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RESUMO 
 

AVALIAÇÃO DA COMPOSIÇÃO FITOQUÍMICA, DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

E DA TOXICIDADE in vivo DE Leandra australis 

 
AUTORA: Thainara de Andrade Fortes 

ORIENTADORA: Liliane de Freitas Bauermann 
COORIENTADORA: Amanda Leitão Gindri 

 

A riqueza da biodiversidade brasileira e a tradição popular sobre plantas ditas como medicinais faz com 
que a fitoterapia seja amplamente utilizada nos dias atuais. Dentre as plantas utilizadas, destaca-se a 
espécie Leandra australis, conhecida popularmente como pixirica. Esta espécie é utilizada 
popularmente para doenças inflamatórias e como emagrecedora. Apesar de seus usos populares, há 
poucos estudos na literatura atual sobre suas moléculas químicas e atividades farmacológicas. Além 
disso, até o momento, não foram encontrados estudos toxicológicos com esta espécie vegetal. Sendo 
assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a composição química, toxicidade e atividade 
antioxidante de L. australis. A planta foi coletada em Março/2015, identificada e extraída por maceração, 
com etanol 50%. Posteriormente, seu extrato bruto foi fracionado com solventes de polaridade 
crescente (hexano, clorofórmio, acetato de etila e butanol). O extrato bruto, frações e resíduo aquoso 
restante do fracionamento foram concentrados em evaporador rotatório sob temperatura inferior a 
45°C. A avaliação da composição química por Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (CLAE) 
acoplado à Espectrometria de Massas foi realizada com o extrato bruto. As quantificações de 
metabólitos secundários (polifenóis totais, flavonoides, taninos condensados e alcaloides totais) foram 
realizadas em Espectrofotometria UV-Vis com o extrato bruto, frações e resíduo aquoso. A avaliação 
da atividade antioxidante do extrato, frações e resíduo aquoso ocorreu por três métodos diferentes 
realizados também em Espectrofotômetro UV-Vis, sendo eles: avaliação da captura do radical DPPH, 
determinação da habilidade de redução do ferro (FRAP), e co-oxidação com betacaroteno e ácido 
linolênico. A avaliação da toxicidade do extrato bruto foi realizada a partir de métodos alternativos in 
vivo, sendo a citotoxicidade realizada em Artemia salina e a genotoxicidade realizada em células de 
radículas de Allium cepa. A toxicidade também foi avaliada a partir de protocolos de toxicidade aguda 
e de doses repetidas de 28 dias da OECD 423 e 407 utilizando ratos Wistar. As amostras com maior 
rendimento foram resíduo aquoso, butanol e extrato bruto. Nos doseamentos destacaram-se o elevado 
teor de compostos fenólicos e taninos condensados nas amostras, sendo também possível quantificar 
o ácido gálico (19,32±0,39 mg/g de extrato), rutina (12,30±0,01 mg/g de extrato) e quercetina 
(162,58±0,68 mg/g de extrato) no extrato da planta analisado em CLAE. A espécie em estudo 
apresentou considerável atividade antioxidante em seu extrato e frações. O perfil de toxicidade da 
espécie, inédito, não apresentou citotoxidade para A. salina (CL50 1.607,15 μg/mL), porém foi 
evidenciada uma possível atividade antiproliferativa (genotóxica) no extrato bruto desta espécie. A 
avaliação da toxicidade em ratos Wistar mostrou que a administração aguda e de doses repetidas não 
ocasionou mortes ou alterações comportamentais nos animais. Porém, a administração aguda 
identificou alterações nos níveis de BUN nos animais testados, o que mostra possível dano renal. 
Quando administrada de forma contínua por 28 dias, a planta não ocasionou alterações hematológicas 
e a avaliação bioquímica não identificou sinais de toxicidade. Estes resultados mostram que a espécie 
vegetal apresenta baixa toxicidade e reforça a importância da realização de estudos sobre 
administração oral crônica a fim de confirmar a segurança para seu uso medicinal. 

 
Palavras-chave: Melastomataceae. Toxicidade. HPLC-DAD-MS. Pixirica. 
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ABSTRACT 
 

EVALUATION OF PHYTOCHEMICAL COMPOSITION, ANTIOXIDANT ACTIVITY 
AND in vivo TOXICITY OF Leandra australis 

 

AUTHOR: Thainara de Andrade Fortes 
ADVISOR: Liliane de Freitas Bauermann 

CO-ADVISOR: Amanda Leitão Gindri 
 

The richness of Brazilian biodiversity and the popular tradition of plants known as medicinal make 
phytotherapy widely used today. Among the plants used, the species Leandra australis, popularly known 
as pixirica, stands out. This species is popularly used for inflammatory diseases and as a weight-loss. 
Despite its popular uses, there are few studies in the current literature on its chemical molecules and 
pharmacological activities. Furthermore, so far, no toxicological studies have been found with this plant 
species. Therefore, this work aimed to evaluate the chemical composition, toxicity and antioxidant 
activity of L. australis. The plant was collected in March/2015, identified and extracted by maceration, 
with etanol 50%. Subsequently, its crude extract was fractionated with increasing polarity solvents 
(hexane, chloroform, ethyl acetate and butanol). The crude extract, fractions and remaining aqueous 
residue of the fractionation were concentrated in a rotary evaporator at a temperature below 45°C. The 
evaluation of the chemical composition by High Performance Liquid Chromatograph (HPLC) coupled to 
Mass Spectrometry was performed with the crude extract. Quantifications of secondary metabolites 
(total polyphenols, flavonoids, condensed tannins and total alkaloids) were performed in 
Spectrophotometry UV-Vis with the crude extract, fractions and aqueous residue. The evaluation of the 
antioxidant activity of the extract, fractions and aqueous residue was carried out by three different 
methods also carried out in Spectrophotometer UV-Vis, namely: evaluation of DPPH radical capture, 
determination of iron reduction ability (FRAP), and co-oxidation with beta-carotene and linolenic acid. 
The evaluation of the toxicity of the crude extract was carried out using alternative methods in vivo, 
being the cytotoxicity carried out on Artemia salina and the genotoxicity carried out on Allium cepa 
radicle cells. Toxicity was also assessed from the OECD 423 and 407 acute toxicity and repeated dose 
28-day protocols using Wistar rats. The samples with the highest yield were aqueous residue, butanol 
and crude extract. In the assays, the high content of phenolic compounds and condensed tannins in the 
samples stood out, being also possible to quantify the gallic acid (19.32±0.39 mg/g of extract), rutin 
(12.30±0.01 mg/ g of extract) and quercetin (162.58 ± 0.68 mg/g of extract) in the plant extract analyzed 
in HPLC. The species under study showed considerable antioxidant activity in its extract and fractions. 
The toxicity profile of the species, unprecedented, did not show cytotoxicity to A. salina (LC50 1607.15 
μg/mL), but a possible antiproliferative (genotoxic) activity in the crude extract of this species was 
evidenced. The evaluation of toxicity in Wistar rats showed that the acute administration and repeated 
doses did not cause deaths or behavioral changes in the animals. However, acute administration 
identified changes in BUN levels in the animals tested, which shows possible kidney damage. When 
administered continuously for 28 days, the plant did not cause hematological changes and the 
biochemical evaluation did not identify signs of toxicity. These results show that the plant species has 
low toxicity and reinforces the importance of conducting studies on chronic oral administration in order 
to confirm its safety for medicinal use. 
 
