611.1614 (0.24) flavonoids 
rutin*_153-18-423 or 3-O-rhamnosyl-7-O-glucosyl-

quercetin*_17306-45-513 
1.20E7 4.60E6 

43 7.81 C21H20O12 465.1011 (-4.81) flavonoids 
spireoside*_20229-56-520 or hirsutrin*_482-35-914 or hyperin*_482-

36-014 
9.90E5 4.00E5 

44 7.99 C9H10O3 167.0708 (-0.18) PED or PPD 

(+)-α-methoxyphenylacetic acid**_26164-26-13 or (-)-α-

methoxyphenylacetic acid**_3966-32-33 or β-phenyllactic 

acid**_828-01-34 or paeonol*_552-41-05 or p-

hydroxyhydrocinnamic acid*_501-97-36 

4.20E5 1.70E5 

45 8.09 C26H28O15 581.1483 (-4.01) flavonoids 
3-O-β-xylopyranosylquercetin 7-O-α-rhamnopyranoside*_102733-

91-513 
1.20E6 4.90E4 

46 8.16 C21H20O12 465.1012 (-4.59) flavonoids 
spireoside*_20229-56-520 or hirsutrin*_482-35-914 or hyperin*_482-

36-014 
1.10E6 9.40E4 

47 8.16 C17H20O9 369.1167 (-4.95) PPD 

3-feruloylquinic acid*_1899-29-214 or 5-O-(E)-feruloylquinic 

acid*_62929-69-514 or trans-5-O-feruloyl quinic acid*_87099-72-714 

or PPD*_87099-75-014 or PPD*_89886-27-114 or PPD*_96646-16-

114 or 3-O-caffeoylquinic acid methyl ester*_123483-19-214 or 

PPD*_1227161-38-714 or methyl 5-O-caffeoylquinate*_29708-87-

013 or PPD*_1136925-38-613 

6.30E5 4.40E5 

48 8.27 C21H20O11 449.1085 (0.16) flavonoids 
quercitrin*_522-12-324 or astragalin*_480-10-413 or vincetoxicoside 

B*_22007-72-313 or trifolin*_23627-87-425 
9.00E5 4.70E4 

49 8.27 C27H30O15 595.1665 (0.32) flavonoids 

nicotiflorin*_17650-84-923 or kaempferol-3-O-glucoside-7-O-

ramnoside*_2392-95-213 or kaempferol 3-O-robinobioside*_17297-

56-213 or quercetin 3,7-dirhamnoside*_28638-13-323 

8.20E6 4.80E5 
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50 8.34 C28H32O16 625.1736 (-5.14) flavonoids narcissin_604-80-87 1.70E7 5.20E5 

51 8.47 C25H24O12 517.1331 (-2.87) PPD 

1,5-dicaffeoylquinic acid*_30964-13-714 or PPD*_89886-28-214 or 

4,5-di-O-(E)-caffeoylquinic acid*_89886-31-714 or PPD*_89919-61-

914 or 3,5-di-O-caffeoylquinic acid*_89919-62-014 or 4,5-dicaffeoyl 

quinic acid*_89886-30-626 

4.70E4 1.20E5 

52 8.69 C10H10O4 195.0650 (-3.97) PPD or coumarins 
ferulic acid*_1135-24-614 or (3R)-7,8-Dihydroxy-3-methyl-3,4-

dihydro-1H-2-benzopyran-1-one*_76944-38-215 
2.10E6 2.20E5 

53 8.69 C21H20O11 449.1083 (-0.29) flavonoids 
quercitrin*_522-12-324 or astragalin*_480-10-413 or vincetoxicoside 

B*_22007-72-313 or trifolin*_23627-87-425 
1.80E6 7.00E4 

54 8.86 C10H8O4 
193.0504 (1.79) 

 

coumarins or chromones 

 

scopoletin_92-61-57 or noreugenin*_1013-69-08 or 

isoscopoletin*_776-86-39 or 7-hydroxy-8-methoxycoumarin**_485-

90-510 or 3-methyl-6,8-dihydroxyisocoumarin**_1204-37-111 

1.40E6 1.30E6 

55 9.08 C8H8O4 169.0509 (4.76) quinones or BAD 
2,5-dimethoxy-p-benzoquinone*_3117-03-121 or methyl 

protocatechuate*_2150-43-822 or vanillic acid_121-34-67 
9.80E4 7.30E4 

56 9.75 C15H24O 221.1901 (-1.89) sesquiterpenes 
decahydro-1,1,7-trimethyl-4-methylene-1H-cycloprop[e]azulen-7-

ol**_72203-24-827 
7.40E5 3.90E4 

57 11.51 C20H17N 272.1431(-2.92) - n.i. 7.60E7 8.97E6 

58 11.61 C9H6O3 163.0390 (-3.19) coumarins 7-hydroxycoumarin*_93-35-628 6.10E6 4.00E5 

59 12.11 C15H10O6 287.0555 (-0.09) 
flavonoids 

 
kaempferol*_520-18-319 or luteolin*_491-70-319 1.00E7 2.20E5 

60 12.14 C14H12O4 245.0812 (-0.59) coumarins norbraylin**_60796-64-729 1.60E6 5.30E6 

61 12.18 C22H18N2 311.1533 (-4.93) - n.i. 1.20E7 1.98E6 

62 12.78 C15H14O6 291.0867 (-0.57) catechins (-)-epicatechin*_490-46-030 or (+)-catechin*_154-23-430 3.20E5 6.10E4 

63 13.23 C15H14O5 275.0910 (-3.56) - caesappin B**_1622209-05-531 or others 291 hits on DNP 2.70E7 4.92E7 
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64 13.33 C19H23NO6 362.1591(-3.41) alkaloids crinafolidine**_ 106549-07-932 or others 19 hits on DNP 2.70E7 1.90E7 

65 13.65 C12H17NO 192.1384 (-2.23) alkaloids rupestine L**_1404307-81-833 or others 17 hits on DNP 1.40E7 1.80E7 

66 13.90 C17H13NO3 280.0969(-1.42) alkaloids graveoline**_485-61-034 or others 26 hits on DNP 4.20E7 4.00E7 

67 14.45 C16H35NO2 274.2737(-3.15) - N-dodecyl diethanolamine**_ 1541-67-935 or isomer 3.40E7 1.10E8 

68 14.53 C15H16O4 261.1122 (-1.70) coumarins 
cedrelopsin**_19397-28-536 or isocedrelopsin**_741261-06-336 or 