Keywords: Melastomataceae. Toxicity. HPLC-DAD-MS. Pixirica. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
A fitoterapia pode ser definida como o tratamento de doenças utilizando 

plantas. O uso dessa prática justifica-se pela riqueza da biodiversidade brasileira e 

também pela tradição popular envolvida (YUNES; CECHINEL FILHO, 2014; MESSIAS 

et al., 2015). Inicialmente, as plantas foram utilizadas na sua forma natural, na 

preparação de chás. Posteriormente, começaram a servir como fonte para a obtenção 

de matéria-prima para sintetizar fármacos. Isto, devido as suas características 

estruturais, as quais vêm sendo estudadas como peças-chave no desenvolvimento de 

protótipos que servem como base para o descobrimento de novos medicamentos 

(YUNES; CECHINEL FILHO, 2014). Nos últimos anos, o Brasil tem vivido uma 

tendência de crescimento nos estudos envolvendo plantas utilizadas na medicina 

popular (ZAGO, 2018). 

No entanto, diversas espécies vegetais ainda apresentam estudos insuficientes 

sobre suas atividades farmacológicas e sobre sua toxicidade. A relação entre a 

toxicidade e a segurança no uso das plantas depende de fatores como a dosagem e 

a frequência em que são utilizadas. Sendo assim, as plantas não podem ser utilizadas 

de forma indiscriminada pela população. No Brasil, apesar da evolução nas pesquisas, 

ainda há registros de intoxicações causadas por plantas, bem como, algumas são 

utilizadas com pouco conhecimento, sendo que estes muitas vezes são baseados 

apenas nos conhecimentos populares de gerações passadas (SANTANA et al., 2018). 

Os estudos sobre a composição química e possíveis potenciais farmacológicos 

objetivam a comprovação da eficácia das plantas empregadas na medicina popular 

com finalidades terapêuticas (CECHINEL; YUNES, 1998). Ademais, os estudos 

toxicológicos objetivam a definição das plantas que podem ser utilizadas com 

segurança, ou daquelas com potencias agressivos que precisam ser utilizadas com 

restrições (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005). 

Para tal, devemos levar em conta o metabolismo secundário, o qual é resultado 

da adequação da planta com o meio onde a mesma se encontra é o principal objeto 

de estudo devido ao potencial farmacológico que essas substâncias apresentam 

(PEREIRA; CARDOSO, 2012). Com isso, é importante a realização da elucidação da 

composição química das plantas em estudo, uma vez que, as suas propriedades 

farmacológicas e aplicações são dependentes da mesma (YUNES; CECHINEL 

FILHO, 2014). 
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Dentre as plantas utilizadas na medicina popular, destaca-se a espécie Leandra 

australis, pertencente à família Melastomataceae. Esta planta é nativa do estado do 

Rio Grande do Sul (RS), onde é conhecida popularmente como pixirica ou agulhada 

(BAPTISTA et al., 2013). Na medicina popular, esta espécie é utilizada para o 

tratamento de doenças inflamatórias, colesterol, bronquite, diabetes, problemas 

urinários e renais, além de ser usada como emagrecedora (CEOLIN et al., 2011; PIRIZ 

et al., 2011; OLIVEIRA, 2014). 

Segundo a Portaria SES/RS 588/2017, L. australis está inclusa na Relação 

Estadual de Plantas Medicinais nativas mais utilizadas pela população do RS 

(REPLAME/RS), além estar na lista de plantas prioritárias para estudos e pesquisas 

com financiamento do Sistema Único de Saúde (SUS). No entanto, até o momento, 

não foram evidenciados estudos sobre sua toxicidade. Além disso, apenas a sua 

composição fitoquímica preliminar foi descrita até o presente momento. 

Os estudos sobre as atividades farmacológicas ainda são poucos e 

insuficientes para comprovar seu uso popular. Isso ressalta a importância da 

realização de estudos sobre sua composição química a partir de técnicas precisas, 

como a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), visto que, os mesmos 

poderão justificar suas possíveis atividades farmacológicas. De forma complementar, 

os estudos sobre a toxicidade em ratos Wistar poderão indicar a possível segurança 

ou não da planta para uso popular e também poderão nortear posteriores estudos com 

a espécie, visando a elaboração de um fitoterápico seguro. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 FAMÍLIA MELASTOMATACEAE 

 
A família Melastomataceae apresenta aproximadamente 165 gêneros e mais 

de 4 mil espécies, as quais estão distribuídas em regiões tropicais e subtropicais 

(RENNER, 1994). No Brasil esta família representa a sexta maior dentre as 

Angiospermas, sendo distribuída da Amazônia até o Rio Grande do Sul. As espécies 

pertencentes à família Melastomataceae são caracterizadas por uma grande 

diversidade de formas, uma vez que vão desde herbáceo até arbóreas (ROMERO; 

MARTINS, 2002). Estas espécies costumam ocupar locais distintos e diversificados. 

Outra importante característica são suas flores geralmente actinomorfas, perigíneas 

ou epigíneas (DRUMMOND; ALVES; KOSCHNITKE, 2007; LEITE, 2009). 

Esta família botânica apresenta poucas espécies utilizadas tradicionalmente na 

medicina popular. As folhas de alguns vegetais são utilizadas para tratamento de 

úlceras, parasitas intestinais, reumatismo, dores de garganta, febre e infecções. 

Indicações como cicatrizantes e antissépticas também são citadas para estes 

vegetais. Algumas espécies pertencentes ao gênero Tibouchina são utilizadas 

popularmente como analgésicas. Apesar da importância desta família ainda existem 

poucos estudos etnomedicinais, fitoquímicos e farmacológicos sobre suas espécies 

(CRUZ; KAPLAN, 2004; MOREIRA, 2013). 

Do ponto de vista químico, a família Melastomataceae destaca-se 

principalmente pela presença de ácidos graxos, triterpenoides, flavonoides e taninos. 

Entre os flavonoides encontrados nesta família pode-se citar: flavonas e flavonóis, 

flavonoides monoglicosilados e flavonoides acilglicosilados. Espécies do gênero 

Miconia evidenciaram a presença de taninos, terpenoides, flavonoides e catequinas 

em sua composição química (CREVELIN et al., 2006; RODRIGUES et al., 2008; 

LEITE, 2009; MOREIRA, 2013). 

Um estudo realizado por Leite (2009) verificou a composição química de 

espécies do gênero Marcetia em cromatografia gasosa. Este estudo identificou a 

presença de hidrocarbonetos como constituintes majoritários das espécies Marcetia 

canescens e Marcetia macrophyll. As espécies Marcetia latifolia e Marcetia taxifolia 

apresentaram triterpenos em sua composição química (LEITE, 2009).  

Os gêneros Trembleya, Melastoma, Miconia, Memecylon e Xyris foram 

avaliados quanto a seus potenciais farmacológicos e demonstraram atividade 
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antimicrobiana contra bactérias gram-negativas, gram-positivas e contra alguns 

fungos (LEITE, 2009). Outros estudos realizados sobre as atividades farmacológicas 

de vegetais pertencentes a família Melastomataceae evidenciaram que a espécie 

Melastoma malabathricum apresentou atividade antibacteriana contra Staphylococcus 

aureus no ensaio de difusão em ágar (JOFFRY et al., 2012). 

Esta mesma espécie foi avaliada quanto a sua capacidade antioxidante a partir 

do método de captura do radical DPPH (2,2- difenil-1- picrilhidrazila). Neste teste, as 

amostras foram testadas com concentrações entre 500 e 7,8 μg/mL. Assim, os autores 

evidenciaram uma elevada atividade antioxidante no extrato metanólico das flores de 

M. malabathricum com uma porcentagem de inibição de 59,3±1,4%. O extrato acetato 

de etila das flores de M. malabathricum apresentou uma porcentagem de inibição do 

radical de 53,2±1,3%. O extrato aquoso das folhas de M. malabathricum foi 

administrada em camundongos na concentração de 2000 mg/kg e não evidenciou 

efeitos tóxicos para os roedores (JOFFRY et al., 2012). 