3’,4’-dihydrobraylin_4221-60-736 
9.20E6 1.40E7 

69 15.10 C30H44O3 453.3347 (-4.79) triterpene kadcoccine acid G**_ 2022944-07-437 or others 101 hits on DNP 4.96E7 7.91E7 

70 15.62 C28H44O5 461.3281 (2.95) chromanes litchtocotrienol B**_ 1665284-93-438 or others 66 hits on DNP 3.50E7 2.10E7 

71 15.97 C28H44O5 461.3282 (3.23) chromanes litchtocotrienol B**_ 1665284-93-438 or others 66 hits on DNP 1.50E8 6.70E7 

72 15.98 C18H37NO3 316.2839 (-3.95) alkaloids prosopine**_14058-38-939 or others 38 hits on DNP 5.11E8 2.30E8 

73 16.39 C18H35NO2 298.2732 (-4.64) - n.i. 9.18E7 1.53E8 

74 17.28 C19H37NO3 328.2839 (-3.71) - n.i. 7.48E7 4.27E7 

75 17.52 C18H28O2 277.2159 (-3.16) terpenes metaglyptin I**_212331-28-740 or others 57 hits on DNP 1.49E8 4.08E7 

76 18.37 - 330.2981 - n.i. 1.14E8 3.87E7 

77 20.58 - 284.3302 - n.i. 7.50E7 9.40E7 

78 21.49 - 324.2878 - n.i. 6.90E7 3.30E7 
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79 21.91 C24H41NO3 392.3155(-2.37) -  
palvanil**_69693-13-641 or dindygulerinone A**_1425163-49-042 or 

isomer 
2.00E7 1.59E8 

80 22.02 C27H42O15 607.2528 - n.i. 2.90E7 1.52E6 

81 22.27 C20H34O2 307.2636 (-0.31) fatty acids ethyl linolenate*_1191-41-943 8.10E6 1.60E7 

82 22.40 C24H41NO3 392.3171 (1.48) -  
palvanil**_69693-13-641 or dindygulerinone A**_1425163-49-042 or 

isomer 
5.21E6 3.78E7 

83 22.72 C20H34O3 323.2579 (-2.23) diterpenes kauranetriol**_1678-33-744 or others 730 hits on DNP 3.50E7 1.80E8 

84 22.86 C20H34O3 323.2593 (2.04) diterpenes kauranetriol**_1678-33-744 or others 730 hits on DNP 1.31E8 1.80E8 

85 23.00 C20H34O3 323.2579 (-2.17) diterpenes kauranetriol**_1678-33-744 or others 730 hits on DNP 8.70E7 8.20E7 

86 23.00 - 625.2993 - n.i. 1.50E8 4.39E6 

87 23.21 C30H46O2 439.3557 (-4.24) triterpenes 11α,12α-oxidotaraxerone**_2118-73-245 or others 126 hits on DNP 3.00E7 1.37E7 

88 23.21 C30H48O3 457.3673 (-1.81) triterpenes 
oleanolic acid_508-02-17  or epi-betulinic acid*_38736-77-546 or 

ursolic acid*_77-52-146 or betulinic acid*_472-15-146 
1.00E7 1.30E6 

89 23.32 C27H44O15 609.2743 (-2.58) iridoids diglycoside iridoid**_2359682-56-547 or isomer 5.70E7 4.63E6 

90 23.42 C24H41NO3 392.3154 (-2.72) -  
palvanil**_69693-13-641 or dindygulerinone A**_1425163-49-042 or 

isomer 
2.57E7 1.99E8 

91 23.46 - 625.2645 - n.i. 1.51E8 3.69E6 

92 23.70 - 545.4441 - n.i. 3.44E7 3.10E7 

93 23.84 C27H44O15 609.2746 (-2.00) iridoids diglycoside iridoid**_2359682-56-547 or isomer 6.30E7 4.29E6 
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94 23.98 - 639.2795 - n.i. 4.02E7 5.43E5 

95 24.02 C24H41NO3 392.3171 (1.56) -  
palvanil**_69693-13-641 or dindygulerinone A**_1425163-49-042 or 

isomer 
7.97E6 4.53E7 

96 24.27 C30H42O12 595.2771 (2.78) taxanes 
1-hydroxy-5-decinnamoyltaxinine J**_161956-27-048 or others 27 

hits on DNP 
7.70E8 3.10E7 

97 24.27 C29H40N2O11 593.2709 (-0.10) alkaloids gardmutine C**_CRC: RQK43-X49 or isomer 2.02E9 7.53E7 

98 24.48 C27H44O15 609.2743 (-2.56) iridoids diglycoside iridoid**_2359682-56-547 or isomer 8.00E7 6.77E5 

99 24.59 C36H42O10 635.2828 (-4.37) limonoids 
1-O-detigloyl-1-O-benzoylohchinolal**_768396-28-750 or others 12 

hits on DNP 
1.60E8 7.86E6 

100 24.86 C29H40N2O11 593.2716 (0.96)  alkaloids gardmutine C**_CRC: RQK43-X49 or isomer 3.44E8 5.22E5 

101 24.86 C30H42O12 595.2742 (-2.19) taxanes 
1-hydroxy-5-decinnamoyltaxinine J**_161956-27-048 or others 27 

hits on DNP 
1.40E8 1.00E7 

102 24.86 C27H45NO14 608.2916 (-0.42) - n.i. 1.05E8 5.35E5 

103 26.20 C36H44O11 653.2932 (-4.58) limonoids moluccensin H**_1210345-90-651 or others 7 hits on DNP 3.70E8 9.63E6 

104 26.33 C24H40O4 393.3011 (1.61) diterpenes 
15,18-acetoxy-3-ene-cis-clerodane**_502188-17-252 or others 67 

hits on DNP 
3.79E7 1.65E5 

105 26.37 C36H44O10 637.3003 (-1.51) terpenes 

dichrostachine G**_1189060-95-453 or celaglaumin**_126770-34-

154 or  β-dihydroagarofuran** _138797-52-155 or peditithin H**_ 

1951436-26-256 

1.02E7 2.09E7 

106 27.31 - 621.3032  - n.i. 1.48E9 8.26E7 

107 27.42 C29H48O15 637.3042 (-4.58) terpenes 

dichrostachine G**_1189060-95-453 or celaglaumin**_126770-34-

154 or  β-dihydroagarofuran** _138797-52-155 or peditithin H**_ 

1951436-26-256 

5.55E7 2.27E6 
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108 27.87 C29H48O15 637.3003 (-1.56) terpenes 

dichrostachine G**_1189060-95-453 or celaglaumin**_126770-34-

154 or  β-dihydroagarofuran** _138797-52-155 or peditithin H**_ 

1951436-26-256 

2.37E7 9.57E5 

109 28.01 - 621.3032  - n.i. 2.88E8 1.32E7 

Note: (*) not identified in Richardia brasiliensis, but described for Rubiaceae. (**) not described for Rubiaceae; (BAD) benzoic acid derivative; (PED) phenylethanoid derivative; 

(PPD) phenylpropanoid derivative.  
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Acute oral toxicity 

 

Table S2 - Body and organ weight and relative organ weight (%) after acute oral treatment with 

the administration of 2000 mg/kg of CEA in female rats. 

 Parameters 
Groups 

Control 2000 mg/kg 

Initial body weight (g) 120.00 ± 5.21 125.8 ± 6.22 

Final body weight (g) 151.31 ± 1.65  156.38 ± 1.46 

Liver weight (g) 6.65 ± 0.70 6.56 ± 1.71 

Kidney weight (g) 1.66 ± 0.13 1.64 ± 0.07 

Spleen weight (g) 0.54 ± 0.06 0.55 ± 0.06 

Relative weight of organs (%) 
  

Liver weight (%) 4.39 ± 0.39 4.13 ± 0.97 

Kidney weight (%) 1.09 ± 0.07 1.05 ± 0.05 

Spleen weight (%) 0.36 ± 0.05 0.35 ± 0.05 

Results are expressed as mean ± SD. Values were significantly different when p < 0.05. No differences were 

observed. 

 

Table S3 - Hematological parameters of female rats after oral treatment with the administration 

of 2000 mg/kg of the CEA (test) and the vehicle (control). 

Parameters 
Groups 

Control 2000 mg/kg 

RCB (10⁶/µL) 6.96 ± 0.23 6.94 ± 0.18 

HGB (g/dL) 13.52 ± 0.76 13.80 ± 0.72 

HCT (%) 44.16 ± 1.67 44.88 ± 4.31 

MCV (fL) 63.48 ± 1.76 64.7 ± 6.15 

CHCM (g/dL) 30.54 ± 1.00 30.84 ± 1.97 

PLT (103/µL) 1.015 ± 353.99 765.40 ± 413.12 

PPT (mg/dL) 6.16 ± 0.35 5.76 ± 0.57 

Total leukocytes (/µL) 4.24 ± 1.99 3.76 ± 1.94 

Band cells (%) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

Neutrophils (%) 10.00 ± 6.26 11.00 ± 3.39 

Lymphocytes (%) 72.33 ± 35.70 86.40 ± 4.39 

Monocytes (%) 0.00 ± 0.00 1.40 ± 1.34* 

Eosinophils (%) 1.00 ± 1.09 1.20 ± 0.83 
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Basophiles (%) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

Results are expressed as mean ± SD. Values were significantly different when p < 0.05. *Compared with the 

control group. Total red blood cells (RBC); Hemoglobin (HGB); Hematocrit (HCT); Mean corpuscular volume 

(MVC); Mean corpuscular hemoglobin concentration (CHCM); Platelets (PLT); Total plasma proteins (PPT). 

 

Table S4 - Biochemical parameters of female rats after acute oral treatment with the 

administration of 2000 mg/kg of CEA. 

Parameters 
Groups 

Control 2000 mg/kg 

ALP (U/L) 287.00 ± 47.30 270.80 ± 49.39 

ALT (U/L) 33.4 ± 10.99 32.0 ± 9.03 

AST (U/L) 89.75 ± 17.40 110.80 ± 25.60 

CHOL (mg/dL) 66.60 ± 4.92 67.20 ± 13.02 

TP (mg/dL) 5.32 ± 1.39 4.63 ± 1.11 

CRE (mg/dL) 0.62 ± 0.13 0.56 ± 0.12 

Urea (mg/dL) 47.60 ± 8.79 45.33 ± 12.16 

Results are expressed as mean ± SD. Values were significantly different when p < 0.05. *Compared with the 

control group. Alkaline phosphatase (ALP); Alanine aminotransferase (ALT); Aspartate aminotransferase (AST); 

Cholesterol (CHOL); Total serum protein (TP); Creatinine (CRE). 

 

Repeated dose 28-day oral toxicity 

 

Table S5 - Body, organ weight and relative weight (%) after repeated doses (28 days) with the 

administration of CEA at doses of 200, 400 and 600 mg/kg in female and male rats. 

 

Parameters 

Groups 

Control 200 mg/Kg 400 mg/Kg 600 mg/Kg 

Female         

Initial body weight (g) 161.40 ± 14.99 150.00 ± 10.34 144.40 ± 4.87 160.60 ± 14.04 

Final body weight (g) 208.15 ± 2.69 193.68 ± 2.18 192.30 ± 1.77 205.31 ± 2.20 

Liver weight (g) 4.88 ± 072 4.73 ± 1.19 4.81 ± 0.78 4.31 ± 0.91 

Kidney weight (g) 0.99 ± 0.19 0.87 ± 0.18 0.92 ± 0.10 0.96 ± 0.13 

Spleen weight (g) 0.38 ± 0.10 0.27 ± 0.08 0.36 ± 0.08 0.28 ± 0.07 

Heart weight (g) 0.59 ± 0.17 0.48 ± 0.20 0.43 ± 0.1 0.52 ± 0.15 

Relative weight of organs 
    

Liver weight (%) 2.34 ± 0.31 2.44 ± 0.59 2.50 ± 0.40 2.11 ± 0.50 
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Kidney weight (%) 0.48 ± 0.11 0.45 ± 0.10 0.47 ± 0.05 0.46 ± 0.05 