As espécies Miconia ferruginata e Tibouchina granulosa incluídas na família 

Melastomataceae foram avaliadas quanto ao seu perfil de toxicidade em Artemia 

salina. A espécie M. ferruginata teve seu extrato etanólico e frações (hexano, 

diclorometano, e acetato de etila) ativas contra A. salina. A espécie T. granulosa teve 

sua fração diclorometano com efeito tóxico para o microcrustáceo. Diferentemente, o 

extrato etanólico e a fração acetato de etila não apresentaram toxicidade (MOREIRA, 

2013). 

 

2.2 GÊNERO Leandra 

 

 O gênero Leandra Raddi é neotropical e composto por cerca de 200 espécies. 

Essas espécies estão distribuídas desde a América central até o Paraguai, nordeste 

da Argentina e sul do Brasil. No Brasil, o gênero Leandra Raddi está representado por 

aproximadamente 150 espécies (CAMARGO et al., 2009). Na região do estado do 

Paraná este gênero apresenta 75 espécies, sendo o mais rico entre os da família 

Melastomataceae (CAMARGO; GOLDENBERG, 2007). Caracterizando-se por 

apresentar inflorescências terminas ou pseudo-axilares, o gênero Leandra apresenta 

também botões florais de ápice agudo acuminado e pétalas atenuado-acuminadas a 

atenuado-agudas. A folhas são caracterizadas como opostas, sésseis ou pecioladas 

(BAUMGRATZ; SOUZA, 2005). O cálice apresenta uma variação, podendo 
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apresentar-se da cor verde a avermelhado. As pétalas são triangulares e sua cor pode 

variar de branca a rosadas. Os frutos apresentados neste gênero são carnosos, do 

tipo bacídio e polispérmicos (CAMARGO et al., 2009). 

 A diferenciação entre as espécies do gênero Leandra e de outras pertencentes 

aos gêneros Ossaea, Clidemia, Miconia e Pleiochiton geralmente é bem complexa. As 

espécies do gênero Miconia são caracterizadas por pétalas com ápice arredondado e 

dente externo do cálice curto. As do gênero Clidemia apresentam inflorescências 

laterais ou pseudo-laterais e pétalas com ápice arredondado. Diferentemente, 

Pleiochiton é possuidor de hábito sempre epifítico. A diferenciação entre o gênero 

Osseae é a mais complexa, sendo que é realizada com base na posição das 

inflorescências. Em Osseae as inflorescências são oxilares, e diferentemente em 

Leandra são terminais, podendo também ser pseudo-axilares. Estes fatores dificultam 

o reconhecimento e as delimitações entre os gêneros (GOLDENBERG; SOUZA; 

DEQUECH, 2005). 

 A dificuldade de delimitação entre os gêneros contribui para a ocorrência de 

problemas taxonômicos na identificação das espécies, visto que, existem vegetais 

indeterminados e por vezes, identificados de forma duvidosa ou errônea. Alguns 

estudos realizados sobre a filogenia do gênero Leandra evidenciaram uma origem 

polifilética (MARTIN et al., 2008). A divisão deste gênero ocorre em diferentes seções 

e dentre estas seções está Niangae, na qual está contida a espécie Leandra australis 

(MARTIN; MICHELANGELI, 2009). 

 

2.3 ESPÉCIE Leandra australis 

 

A espécie Leandra australis (Figura 1) está inclusa dentro da família 

Melastomataceae e é caracterizada como arbustiva ou subarbustiva. Geralmente esta 

espécie mede de 0,5 a 3 metros de altura e suas folhas são pecioladas, ovais e de 

coloração verde escura característica. O período de florescimento de L. australis 

ocorre de outubro a março, suas flores não possuem pedicelo e as pétalas são 

brancas (CAMARGO et al., 2009; VANA, 2010). 

 

 

 

 



20 
 

Figura 1 - Espécie Leandra australis (Cham.) Cogn. 

 
Fonte: A autora. 

 
Esta planta é nativa do estado do Rio Grande do Sul, onde é conhecida 

popularmente como pixirica ou agulhada (BAPTISTA et al., 2013). Na cultura popular, 

as folhas da espécie L. australis são utilizadas na forma de infusão para o tratamento 

de doenças inflamatórias, diabetes, colesterol, bronquite, problemas urinários e 

renais. Além do mais, esta espécie também apresenta um importante uso como 

emagrecedora (CEOLIN et al., 2011; PIRIZ et al., 2011; OLIVEIRA, 2014). 

 

2.3.1 Composição química de Leandra australis 

 

 Estudos sobre a análise fitoquímica preliminar das folhas de L. australis 

detectaram a presença de flavonoides, taninos e esteroides livres (ALICE, 1995). Um 

outro estudo realizado com Leandra sp. (pixirica), coletada entorno do Parque 

Nacional da Serra do Itajaí (PNSI) avaliou a composição química das folhas do extrato 

aquoso (infusão) e hidroalcoólico da planta. Neste estudo, foi evidenciada a presença 

de taninos e saponinas no extrato aquoso (infusão). Já o extrato hidroalcoólico 

evidenciou positividade para taninos, saponinas, esteroides e triterpenoides. A partir 

destes resultados explicou-se o uso popular da planta no tratamento da bronquite, 

visto que, as saponinas são sabidamente responsáveis pela hidratação da secreção 

brônquica e os taninos pela ação sobre o edema formado na inflamação dos brônquios 

(CLEMES; ZENI; KRAETSCHMAR, 2008; PIRIZ et al., 2011). 
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2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE PLANTAS 

 

A oxidação é um processo onde uma substância química se converte em um 

derivado com menor número de elétrons. Assim, ocorre a perda de um elétron para 

outra substância. Esse processo químico é fundamental para a sobrevivência das 

células. Entretanto, o mesmo ocasiona um efeito colateral que é a produção de 

radicais livres e de outras espécies reativas de oxigênio (ERO), os quais podem 

causar danos oxidativos, se estiverem em excesso (ALVES et al., 2010). 

A produção das espécies reativas de oxigênio (ERO) são observadas em 

condições fisiológicas, uma vez que, essas substâncias desempenham importantes 

funções biológicas, como na eliminação de agentes agressores. No entanto, quando 

ocorre uma produção excessiva dessas substâncias, o organismo deve dispor de um 

sistema antioxidante que reestabeleça o equilíbrio. O excesso de substâncias 

oxidantes e a falta de eficiência do sistema antioxidante é denominado estresse 

oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007). 

O estresse oxidativo está envolvido em diversos mecanismos responsáveis 

pelo surgimento de doenças neurodegenerativas, como a Doença de Parkinson e 

Doença de Alzheimer (TORRÃO et al., 2012). Além do mais, é reconhecidamente 

responsável por acelerar o envelhecimento. Esse processo se dá pelo fato de que os 

radicais livres produzidos nas constantes reações químicas do organismo fazem com 

que ocorra a peroxidação dos ácidos graxos presentes na dupla camada lipídica das 

células, e desta forma, contribuem para o envelhecimento e morte celular, dentre 

outros mecanismos (HIRATA; SATO; SANTOS, 2004). Cabe ressaltar também que, o 

estresse oxidativo está envolvido no surgimento de outras doenças, como 

aterosclerose, disfunção renal, artrite reumatoide, diabetes, doenças autoimunes, 

mutações e câncer (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; TORRÃO et al., 2012). 

Diversos estudos têm descrito a importância dos antioxidantes por sua eficácia 

na prevenção dessas doenças que estão associadas ao estresse oxidativo 

(CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007). Neste contexto, podemos destacar as 

plantas medicinais, as quais são importantes fontes de agentes antioxidantes, agindo 

através da interação com os radicais livres, evitando danos em moléculas biológicas 

(RATNAM et al., 2006). Alguns metabólitos secundários obtidos de plantas, como 

carotenoides, e polifenois, como flavonoides e taninos estão associados a atividades 
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antidiabéticas, antineoplásicas, anti-inflamatórias e consequentemente antioxidante 

(ARAÚJO, 2012). 

A atividade antioxidante das plantas e seus compostos ativos, despertam um 

grande interesse científico devido a sua possível ação benéfica sobre o colesterol-

HDL. Um estudo realizado demonstrou uma eficiente atividade antioxidante da rutina, 

uma vez que, este composto foi capaz de atuar como ativador da superóxido 

dismutase. Além disso, a rutina apresentou um efeito positivo no aumento do 

colesterol-HDL, diminuindo assim, fatores de risco para doenças ateroscleróticas 

(RODRIGUES et al., 2003). Adicionalmente, a atividade antioxidante de substâncias 

polares pode estabelecer relação com a capacidade de inibir ou retardar o surgimento 

de células cancerígenas, bem como, o envelhecimento das células (BARREIROS; 

DAVID; DAVID, 2006). 

Os compostos fenólicos obtidos de plantas medicinais estão diretamente 

relacionados a atividade antioxidante de produtos naturais. Os mesmos são 

conhecidos por retardarem a degradação oxidativa dos lipídios, o que evidencia 

também a importância do seu uso em indústrias de alimentos e cosméticos como 

conservantes (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; ARAÚJO, 2012). Dentre os 

compostos fenólicos com atividade antioxidante destaca-se os flavonoides. No 

entanto, a atividade antioxidante destes compostos, por vezes, é dependente de sua 

estrutura molecular. Alguns destes compostos exercem sua atividade antioxidante 

devido a inibição de enzimas responsáveis pela produção de O2, como a xantina 

oxidase, a cicloxigenase e lipoxigenase, o que explica também a atividade anti-

inflamatória destes compostos (SIMÕES et al., 2010; YUNES; CECHINEL FILHO, 

2014). 

Os flavonoides também atuam capturando e neutralizando espécies oxidantes 

como o ânion superóxido e o radical peróxido. Neste caso, podem agir de forma 

sinérgica com outros antioxidantes, como as vitaminas C e E (SIMÕES et al., 2010; 

YUNES; CECHINEL FILHO, 2014). Diversos estudos já comprovaram uma eficiente 

atividade antioxidante dos compostos fenólicos in vitro, entretanto, ainda são 

necessários estudos os quais possam descrever a eficiência de sua atividade in vivo 

(CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007). 

Os taninos também são reconhecidos pela sua atividade antioxidante. A 

atividade destes compostos está associada à sua capacidade de se ligar a proteínas 

suprimindo sua atividade enzimática como quelantes de metais e por sua capacidade 
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de agir no sequestro de radicais livres. As propriedades antioxidantes dos taninos 

fazem com que os mesmos estejam envolvidos em mecanismos de doenças como 

antitrombogênico e anti-inflamatório (ARAÚJO, 2012). 

A atividade antioxidante depende não somente da reatividade química do 

antioxidante, mas também de outros fatores como a localização física, interação com 

outros componentes e condições ambientais. As metodologias in vitro representam 

importantes ferramentas que ajudam na busca por substâncias bioativas. No entanto, 

é importante ressaltar que dificilmente haverá uma única metodologia capaz de 

representar de forma segura e precisa a real atividade antioxidante de um composto, 

o que se deve a existência de diversos tipos de radicais e aos diferentes alvos de 

oxidação (ALVES et al., 2010). 

Existe uma variedade de testes in vitro, os quais são utilizados para determinar 

a atividade antioxidante de extratos vegetais, dentre eles pode-se citar: ensaio de 

substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS), sequestro do radical 2,2-difenil-

1-picril-hidrazil (DPPH), método da co-oxidação do β-caroteno/ácido linoleico e o 

poder antioxidante de redução do ferro (FRAP). Estes testes representam ferramentas 

importantes na seleção inicial de substâncias que possam ser utilizadas como 

fármacos, visto que, os mesmos auxiliam na avaliação da atividade de substâncias 

isoladas de produtos naturais (ALVES et al., 2010; YUNES; CECHINEL FILHO, 2014). 

 

FIGURA 2 - Métodos para avaliação antioxidante 

 

Fonte: A autora 
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2.5 TOXICIDADE DE PLANTAS 

 

O metabolismo vegetal é dividido em primário e secundário (Figura 3). O 

metabolismo primário está relacionado a síntese de carboidratos, lipídios, proteínas e 

ácidos nucleicos. Essas sínteses se dão através de vias conhecidas, como a glicólise 

e ciclo de Krebs. Estes processos têm como objetivo a obtenção de energia. 

Diferentemente, os metabólitos secundários estão relacionados a mecanismos de 

defesa da planta, comunicação e/ou atração polinizadores. Adicionalmente, o 

metabolismo secundário não está distribuído de forma igual entre as plantas, desta 

forma, é expressa a individualidade de famílias, gêneros e espécies botânicas (SILVA 

et al., 2010; PEÑA et al., 2016). O envolvimento dos metabólitos secundários com os 

mecanismos de defesa da planta justifica o acumulo substâncias de elevada 

toxicidade, as quais são capazes de desenvolver efeitos tóxicos sobre organismos 

vivos. (SIMÕES et al., 2010). 

 

Figura 3 – Metabolismo primário e secundário de plantas. 

 

Fonte: A autora 

 

As intoxicações decorrentes de plantas podem ocorrer de várias formas que 

vão desde uma reação alérgica até a ingestão de plantas que acarretam em efeitos 

graves para organismos vivos, incluindo os seres humanos (SIMÕES et al., 2010). 

Diversas plantas utilizadas medicinalmente apresentam em sua composição química 

constituintes que, se utilizados de forma indiscriminada, desenvolvem efeitos 

perigosos para a saúde. Erroneamente a cultura popular acredita que pelo fato das 

plantas serem de origem natural podem ser utilizadas de forma indiscriminada e sem 

dar a devida importância aos possíveis efeitos adversos. Porém, é preciso considerar 
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que, alguns produtos naturais podem ter inclusive ações carcinogênicas e 

mutagênicas. Os estudos sobre os possíveis potenciais de toxicidade das plantas e 

seus constituintes ainda são pouco desenvolvidos, principalmente a nível celular 

(PERON et al., 2008). 

Algumas plantas medicinais utilizadas na terapêutica apresentam seu perfil de 

toxicidade descrito na literatura. Um exemplo dessas plantas é a Aloe arborescens 

Mill, conhecida popularmente como babosa. Esta espécie vegetal tem em sua 

composição química antraquinonas, as quais possuem ação laxativa, e desta forma 

podem causar irritações e dores abdominais no intestino. As contrações da 

musculatura lisa uterina causadas por esta planta podem levar gestantes ao aborto. 

Outro exemplo dos efeitos tóxicos causados por plantas é a Symphytum officinale L., 

espécie conhecida popularmente como confrei, utilizada para o tratamento da gastrite, 

asma e reumatismo. No entanto, tem em sua composição química alcaloides 

pirrolizidínicos, os quais apresentam ação carcinogênica e hepatotóxica (PERON et 

al., 2008). 