Spleen weight (%) 0.18 ± 0.05 0.14 ± 0.04 0.18 ± 0.04 0.14 ± 0.04 

Heart weight (%) 0.28 ± 0.08 0.24 ± 0.10 0.22 ± 0.05 0.25 ± 0.06 

Male 
    

Initial body weight (g) 153.8 ± 9.36 158.4 ± 3.64 154.4 ± 1.51 146.4 ± 5.22b 

Final body weight (g) 236. 32 ± 2.97 234.52 ± 12.53 237.69 ± 2.91 220.23 ± 1.40 

Liver weight (g) 8.75 ± 0.66 9.15 ± 0.87 8.87 ± 1.21 7.47 ± 1.18 

Kidney weight (g) 1.75 ±0.27 1.81 ± 0.15 1.87 ± 0.26 1.63 ± 0.18 

Spleen weight (g) 0.55 ± 0.04 0.64 ± 0.05c 0.63 ± 0.07c 0.46 ± 0.05 

Heart weight (g) 0.81 ± 0.06 0.77 ± 0.11 0.88 ± 0.19 0.71 ± 0.13 

Relative weight of organs 
    

Liver weight (%) 3.71 ± 0.35 3.95 ± 0.70 3.72 ± 0.42 3.38 ± 0.38 

Kidney weight (%) 0.74 ± 0.10 0.77 ± 0.08 0.78 ± 0.09 0.74 ± 0.09 

Spleen weight (%) 0.23 ± 0.02 0.27 ± 0.03c 0.26 ± 0.02c 0.20 ± 0.02 

Heart weight (%) 0.34 ± 0.03 0.33 ± 0.04 0.37 ± 0.07 0.32 ± 0.05 

Results are expressed as mean ± SD. Values were significantly different when p < 0.05. 

 

 

Table S6 – Hematological parameters of female and male rats after 28 days of treatment with 

the CEA at doses of 200, 400 and 600 mg/kg. 

Parameters 
Groups 

Control 200 mg/kg 400 mg/kg 600 mg/kg 

Female     

RCB (10⁶/µL) 7.79 ± 0.44 7.87 ± 0.23 7.66 ± 0.48 7.95 ± 0.47 

HGB (g/dL) 15.12 ± 0.67 15.30 ± 0.76 14.70 ± 1.26 15.02 ± 0.97 

HCT (%) 50.70 ± 4.24 48.80 ± 2.40 47.04 ± 3.01 48.70 ± 3.76 

MCV (fL) 65.10 ± 3.64 61.97 ± 1.19 61.40 ± 1.02 61.34 ± 3.67 

CHCM (g/dL) 29.88 ± 1.70 31.30 ± 0.43 31.16 ± 0.85 30.82 ± 1.26 

PLT (103/µL) 1.014 ± 99.32 1.420 ± 178.77a,b,c 1.088 ± 69.05 1.093 ± 77.38 

PPT (mg/dL) 7.32 ± 0.30 7.10 ± 0.62 6.80 ± 0.14 7.00 ± 0.46 

Total leukocytes (/µL) 8.62 ± 1.59 8.42 ± 1.31 9.14 ± 1.32 7.12 ± 1.07 

Band cells (%) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 
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Neutrophils (%) 18.20 ± 5.93 12.60 ± 5.22 16.40 ± 3.20 16.40 ± 5.63 

Lymphocytes (%) 80.60 ± 6.76 85.80 ± 4.96 82.00 ± 2.73 81.00 ± 5.61 

Monocytes (%) 0.80 ± 1.30 1.20 ± 1.64 1.00 ± 0.70 2.20 ± 0.83 

Eosinophils (%) 0.40 ± 0.54 0.40 ± 0.54 0.60 ± 0.54 0.40 ± 0.54 

Basophiles (%) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

Male     

RCB (10⁶/µL) 7.93 ± 0.39 7.98 ± 0.39 7.96 ± 0.18 7.86 ± 0.25 

HGB (g/dL) 14.94 ± 0.84 15.22 ± 0.60 15.20 ± 0.15 14.94 ± 0.34 

HCT (%) 46.72 ± 2.55 46.82 ± 2.24 47.06 ± 1.66 46.56 ± 1.71 

MCV (fL) 58.98 ± 1.62 58.72 ± 0.86 59.18 ± 2.69 59.46 ± 3.18 

CHCM (g/dL) 31.94 ± 0.67 32.47 ± 0.36 32.26 ± 0.92 32.06 ± 1.14 

PLT (103/µL) 882.00 ± 50.60 882.25 ± 50.68 935.40 ± 57.79 945.00 ± 33.71 

PPT (mg/dL) 7.08 ± 0.33 6.75 ± 0.1 6.72 ± 0.22 6.56 ± 0.26a 

Total leukocytes (/µL) 10.34 ± 1.17 9.67 ± 6.94 9.90 ± 1.50 10.12 ± 1.18 

Band cells (%) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.20 ± 0.44 0.40 ± 0.54 

Neutrophils (%) 19.60 ± 6.07 14.75 ± 8.55 14.20 ± 5.91 31.4 ± 2.70 

Lymphocytes (%) 80.20 ± 7.59 84.50 ± 6.80 85.8 ± 6.97 66.20 ± 31.53 

Monocytes (%) 0.20 ± 0.44 0.75 ± 0.50 0.40 ± 0.54 1.00 ± 1.00 

Eosinophils (%) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.60 ± 0.54 0.04 ± 0.54 

Basophiles (%) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

Results are expressed as mean ± SD. Values were significantly different when p < 0.05. aCompared with the control 

group. bCompared with the 400 mg/kg group. cCompared with the 600 mg/kg group. Total red blood cells (RBC); 

Hemoglobin (HGB); Hematocrit (HCT); Mean corpuscular volume (MVC); Mean corpuscular hemoglobin 

concentration (CHCM); Platelets (PLT); Total plasma proteins (PPT). 

 

Table S7 - Biochemical parameters of female and male rats after 28 days of treatment with the 

CEA at doses of 200, 400 and 600 mg/kg. 

Parameters 
Groups 

Control 200 mg/kg 400 mg/kg 600 mg/kg 

Female    

ALP (mg/dL) 67.40 ± 5.36 69.5 ± 3.10b 70.33 ± 11.93b 50.40 ± 3.28a 

ALT (U/L) 31.00 ± 4.35 29.40 ± 3.50 24.80 ±10.28 29.00 ± 4.24 

AST (U/L) 78.40 ± 10.35 61.00 ± 5.70a 55.21 ± 8.01a 60.20 ± 4.32a 
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CHOL (mg/dL) 53.60 ± 3.84 52.60 ± 8.26 48.40 ± 16.27 51.20 ± 5.44 

HDL (mg/dL) 24.61 ± 2.51 24.19 ± 6.35 27.07 ± 3.82 26.34 ± 2.67 

LDL (mg/dL) 8.98 ± 1.78 6.66 ± 1.10 8.58 ± 1.58 7.55 ± 1.12 

TP (mg/dL) 5.82 ± 0.37 5.58 ± 0.51 4.52 ±1.70 5.80 ± 0.65 

CRE (mg/dL) 0.72 ± 0.08 0.72 ± 0.04 0.52 ± 0.14a,b 0.70 ± 0.07 

Urea (mg/dL) 53.80 ± 2.48 55.60 ± 3.20 50.00 ± 9.13 52.00 ± 3.80 

TG (mg/dL) 140.16 ± 55.34 123.16 ± 45.04 97.00 ± 27.22 137.00 ± 41.09 

GGT (mg/dL) 1.00 ± 5.00 1.80 ± 9.00 1.20 ± 6.00 1.6 ± 8.00 

Male     

ALP (mg/dL) 126.20 ± 5.71 113.00 ± 27.38 102.8 ± 14.56 120.00 ± 16.38 

ALT (U/L) 47.4 ± 8.08 43.75 ± 2.21 46.40 ± 8.08 46.60 ± 3.91 

AST (U/L) 85.60 ± 6.18 79.25 ± 3.77 82.40 ± 18.64 74.00 ± 6.92 

CHOL (mg/dL) 64.40 ± 5.89 68.50 ± 2.64 69.40 ± 9.83 54.60 ± 31.20 

HDL (mg/dL) 27.36 ± 2.46 27.94 ± 4.30 29.47 ± 3.65 27.18 ± 2.80 

LDL (mg/dL) 9.30 ± 3.37 8.49 ± 0.96 9.22 ± 3.09 9.47 ± 1.61 

TP (mg/dL) 6.50 ± 0.15 6.27 ± 0.17 6.24 ± 0.18 6.08 ± 0.14a 

CRE (mg/dL) 0.82 ± 0.04 0.82 ± 0.05 0.80 ± 0.00 0.80 ± 0.00 

Urea (mg/dL) 42.40 ± 4.87 47.75 ± 4.99 47.60 ± 4.56 47.20 ± 7.85 

TG (mg/dL) 122.80 ± 25.58 124.75 ± 33.14 118.20 ± 26.07 127.40 ± 21.45 

GGT (mg/dL) 1.60 ± 2.60 1.75 ± 1.25 2.00 ± 1.87 2.20 ± 1.30 

Results are expressed as mean ± SD. Values were significantly different when p < 0.05. aCompared with the control 

group. bCompared with the 600 mg/kg group. Alkaline phosphatase (ALP); Alanine aminotransferase (ALT); 

Aspartate aminotransferase (AST); Cholesterol (CHOL); High density lipoprotein (HDL); Low density lipoprotein 

(LDL); Total serum protein (TP); Creatinine (CRE); Triglycerides (TG); Gamma-glutamyl transferase (GGT). 

 

Table S8 – Evaluation of lipid peroxidation and carbonylated proteins in the kidney and liver 

of female and male rats after 28 days of treatment with CEA at doses of 200, 400 and 600 

mg/kg. 

 

Parameters 

Groups 

Control 200 mg/Kg 400 mg/Kg 600 mg/Kg 

 
Female 

    

Kidney 
MDA 2.39 ± 0.37 2.19 ± 0.12 2.16 ± 0.19 1.94 ± 0.30 

Carbonyl 2.90 ± 0.36  2.74 ± 0.58 2.82 ± 0.38 1.90 ± 0.25a 

Liver 
MDA 2.50 ± 0.30 2.15 ± 0.14 2.28 ± 0.24 2.16 ± 0.42 

Carbonyl 2.88 ± 0.43 2.24 ± 0.14 1.90 ± 0.78 2.57 ± 0.60 
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Male 

    

Kidney 
MDA 2.56 ± 0.58 2.29 ± 0.43 1.92 ± 0.05 2.18 ± 0.09 

Carbonyl 1.91 ± 0.75 1.96 ± 0.80 1.94 ± 0.36 1.88 ± 0.48 

Liver 
MDA 2.08 ± 0.55 2.15 ± 0.33 1.82 ± 0.30 1.61 ± 0.40 

Carbonyl 2.48 ± 0.48 1.94 ± 0.46 1.25 ± 0.53b 0.98 ± 0.24c 

Results are expressed as mean ± SD. Values were significantly different when p < 0.05. aCompared with all groups. 
bCompared with the control group. cCompared with control group and 200 mg/kg group. MDA expressed in nmol 

MDA/mg prot. Carbonyl expressed in nmol carb/mg. 

 

Table S9 - Evaluation of the enzymatic activity of catalase (CAT) and superoxide dismutase 

(SOD) in the kidney and liver of female and male rats after 28 days of treatment with CEA at 

doses of 200, 400 and 600 mg/kg. 

 

Parameters 

Groups 

Control 200 mg/Kg 400 mg/Kg 600 mg/Kg 

 
Female 

    

Kidney 
CAT 23.54 ± 2.67 29.87 ± 9.17 25.72 ± 3.63 29.45 ± 3.59 

SOD 15.41 ± 2.14  13.08 ± 2.78 13.95 ± 1.92 14.10 ± 2.61 

Liver 
CAT 0.37 ± 0.06 0.38 ± 0.03 0.46 ± 0.06 0.47 ± 0.10 

SOD 11.11 ± 2.67 12.04 ± 2.11 12.08 ± 2.42 12.66 ± 1.51 

 
Male 

    

Kidney 
CAT 23.53 ± 2.52 24.88 ± 4.29 29.52 ± 1.48a 29.40 ± 3.60a 

SOD 16.45 ± 2.21 13.16 ± 2.00 11.10 ± 1.11a 12.00 ± 1.80a 

Liver 
CAT 0.58 ± 0.1 0.65 ± 0.19 0.55 ± 0.07 0.53 ± 0.08 

SOD 10.84 ± 1.98 11.20 ± 1.29 11.30 ± 1.67 12.48 ± 2.92 

Results are expressed as mean ± SD. Values were significantly different when p < 0.05. aCompared with the control 

group. CAT expressed in U CAT/mg prot. SOD expressed in U SOD/mg prot. 
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6 DISCUSSÃO GERAL 

 

Richardia brasiliensis é uma espécie da família Rubiaceae, conhecida principalmente 

por infestar regiões agrícolas, desenvolvendo-se entre culturas de soja e milho, sendo 

amplamente distribuída em locais onde atividades agrícolas são presentes, como o Rio Grande 

do Sul e a região Centro-Oeste brasileira (LORENZI; MATOS, 2008; FIGUEIREDO et al., 

2009; TROPICOS, 2017; GALLON et al., 2018). A população utiliza partes da planta, como 

infusos, decoctos ou plastos no tratamento do diabetes, queimaduras na pele, como vermífuga, 

no tratamento da hemorroida, dentre outros. Apesar de sua utilização como medicina 

alternativa, pouco se conhece sobre seus constituintes fitoquímicos e as ações biológicas que a 

planta, ou parte dela, possui (PINTO, 2008; FIGUEIREDO, 2005; TENÓRIO-SOUZA, 2009; 

CANALE, 2012; MORAIS et al., 2013). 