A espécie Nerium oleander L. (Apocynaceae) é conhecida popularmente como 

espirradeira. Esta planta apresenta em sua composição química glicosídeos 

cardíacos, os quais estão associados ao potencial de toxicidade apresentado por esta 

espécie vegetal. Os efeitos clínicos decorrentes da ingestão desta planta são 

náuseas, vômitos, arritmias cardíacas e sintomas neurológicos, como desorientação 

e dor de cabeça. A planta Rhododendron indicum (L), conhecida popularmente como 

azaléia é outro exemplo de plantas que apresentam elevada toxicidade. Seus efeitos 

tóxicos são causados pela presença de diterpenos derivados do andromedano, os 

quais apresentam efeitos cardiotóxicos (SIMÕES et al., 2010). 

Algumas substâncias extraídas de plantas podem causar danos ao material 

genético e desta forma, contribuir para o surgimento de mutações. Qualquer 

substância capaz de causar danos no DNA ou RNA das células é considerada 

genotóxica. Apesar do grande uso das plantas na medicina popular ainda se tem um 

conhecimento limitado sobre seus possíveis potenciais genotóxicos (FONSECA; 

PEREIRA, 2004). O estudo da genotoxicidade das plantas utilizadas popularmente se 

faz importante na pesquisa por novos fármacos com potencial quimioterapêutico e 

como uma medida de segurança para seu uso. Apesar da toxicidade apresentada por 

algumas espécies vegetais, as mesmas servem como precursores de substâncias 

com atividade terapêutica. O avanço nas pesquisas tem permitido a síntese e 
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modificações de estruturas ativas, podendo desta forma obter produtos com maior 

atividade terapêutica e menor toxicidade (VARANDA, 2006). 

Assim como os medicamentos sintéticos, as plantas medicinais possuem 

compostos farmacologicamente ativos que, quando administrados, desenvolvem 

efeitos no organismo. Por isso, o uso terapêutico destas espécies exige estudos 

detalhados, a fim de avaliar suas potencialidades terapêuticas e toxicológicas para 

que sejam aplicadas em formulações adequadas para uso eficaz e seguro (PERON 

et al., 2008). Quando se tem a finalidade de aplicação clínica de um novo fármaco ou 

de uma planta, os estudos sobre o equilíbrio entre os efeitos terapêuticos e 

toxicológicos são de crucial importância, ainda que nos estágios iniciais da pesquisa 

(VALADARES; CASTRO; CUNHA, 2007). 

Testes de mutagenicidade são realizados com a finalidade de analisar 

alterações cromossômicas em sistemas expostos a substâncias com potencialidades 

mutagênicas ou carcinogênicas. Para que esta avaliação ocorra, é necessário que a 

amostra esteja em constante divisão mitótica, uma vez que, a partir disso se torna 

possível identificar os efeitos toxicológicos, bem como, as alterações ocorridas ao 

longo do ciclo celular. Tendo em vista o fato de que o índice mitótico e o índice de 

replicação são utilizados como indicadores de proliferação celular, o teste em Allium 

cepa tem sido diversamente utilizado com a finalidade de avaliar a genotoxicidade de 

plantas (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007; VERRI; MOURA; MOURA, 2017). 

O bioensaio com Artemia salina Leach é um método realizado com objetivo de 

detectar compostos bioativos em extratos de plantas. A avaliação da toxicidade a 

partir deste teste mostrou uma excelente correlação com atividade antitumoral 

(citotóxica). O Instituto Nacional do Câncer (NCI, EUA) mostrou essa correlação 

significativa entre o ensaio com A. salina e o ensaio de inibição do crescimento in vitro 

de tumor sólido humano. Desta forma, o teste com A. salina pode ser utilizado como 

ferramenta de pré-seleção para pesquisa de novas drogas com potencial antitumoral 

(ARCANJO et al., 2012). 

A toxicidade aguda e de doses repetidas (28 dias) são metodologias 

amplamente utilizadas para avaliar e classificar substâncias quando ao seu potencial 

de causar danos em organismos vivos e desta forma oferecer dados para o 

estabelecimento de parâmetros de segurança (CUNHA et al., 2013). Na toxicidade 

aguda a substância é administrada uma única vez, podendo assim avaliar a 

mortalidade dos animais. Nos demais ensaios de toxicidade de doses repetidas e 
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crônica o tempo de exposição é maior e utiliza diferentes doses para diferentes grupos 

(OECD, 1995; OECD, 2001). Diferentemente da toxicidade aguda, na toxicidade de 

doses repetidas é possível verificar os efeitos tóxicos a longo prazo. Diversos fatores 

podem influenciar na toxicidade de uma substância, como por exemplo, a sua 

concentração e a sua interação com os tecidos vivos. Desta forma, metodologias in 

vivo utilizando animais roedores são de grande importância e ainda não podem ser 

completamente substituídos (BEDNARCZUK et al., 2010). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 
Avaliar a composição fitoquímica, a atividade antioxidante e parâmetros de 

toxicidade de Leandra australis. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Identificar e quantificar os principais metabólitos secundários no extrato e frações de 

L. australis;  

-Avaliar a atividade antioxidante do extrato e frações in vitro;  

-Avaliar a citotoxicidade do extrato em Artemia salina;  

-Avaliar a genotoxicidade do extrato em Allium cepa  

-Verificar o potencial tóxico agudo e de doses repetidas de 28 dias do extrato de L. 

australis em ratos Wistar. 
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4 MANUSCRITO 

 

As metodologias utilizadas, os resultados e discussões deste trabalho estão 

apresentadas na forma de manuscrito. O manuscrito foi submetido ao periódico 

Natural Product Research. Este trabalho está de acordo com as normas de submissão 

do periódico escolhido para publicação. 

 
Leandra australis: A potent antioxidant species with low toxicity that is composed of 

polyphenols 

 

Thainara de Andrade Fortes1*, Pâmila Pinheiro da Fontoura3, Jéssica Santos da Silva3, 
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ABSTRACT  

Leandra australis, which is popularly known as “pixirica” in Brazil, has historically been used for the treatment 

of inflammatory diseases and diabetes and for weight loss. In this study, we dried and ground the aerial parts of 

this plant, extracted the product using maceration, and used solvents of increasing polarity to fractionate the 

chemical components. The samples were evaluated using HPLC-DAD-MS, in addition to colorimetric methods 

(UV-Vis spectrophotometry). The antioxidant activity was evaluated by β-carotene, FRAP, and DPPH assays. A 

preliminary toxicity profile was obtained using alternative methods that employed Artemia salina and Allium cepa. 

In addition, toxicity in Wistar rats was evaluated. The plant displayed a high content of phenolic compounds and 

condensed tannins, and it was possible to quantified gallic acid (19.32±0.39 mg/g), rutin (12.30±0.01 mg/g) and 

quercetin (162.58±0.68 mg/g) in the crude extract. This species also possessed considerable antioxidant activity. 

While no cytotoxicity was observed for A. salina, genotoxic and anti-proliferative activity were found. The 

evaluation of toxicity in Wistar rats showed low toxicity, and the doses administered did not cause death or signs 

of toxicity. 

Keywords: pixirica; polyphenols; condensed tannins; genotoxic species; anti-proliferative activity 
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Introduction 

There has been great progress in the development of new drugs, but medicinal plants are still widely used. 

This practice covers all social classes and that is why it is important that plants are used safely and effectively 

(Santana et al., 2018). The plants initially were used in their natural form, in the preparation of teas, and more 

recently, as important tools for the study and development of new medicines (Yunes and Cechinel Filho 2014). 

The pharmaceutical industry continually seeks to develop new products and with the advancement of research 

using natural products there is the possibility of modifying the structure of these compounds so that they have 

greater effectiveness in their pharmacological activities and less toxicity (Yunes and Cechinel Filho 2014, Villas 

Boas et al 2018). The species Leandra australis (Melastomataceae) is known as “pixirica” and popularly used to 

diabetes, inflammatory diseases, hypercholesterolemia, bronchitis, and urinary and renal problems, in addition to 

aiding weight loss (Ceolin et al. 2011). This work aims to evaluate the chemical composition, antioxidant activity, 

and toxicity of L. australis. 

 

Results and Discussion 

 The extraction process of L. australis gave the following yields: CE: 14.24%; HeOH: 3.67%; CHCl3: 

2.58%; EtOAc: 4.77%; BuOH: 18.35%; and AR: 26.77%, what indicated that was a predominance of polar 

chemicals in the plant. An extractive solvent with greater polarity is known to improve the extraction of phenolic 

and/or heterosides compounds, such as flavonoids, tannins, and saponins (Gontijo et al. 2014). This explains the 

higher yield obtained for the AR and BuOH and the phytochemical analysis of the CE that revealed the presence 

of condensed tannins, flavonols, free steroids, triterpenes, and saponins. Flavonoids, tannins, free steroids (Alice, 

1995), triterpenoids and saponins (Clemes et al. 2008) were already described to this plant.  

The concentration of poliphenols, flavonoids, condensed tannins and alkaloids range 366.36 - 33.71; 34-

3.4; 190.7- 6.93; 10.70-0.13 mg/g am, respectively (Table 1). This confirmed the presence of this group of 

metabolites as previously described for the family Melatomastaceae (Leite 2009).  

An analysis of CE from L. australis using HPLC-DAD-MS quantified gallic acid (19.32±0.39 mg/g 

extract), rutin (12.30±0.01 mg/g extract), and quercetin (162.58±0.68 mg/g) (Figure S1). These compounds were 

already described to Melastomataceae family (Rodrigues et al. 2008; Pieroni et al. 2011). 

The evaluation of antioxidant activity using β-carotene (Table 2) showed a high inhibition of oxidation 

to BuOH (90.31%) and EtOAc (84.54%). FRAP evaluated antioxidant activity based upon the ability to reduce 

Fe3+ ions, which demonstrates the potential of a sample to act as a reductant (Urrea-Victoria et al.  2016). In our 

study, the highest antioxidant activity was obtained for EtOAc (12.94 mM of ferrous sulfate), followed by AR 

(7.51 mM of ferrous sulfate) and CE (5.30±0.04 mM of ferrous sulfate). Other studies reported that, when 

evaluated the antioxidant potential by the reduction of iron (FRAP), quercetin was a highly active flavonoid 

(Borges 2019) (Firuzi et al. 2005). In our study, we quantified quercetin in CE of L. australis, which explains the 

antioxidant activity obtained for this sample. The DPPH radical capture methodology determines the antioxidant 

capacity of the sample with regard to the sequestering of the DPPH radical. The best antioxidant activity in this 

method was observed to EtOAc (IC50 = 5.4 µg/mL) and BuOH (IC50 = 14.7 µg/mL). The extracts of Dissotis 

thollonii (Melastomataceae) had a relevant antioxidant activity in the same method and the same fractions (IC50: 

2.11±0.10 and 4.12±0.12 mg/mL for BuOH and EtOAc, respectively) (Nono et al. 2014). The significant 

antioxidant activity can be attributed to L. australis high content of total polyphenols and condensed tannins, and 
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the presence of gallic acid and quercetin, which are known compounds due to their antioxidant activity (Yunes 

and Cechinel Filho 2014; Borges 2019).  

L. australis had a 50% lethal concentration of microcrustacean nauplii (LC50) of 1,607.15 µg/mL 

(confidence interval: 1,337.03–1,877.27 µg/mL) against A. salina, and sodium lauryl sulfate (SLS - Positive 

Control) had an LC50 of 57.80 µg/mL (56.1–59.4 µg/mL). Thus, the CE had an LC50 almost 28 times higher than 

that of the positive control with Sodium Lauryl Sulfate (SLS). According to Meyer et al. (1982) LC50 values greater 

than 1,000 μg/mL that do not cause the death of more than 50% of the microcrustaceans are not considered toxic.  

The genotoxic activity in the A. cepa methodology (Figure 1) showed that L. australis inhibited the 

Mitotic Index (MI). The concentrations tested resulted in a significant decrease in MI values compared to the 

negative control but the plant was not able to cause abnormalities in the cells. However, the absence of observed 

abnormalities may have resulted from the inhibition of MI, which made it impossible to visualize cell division. 

The analysis of prevention of damage caused by the herbicide revealed that there is a significant difference between 

them and the positive control. The prevention of the damage caused may indicate an antitumor action of the plant. 

Some studies have correlated the cell cycle inhibition of A. cepa to tannins content because these metabolites 

perform enzymatic inhibition (Fachinetto et al. 2007). Thus, it is possible that the MI inhibition observed in the 

genotoxicity test is due the presence of condensed tannins (Table 1) and/or quercetin, metabolite already described 

with anti-proliferative potential of quercetin (Kleemann et al. 2011; Yunes and Cechinel Filho 2014). Melastoma 

malabathricum (Melastomataceae) presented anti-proliferative effects in different cancer cells, and were suggested 

that the antioxidant properties of these extracts contribute directly or indirectly to their anti-proliferative activity 

(Zakaria et al. 2011).  

The evaluation of acute toxicity in Wistar rats showed that oral administration of CE from L. australis in 

a single dose (2000 mg/kg) was not able to cause mortality or behavioral changes. According to the OECD 423 

protocol, CE from L. australis can be included in category 5 and be considered of low toxicity (LD50 estimated 

between 2000–5000 mg/kg), as there was no death among the animals until the scheduled day for euthanasia. 

There was no significant difference between the treated animals and the control group in hematological 

evaluations. However, the assessment of biochemical parameters showed increased levels of BUN (Table 3). Urea 

and creatinine are biochemical parameters indicative of kidney damage, and they provide important information 

about the function of this organ (Yang et al 2018; Larsen et al 2016). It is noteworthy that in this work the change 

in urea levels is not accompanied by changes in creatinine levels. Studies show that flavonoids present in some 

plants are known to have kidney toxicity (Yang et al 2018). This work identified the presence of flavonoids in the 

CE from L. australis (Table 1). Therefore, this group of secondary metabolites may be responsible for the increase 

in urea levels. 

The liver is an organ directly related to aggressions caused by ingested toxic substances. Therefore, liver 

parameters must be carefully evaluated after exposure to plants.Alanine Aminotransferase (ALT), Aspartate 

Aminotransferase (AST) and Gamma Glutamyl Trasnferase (GGT) levels are considered markers of liver damage 

(Singh et al 2016). The assessment of acute toxicity shows that there was a drop in GGT levels for the group of 

animals treated with the single dose of 2000 mg/kg (Table 3). And there was no significant difference between 

groups for ALT and AST levels. These results show that the plant did not show hepatotoxicity. The weights of 

kidney and liver organs were analyzed and showed no significant difference in relation to the control group, which 

confirms the low probability of injury to these organs. Our work shows an increase in cholesterol (Chol) levels for 
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the treated animals (Table 3), but this increase has no clinical significance, as the values are within normal 

physiological standards for healthy Wistar rats (Lima et al 2014). 