Deste modo, esta pesquisa buscou realizar a caracterização, a identificação e a 

quantificação das substâncias fitoquímicas presentes em extratos de R. brasiliensis obtidos em 

diferentes períodos do ano. Além de determinar a capacidade antioxidante, avaliar a indução de 

danos oxidativos nas membranas celulares, avaliar a capacidade antiproliferativa em células 

tumorais e averiguar através de modelos in vitro a genotoxicidade e citotoxicidade e in vivo, a 

toxicidade. 

O screening fitoquímico foi o passo inicial para a pesquisa, no qual, através de reações 

colorimétricas de caracterização e cromatografia em camada delgada (CCD), grupos de 

metabólitos secundários, como heterosídeos antociânicos, gomas, mucilagens, taninos, amino-

grupos, esteroides e/ou triterpenos, alcaloides, fenóis, cumarinas, ácidos orgânicos e 

flavonoides foram identificados. Grande parte dos grupos de substâncias já haviam sido 

reportados na literatura (PINTO, 2008; FIGUEIREDO, 2005; TENÓRIO-SOUZA, 2009; 

CANALE, 2012; MORAIS et al., 2013; MARTINS; NUNEZ, 2015), tanto para a família 

Rubiaceae quanto para a espécie R. brasiliensis. Já as substâncias antraquinonas são marcadores 

quimiotaxonômicos para a subfamília Rubioideae (BOLZANI et al., 2001) e em nossas análises 

de caracterização não foram observadas através dos métodos utilizados. 

Para a identificação e quantificação das substâncias fitoquímicas, duas análises 

independentes, foram utilizadas: Cromatografia Líquida de Ultra Alta Eficiência acoplada à 

Espectrometria de Massas (UHPLC-ESI-MS/MS), na qual a identificação das substâncias 

fitoquímicas dos extratos ocorreram por comparação (área do pico e tempo de retenção) com 

24 padrões de compostos fenólicos e Cromatografia Líquida de Alta Performance Acoplada à 
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Espectrometria de Massa de Alta Resolução (UHPLC-ESI-HRFTMS), que utilizou o método 

de desreplicação, comparando a forma molecular de cada substância identificada, com 

substâncias fitoquímicas já relatadas para o gênero ou família (SCIFINDER, 2020; 

DICIONÁRIO DE PRODUTOS NATURAIS, 2020).  

Na identificação dos compostos fenólicos por UHPLC-ESI-MS/MS, foram 

identificados ácido clorogênico, catequina, ácido vinílico, ácido cafeico, ácido p-cumárico, 

ácido ferúlico, rutina, ácido rosmarínico, quercitrina, ácido trans-cinâmico, quercetina, 

luteolina, apigenina e canferol. Rutina e ácido clorogênico foram os analitos predominantes nas 

amostras, sendo encontrados em todas as estações e em altas concentrações. Já os analitos como 

ácido rosmarínico, quercitrina e apigenina não foram encontrados em alguns extratos e, quando 

identificados, apareceram apenas como traços.  

Essas variações da presença e concentração de substâncias fitoquímicas são muito 

comuns quando se trata de espécies vegetais, pois rotas metabólicas envolvidas na síntese de 

compostos do metabolismo secundário são diretamente influenciadas por variáveis ambientais. 

Essas influenciam na presença de maior ou menor quantidade de compostos, bem como o tecido 

ou órgão da planta, onde estes compostos são sintetizados e armazenados (GOBBO-NETO; 

LOPES, 2007; RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011; LIU, et al., 2015; NGUYEN et al., 

2019, BOUABID et al., 2020, FARAG et al., 2020; HAYAT et al., 2020). 

Variações dos constituintes fitoquímicos também foram observados nas análises 

realizadas por UHPLC-ESI-HRFTMS. A diferença observada na composição dos extratos das 

partes aéreas e raízes corroboram com dados que demonstraram que compostos do metabolismo 

secundário podem ser sintetizados e armazenados em diferentes partes e tecidos das plantas, 

conforme a demanda de recursos (FANG; FERNIE; LUO, 2019). Além de fenólicos como 

flavonoides e cumarinas, os principais compostos identificados foram alcaloides e terpenoides 

e, em menor escala, ácido benzoico e derivados de fenilpropanoides, feniletanoides e iridoides. 

No doseamento de polifenois totais, flavonoides e taninos por espectrofotometria 

também foram encontradas alterações nas concentrações dos compostos secundários nos 

diferentes extratos. O maior teor de polifenois totais foi observado nos extratos de primavera, 

os flavonoides tiveram altas dosagens no outono e os taninos no verão, refletindo mais uma vez 

a influência direta de fatores bióticos e abióticos que incidem sobre a planta e seu metabolismo 

(ROCKENBACH et al., 2018). A presença dos maiores teores dessas substâncias em estações 

consideradas mais quentes e úmidas, estão intimamente relacionadas a defesa e proteção da 
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planta contra a radiação UV e ataque de polinizadores (COUTINHO et al., 2010; MACEDO et 

al., 2013; WEN; ALSEEKH; FERNIE, 2020). 

Uma das principais características das espécies vegetais que possuem altas 

concentrações de substâncias fenólicas é sua capacidade em atuar como antioxidantes naturais 

contra o estresse oxidativo (LI et al., 2020). Há um crescente interesse em compostos presentes 

em alimentos, plantas e bebidas, que possuam benefícios à saúde e vários estudos têm sido 

dedicados às propriedades antioxidantes dos polifenois.  

Nos ensaios no qual o indutor de oxidação foi o AAPH, obtivemos significativa 

capacidade antioxidante dos extratos, demonstrando que essa propriedade é consequência da 

relações atividade-estrutura relacionadas a sua ação redox (GRZESIK et al., 2018), pois, no 

geral, quanto mais substituintes hidroxilas a molécula possuir, mais forte será a atividade 

antioxidante contra radicais peroxila (CAO; SOFIC; PRIOR, 1997).  

No ensaio, no qual o indutor de oxidação foi o DPPH, nossos resultados pareceram não 

ter sido relevantes, sendo que os extratos de R. brasiliensis apresentaram baixa atividade 

antioxidante quando comparado ao padrão ácido ascórbico. Esse dado sugere que a ação anti-

radicalar dos extratos pode responder de diferentes maneiras aos diferentes radicais ou 

oxidantes, dependendo do mecanismo de oxidação (ALVES et al., 2010; BACCARIN et al., 

2015). 

Como descrito anteriormente, apesar de sua capacidade antioxidante, compostos 

bioativos como os polifenois, podem tornar-se uma molécula altamente reativa aumentando o 

estresse oxidativo (CHIKARA et al., 2018), já que algumas substâncias naturais apresentam 

efeito bifásico de atuação, sendo um antioxidante em baixas concentrações e pró-oxidante 

quando em doses mais elevadas (ZHANG; TSAO, 2016). Essa condição de pró-oxidantes 

também é observada na presença de metais de transição (ALVES et al., 2010).  

Dessa forma, avaliamos a capacidade dos extratos de R. brasiliensis em atuarem como 

oxidantes causando danos às células. Foi observado que os EBRb causaram danos aos lipídios 

de membrana quando utilizados em altas concentrações, como pôde ser visto no ensaio de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), que mediu o subproduto da peroxidação 

lipídica, o malondialdeído (MDA) (VASCONCELOS et al., 2007). Já os níveis de ON e EROs, 

apresentaram pequenas alterações em alguns extratos, porém sem diferir significativamente ao 

controle negativo.  

Apesar de breves alterações nos níveis desses marcadores oxidativos, há a necessidade 

de maiores averiguações quanto aos possíveis danos que as substâncias fitoquímicas presentes 
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nos extratos de R. brasiliensis podem estar causando em células saudáveis. Visto que essas 

variações em parâmetros oxidativos parecem estar relacionadas, o que pode culminar em 

importantes eventos patogênicos por serem moléculas reguladoras para muitas funções 

fisiológicas essenciais. Pequenas alterações e modificações nas cadeias poli-insaturadas alteram 

a fluidez e comprometem a integridade das membranas, resultando em danos celulares e perda 

das funções, que estão associados ao desenvolvimento de vários tipos de carcinomas, diabetes, 

envelhecimento e condições inflamatórias (BANRJEE et al., 2008; PISOSCHI; POP, 2015; 

ALCHÉ, 2019; GEGOTEK et al., 2019; FAN et al., 2020). 

Em relação aos ensaios que avaliaram a citotoxicidade, na análise de viabilidade celular, 

foi observado que os EBRb mantiverem altas a viabilidade das células saudáveis, demonstrando 

não estarem afetando funções metabólicas (FUKUI; YAMABE; ZHU, 2010). Entretanto, 

quando avaliamos a presença de DNA dupla fita (dsDNA), houve aumento nos níveis da 

molécula em solução, nas concentrações mais altas, de modo que os extratos demonstraram 

uma citotoxicidade moderada através de alguns mecanismos intracelulares específicos. Na 

análise de genotoxicidade, foi empregado o ensaio de dano ao DNA cometa ou eletroforese de 

gel em célula única, no qual é utilizado para detectar a frequência de quebras que o DNA sofre 

quando em contato com alguma substância mutagênica ou carcinogênica (ERIKEL et al., 

2019). Em nossas análises, os EBRb apresentaram baixas extensões de dano, independente das 

concentrações testadas. 

As substâncias fitoquímicas por possuírem uma gama de efeitos celulares e moleculares, 

atuando em vias de transdução de sinais que culminam em vários eventos fisiológicos 

essenciais, podem oferecer uma alternativa terapêutica, preventiva ou ainda adjuvante para o 

câncer (CAO et al., 2019; BRAIUC, et al., 2020). Um dos principais mecanismos que mantém 

a renovação celular e ajuda na eliminação dessas células cancerosas é a apoptose. Dessa forma, 

substâncias que alteram o equilíbrio em células alteradas, a favor da apoptose, são promissoras 

e alvos de estudos para atuarem como agentes quimioterápicos (MISHRA et al., 2018). 

O extrato bruto de R. brasiliensis foi avaliado quanto a sua capacidade em atuar como 

um agente antiproliferativo frente a linhagens de células tumorais. Nossos resultados 

demonstraram que o extrato foi promissor em diminuir a viabilidade de algumas linhagens, 

sendo mais sensível para a linhagem A375 (melanoma humano) e também foi capaz de induzir 

a apoptose em proporções elevadas. Esses achados sugerem que substâncias presentes no EBRb 

têm a capacidade de penetrar e alterar as membranas de células tumorais, estando envolvidos 

nos processos apoptóticos, levando à redução da viabilidade celular (YAN et al., 2010). Logo, 
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faz-se necessário a realização de mais estudos a fim de determinar os mecanismos que levaram 

a essa indução da apoptose (por exemplo, aumento de ROS, parada do ciclo celular na fase 

G2/M, disfunção e perda do potencial de membrana mitocondrial, expressão de proteínas 

Bax/Bcl-2, entre outros).  

Além dos padrões de segurança e avaliação das atividades biológicas in vitro, buscamos 

averiguar a possível toxicidade in vivo do extrato bruto de R. brasiliensis. Para esse ensaio, 

utilizamos os protocolos OECD 423 e 407, no qual foi avaliada a toxicidade oral aguda e em 

doses repetidas, em um período de 14 dias somente com ratas fêmeas para o primeiro protocolo 

e 28 dias com ratos machos e fêmeas para o segundo. 

No ensaio da toxicidade oral aguda, após o período de tratamento, nenhuma mortalidade 

foi observada bem como nenhum sinal de toxicidade e dessa forma o EBRb pode ser 

classificado na categoria 5 de acordo com o Sistema Geral Harmonizado da OECD, no qual a 

dose letal é estimada entre 2000 a 5000 mg/kg (OECD, 2001).  