The study of oral administration in repeated doses of 28 days, involving concentrations of 600, 400 and 

200 mg/kg of CE from L. australis, did not cause mortality or behavioral changes among the animals. The 

hematological analysis showed a decrease between the MCV values for male animals (600 mg/kg and 200 mg/kg) 

and for female animals (400 mg/kg e 200 mg/kg) (Table 5). However, they are not considered signs of toxicity, as 

the MCV is dependent on the values obtained for RBC (Total red cells count), HCT (Hematocrit) and CHCM 

(Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration) (Flores et al 2020), which showed no difference compared to the 

control group. The reduction in MCV associated with changes in hemoglobin and CHCM are indicative of different 

types of anemia (Almeida et al., 2017), but in our study these changes did not occur simultaneously. 

Knowing that changes in Urea and Creatinine levels are indicative of kidney damage (Yang et al 2018; 

Larsen et al 2016), this work shows that male animals treated with a dose of 600 mg/kg showed a decrease in BUN 

levels. Additionally, there were no changes in creatinine levels for both sexes compared to the control group (Table 

4). Thus, our results allow us to state that there was no nephrotoxicity after oral administration of L.australis. 

Regarding the parameters responsible for liver function (ALT, AST and GGT) (Singh et al 2016), this work shows 

that in the group of females treated with the dose of 200 mg/kg there was a decrease in the levels of ALT and AST 

(Table 5). There was also no significant difference regarding the weight of kidney and liver organs between the 

studied groups.These results reaffirm the fact that oral administration of CE from L.australis did not cause 

hepatotoxicity and nephrotoxicity when administered continuously. 

 

Conclusions 

The species L. australis shown considerable antioxidant activity, which was explained by the high content of 

polyphenols. No cytotoxicity was observed for A. salina, but the CE may have some genotoxic and anti-

proliferative activity in A. cepa, which was explained by the high content of condensed tannins and the phenolic 

compound quercetin.  

Toxicity results in Wistar rats showed that CE from L. australis administered in a single dose and in repeated 

doses for 28 days did not cause mortality or behavioral changes in the animals. The hematological parameters were 

also not changed. The change in Urea levels may be indicative of nephrotoxicity, which may have occurred due to 

the presence of flavonoids in CE from L.australis. Nephrotoxicity may also be related to the acute administration 

and the higher concentration of CE used in relation to the evaluation of the toxicity of repeated doses of 28 days. 

However, the absence of mortality and effects considered serious among animals show that the plant had low 

toxicity. Still, the performance of histopathological studies in organs are important to confirm the renal damage 

identified in acute toxicity. Other studies on chronic oral toxicity are also important in order to add information 

about the toxicity profile of the L. australis species. 
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Table 1: Secondary metabolites of Leandra australis. 
Sample Total polyphenols (mg 

E.A.G./g) ± SD 

Flavonoids (mg 

E.Q./g) ± SD 

Condensed 

tannins (mg 

E.C./g) ± SD 

Alkaloids 

(mg E.A./g) ± SD 

CE 338.01 ± 2.87 b 10.9± 0.64c 190.7± 1.7 a 10.70± 0.38 a 

HeOH 33.71± 2.25 f 18.7± 0.35 b 6.93±2.5 d 6.41±0.02 b 

CHCl3 45.16 ± 0.62 e 34± 0.62 a 81.43± 14 b 0.53±0.0 c 

EtOAc 366.36 ± 0.23 a 19.1± 0.41 b 84.76± 2.8 b 0.13± 0.01 c 

BuOH 159.54 ± 5.36 d 3.4± 0.42 d 46.23± 2.3 c 0.34± 0.02 c 

AR 221.71 ± 0.40 c 4.9± 1.1 e 54.76± 3.1 c 0.34± 0.13 c 

G.A.E: gallic acid. SD: Standard deviation. Q: quercetin. C.: catechin. A.: alkaloids. ANOVA followed by 
Tukey test. The values were significantly different when p<0.05.Different letters represent significant differences 

(p <0.05). 

 

Table 2: Antioxidant activity of Leandra australis. 
Sample β- Caroteno Average 

± SD (%) 

FRAP 

Average ± SD (mM of 

ferrous sulphate) 

DPPH 

IC50 ± SD (µg/mL) 

CE 78.54±4.63 b 5.30±0.04 c 24.5± 0.63 c 

HeOH 28.94±3.40 c 3.58±0.02 e 121.0±19.9 b,c 

CHCl3 44.86±5.25 c 0.63±0.03 f 82.7 ± 51.34 b,c 

EtOAc 84.54±2.04 a,b 12.94±0.15 a 5.4±0.44 c 

BuOH 90.31±1.45 a 4.28±0.07 d 14.7±0.4 c 

AR 79.34±1.72 b 7.51±0.04 b 639.8±60.4 a 

ANOVA followed by Tukey test. Different letters represent significant differences (p <0.05). 
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Figure 1: Genotoxicity of L. australis on A. cepa root cells.T1- Negative control; T2- Positive control T3- CE 

1000 µg/mL; T4- CE 2000 µg/mL; T5- CE 4000 µg/mL; T6, T7 and T8- Damage prevention with CE 1000, 

2000 and 4000 µg/mL. ANOVA followed by Tukey test. Different letters represent significant differences 

(p<0.05). 

 

Table 3: Parameters altered after acute administration of CE L. australis 2000 mg/kg in rats. 
Parameters Control CE of L. australis 2000 mg/kg 

BUN (mg/dL) 49.66±2.42 57.80±3.27* 

GGT (U/L) 3.50±2.34 1.00±1.09* 

Chol (mg/dL) 62.83±4.79 71.40±5.85* 

Data are expressed as mean±S.D. Student T test/Mann-Whitney. The values were considered to be significantly 

different when p<0.05. (*) Different from the control. 
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Table 4: Effects of administration of CE L. australis for 28 days on hematological parameters in rats. 

Hematological 

parameters 

Control 600 mg/kg 400 mg/kg 200 mg/kg 

Male     

RBC (106/µL) 7.30±0.16 7.63±0.36 7.36±0.12 7.80±0.21 

HBG (g/dL) 16.26±0.60 16.42±0.90 16.36±0.27 16.52±0.72 

HCT (%) 45.54±1.35 45.88±2.34 46.10±0.52 46.72±1.96 

MCV (fL) 62.38±0.65 60.18±1.36* 62.70±0.80 59.94±1.37* 

MCHC (g/dL) 35.66±0.84 35.74±0.19 35.46±0.43 35.30±0.46 

PLT (µL) 74300±30479.50 812800±65522.52 780000±35376.55 790800±68696.43 

TPP 6.48±0.10 6.52±0.36 6.04±0.26 6.20±0.46 

TL (µL) 8460±1262.14 8260±1432.82 6500±380.78 7640±1566.20 

BC (%) 00±00 00±00 00±00 00±00 

Neutrophils (%) 16.20±3.11 16.00±5.52 21.00±4.47 17.20±4.20 

Lymphocytes (%) 80.80±5.01 79.20±5.71 75.20±3.63 78.80±7.04 

Monocytes (%) 2.40±2.30 4.00±2.54 3.00±1.58 3.80±3.56 

Eosinophils (%) 0.60±0.89 0.80±0.44 0.80±0.83 0.20±0.44 

Basophils (%) 00±00 00±00 00±00 00±00 

     

Female     

RBC (106/µL) 7.04±0.18 7.37±0.22 7.76±0.48 7.58±0.26 

HBG (g/dL) 16.12±0.46 16.63±0.37 17.22±0.98 16.64±0.64 

HCT (%) 43.74±0.96 44.66±1.00 46.18±2.43 44.88±1.44 

MCV (fL) 61.90±1.02 60.70±1.38 59.56±1.11* 59.26±0.91* 

MCHC (g/dL) 36.82±0.41 37.16±0.37 37.24±0.68 37.02±0.63 

PLT (µL) 835400±36630.59 940000±35028.56 937200±62679.34 1025200±210930.60 

TPP 7.04±0.16 7.13±0.46 7.24±0.43 6.80±0.24 

TL (µL) 5860±2495.59 5800±360.55 7440±2161.71 6800±1288.41 

BC (%) 00±00 00±00 0.20±0.44 00±00 

Neutrophils (%) 14.80±1.48 15.66±4.50 12.40±2.79 23.20±9.52 

Lymphocytes (%) 82.00±2.23 83.00±4.00 86.20±2.38 75.80±9.73 

Monocytes (%) 2.40±1.81 1.00±1.00 0.40±0.54 0.40±0.54 

Eosinophils (%) 0.80±0.83 0.33±0.57 0.80±0.83 0.60±0.89 

Basophils (%) 00±00 00±00 00±00 00±00 

Results are expressed as mean±S.D. One-way ANOVA/Kruskal-Wallis followed by Tukey test/Dunn’s. The 

values were significantly different when p<0.05. (*) Different from the control. 