Para o ensaio em doses repetidas de 28 dias também não foram observados sinais de 

toxicidade e nenhuma morte dos animais foi registrada. Apesar de algumas pequenas alterações 

em parâmetros como o peso do baço em ratos machos e parâmetros bioquímicos e 

hematológicos, o aspecto e morfologia dos órgãos apresentaram-se normais e as demais análises 

estavam dentro de padrões aceitáveis para a espécie (LIMA et al., 2014). O conjunto de 

resultados que avaliam alterações no peso corporal dos animais, no peso e morfologia dos 

órgãos bem como parâmetros hematológicos, bioquímicos, oxidativos e análises de enzimas 

antioxidantes, podem reportar precocemente efeitos indesejáveis, sendo preditivos de 

toxicidade em humanos (LEE et al., 2012; RIBEIRO et al., 2020). Assim, os resultados 

encontrados neste estudo sugerem que o EBRb, quando utilizado nas condições do estudo, não 

apresenta sinais de toxicidade, sendo que mais estudos são necessários para assegurar seu uso 

seguro pela população 

Os resultados obtidos nesse estudo são um primeiro passo e indicativo de que extratos 

da espécie Richardia brasiliensis podem ser utilizados pela população no tratamento de seus 

enfermos. No entanto, seu uso indiscriminado em altas doses pode levar a algum tipo de dano 

celular e, portanto, devem ser utilizados com cautela. Além disso, fica evidenciando que mais 

estudos são necessários a fim de isolar constituintes fitoquímicos já identificados que podem 

ser promissores (isolados ou não) para o tratamento de células tumorais. Também há a 

necessidade da realização de mais ensaios que determinem os mecanismos de ação que levam 

aos processos apoptóticos observados. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Em nossos estudos foram identificados nos extratos aquosos de Richardia brasiliensis, 

heterosídeos antociânicos, gomas, mucilagens, taninos e amino-grupos. Nos extratos 

hidroetanólico foram identificados esteroides e/ou triterpenos, alcaloides, fenóis, cumarinas, 

ácidos orgânicos e flavonoides. 

Na determinação de polifenois por UHPLC-ESI-MS/MS foram identificados quatorze 

polifenóis, em maiores ou menores concentrações nos diferentes extratos obtidos nas quatro 

estações do ano. Destes, os compostos fenólicos predominantes foram o ácido clorogênico e a 

rutina. Na análise fitoquímica por UHPLC-ESI-HRMS, foram identificados principalmente 

alcaloides e terpenos e em menor escala, também foram detectados derivados fenilpropanoides, 

flavonoides, cumarinas, derivados feniletanoides, derivados do ácido benzoico e iridoides.  

Nas dosagens de polifenois totais, flavonoides e taninos, foram observados maiores 

teores de polifenois na primavera, flavonoides apresentaram concentrações semelhantes no 

outono, inverno e primavera, e taninos foram encontrados em maiores teores no verão. 

Na capacidade antioxidante, os diferentes métodos avaliados demonstraram que os 

extratos de R. brasiliensis atuam de maneira diferente dependendo do tipo de indutor. Foi 

observado que os extratos demonstraram pronunciada capacidade antioxidante contra a 

hemólise induzida por AAPH e no ensaio cinético que avaliou a capacidade de absorção do 

radical de oxigênio (ORAC), sendo mais efetivo que o padrão Trolox. 

Na avaliação da indução de oxidação, os extratos elevaram os níveis de MDA, 

principalmente na concentração de 500 µg/mL, e apresentaram pequenas alterações nos níveis 

de ON e EROs, sem diferir do controle negativo. 

Nos ensaios de cito e genotoxicidade, a viabilidade celular não foi afetada pelos extratos 

em nenhuma concentração, mantendo-as em cerca de 90% de viabilidade. Porém, os extratos 

foram capazes de aumentar a presença de fita dupla de DNA livres na solução. Já em relação 

aos danos ao DNA pelo ensaio do Cometa alcalino, os extratos apresentaram comportamento 

dose-dependente e baixos índices de dano. 

Na atividade antiproliferativa, os extratos foram eficientes, principalmente na linhagem 

celular tumoral de melanoma humano (A375), no qual inviabilizou essas células em mais de 

95% após 72h. Além disso, foi observado que em mais de 80% das células dessa mesma 

linhagem, ocorreu apoptose. 
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Na toxicidade in vivo, os extratos não causaram sinais de toxicidade e nenhuma 

mortalidade foi observada. As alterações em parâmetros hematológicos e bioquímicos estão 

dentro de faixas aceitáveis para a espécie. 

Assim, o conjunto dos resultados da pesquisa, demonstrou que a espécie Richardia 

brasiliensis é rica em compostos com importantes funções medicinais e, algumas das atividades 

aqui avaliadas, indicam que a planta em estudo possui potencial atividade farmacológica como 

agente antiproliferativo, além de nortear o caminho a ser seguido em estudos adicionais com a 

espécie. 

 

8 LIMITAÇÕES 

 

Os objetivos propostos para essa tese foram alcançados quase que em sua integralidade. 

Entretanto, algumas limitações no decorrer da pesquisa foram evidenciadas, impossibilitando a 

realização de análises que poderiam complementar alguns dados obtidos ao longo do estudo e 

responder questões que ficaram dúbias. 

Dentre as limitações encontradas para a realização e desenvolvimento desta tese de 

Doutorado, a falta de recursos para aquisição de materiais de consumo foi uma questão de 

destaque. Porém, com a colaboração de diferentes grupos de pesquisa em diferentes 

Universidades (posso citar Universidade Franciscana e Universidade Federal do Pampa), 

conseguimos contornar e realizar análises de suma importância para a obtenção de alguns 

resultados. 

Outra limitação importante foi a minha mudança de cidade, que ocorreu praticamente 

no meio do período em que estava realizando o Doutorado. Devido à distância, houve 

dificuldade na realização de algumas análises. 

A publicação dos artigos foi outra limitação para a apresentação dessa Tese. No entanto, 

após longo período de esperar e troca de periódicos, recebemos os aceites para as publicações. 

Por último e a mais importante limitação encontrada, foi a “parada” no ano de 2020 e 

2021 devido à pandemia de covid-19 que, de forma indireta, atrasou a finalização dessa tese de 

Doutorado. 

 

9 PERSPECTIVAS FUTURAS 
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A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa, a espécie Richardia brasiliensis mostrou-

se promissora no seu uso como planta medicinal. Dessa forma, recomenda-se o 

desenvolvimento de metodologias mais específicas que visem determinar, além dos 

mecanismos de ação do extrato sobre células A375 de melanoma humano, no qual foram 

capazes de diminuir a viabilidade celular em mais de 95%, qual ou quais substâncias ativas do 

extrato da planta possuem essa ação e, assim, realizar procedimentos a fim de isolar os mesmos. 

Essas evidências são importantíssimas no cenário atual, já que parte dos medicamentos 

usados na clínica são derivados de substâncias naturais. Assim, essa pesquisa foi um primeiro 

passo para demonstrar que espécies não tão conhecidas e que estão sendo extintas podem atuar 

no tratamento de uma diversidade de doenças.  
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