 

Table 5: Effects of administration of CE L.australis for 28 days on biochemical parameters in rats. 

Biochemical parameters Control 600 mg/kg 400 mg/kg 200 mg/kg 

Male     

ALB (g/dL) 2.65±0.05 2.56±0.05 2.60±0.12 2.57±0.12 

ALT (UI/L) 47.25±8.99 42.40±5.31 43.80±8.70 37.25±9.53 

AST (UI/L) 103.25±11.70 96.80±11.71 103.00±16.52 77.25±8.34 

FA (UI/L) 133.75±10.56 113.80±35.49 125.20±19.94 111.00±16.53 

CRE (mg/dL) 0.67±0.05 0.64±0.05 0.70±0.07 0.60±0.00 

BUN (mg/dL) 38.75±2.21 30.00±4.69* 35.40±5.17 39.25±3.40 

GGT (U/L) 0.25±0.50 0.40±0.89 0.60±0.89 1.25±1.89 

TPP (g/dL) 5.95±0.05 5.84±0.05 5.72±0.34 6.02±0.17 

TRL (mg/dL) 101.25±26.38 117.80±29.64 89.00±13.76 76.00±16.91 

Chol (mg/dL) 69.00±10.98 66.20±6.30 66.60±7.92 85.00±17.00 

GLU(mg/dL) 222.00±79.93 190.00±46.04 264.60±63.66 207.25±26.15 

     

Female     

ALB (g/dL) 2.74±0.15 2.80±0.17 2.82±0.13 2.78±0.21 

ALT (UI/L) 45.60±7.79 42.00±3.60 38.80±4.81 31.00±2.23* 
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AST (UI/L) 103.00±16.55 99.33±10.69 87.40±18.87 71.60±4.92* 

FA (UI/L) 95.80±27.68 58.33±17.00 79.80±15.35 62.80±10.75 

CRE (mg/dL) 0.72±0.04 0.73±0.05 0.70±0.00 0.66±0.05 

BUN (mg/dL) 43.40±7.50 32.33±5.77 38.20±4.32 37.40±9.18 

GGT (U/L) 0.20±0.44 1.00±1.00 1.40±2.60 0.80±0.83 

TPP (g/dL) 6.24±0.15 6.16±0.35 6.46±0.37 6.30±0.46 

TRL (mg/dL) 91.80±20.09 91.66±33.08 115.40±41.18 92.80±34.80 

Chol (mg/dL) 78.40±8.35 79.00±4.58 84.00±8.33 75.60±5.59 

GLU (mg/dL) 235.80±44.49 226.00±30.51 224.40±54.23 265.20±31.13 

Results are expressed as mean±S.D. One-way ANOVA/Kruskal-Wallis followed by Tukey test/Dunn’s. The 

values were significantly different when p<0.05. (*) Different from the control. 
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EXPERIMENTAL SECTION 

 

Plant material 

 The aerial parts (150 grams) of Leandra australis were collected in March 2015, in the city of Jaguari, 

midwestern region of Rio Grande Sul, Brazil (29 ° 29 '44.927 "N -54 ° 41' 12.523" E). The plant was identified by 

the botanists Msc. Nelci Rolin Bastos Záchia and Dr. Renato Záchia, from the Federal University of Santa Maria 

(UFSM, RS, Brazil), and the voucher specimen was deposited at the Herbário do Departamento de Biologia da 

UFSM under the registration number: SMDB 17.754 and at the Padre Balduino Rambo Herbarium, located at the 

Integrated Regional University of Alto Uruguay Missions (URI), Campus of Erechim, under the registration 

number: HPBR 11.934. 
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Extraction of Plant material and fractions 

 The plant was subjected to the maceration process with ethyl alcohol 50%, for two months. The 

maceration was shaken daily with weekly solvent filtration and renewal. The resulting hydroalcoholic extract from 

the filtrate was evaporated in a rotary evaporator under vacuum and at a temperature below 45°C. Subsequently, 

the yield of the crude extract was determined from its dry weight. The dry crude extract (CE) was then fractionated 

with solvents of increasing polarity: hexane (HeOH), chloroform (CHCl3), ethyl acetate (EtOAc) and butanol 

(BuOH). At the end of this process, the remaining extract was taken to dryness to give the aqueous residue (AR).  

 

Determination of total polyphenols content 

 The determination of phenolic compounds was performed according to the method described by Gindri 

et al. (2014). Thus, Folin Ciocalteau 2N reagent and sodium carbonate 20% solution were used, with a subsequent 

Spectrophotometer UV-Vis (Spectroquant® Pharo 100, Merck) reading in 750nm. Samples (50 μg/mL) of the 

extract, fractions and aqueous residue were diluted in distilled water and the test was made in triplicate. For the 

quantification of polyphenols an analytical curve was used with gallic acid (10 - 30 µg/mL - y = 0.0489x + 0.0059, 

R² = 0.9986). The results are expressed in mg of gallic acid equivalents (G.A.E.)/g of extract or fraction. 

 

Determination of total flavonoids content 

For the determination of the flavonoids, a aluminum chloride 2% solution was used, according to the 

colorimetric method described by Gindri et al. (2014). Dilutions of the extract, fractions and aqueous residue 

samples (125 μg/mL) were done with ethanol and the test was performed in triplicate. Subsequently, the 

Spectrophotometer UV-Vis (Spectroquant® Pharo 100, Merck) was read in 425 nm. For the quantification was 

used an analytical curve of quercetin (2 - 18 μg/mL - y = 0.0487x – 0.0365, R² = 0.9989). The results are expressed 

in mg of quercetin equivalents (Q.E.)/g of extract or fraction. 

 

Determination of condensed tannins content 

The determination of condensed tannins occurred according to the method described by Gindri et al. 

(2014) using hydrochloric acid 8% solution and vanillin 1% solution. Samples of the extract, fractions and aqueous 

residue were prepared at the concentration of 30 mg/mL, except for the HeOH fraction, which was prepared at a 

concentration of 20 mg/mL. The samples were diluted in methanol and the reading was done in Spectrophotometer 

UV-Vis (Spectroquant® Pharo 100, Merck) at 500 nm. The assay was performed in triplicate and for the 

calculation of the determination of the condensed tannin content an analytical curve was used with the standard 

catechin (30 µg/mL - y = 0.0193x + 0.0177, R² = 0.9896). The results are expressed in mg of catechin equivalents 

(C.E.)/g of extract or fraction. 

 

Determination of alkaloids content 

The determination of alkaloids followed the technique described by Oliveira et al. (2006). Samples (30 

mg/mL) of the extract, fractions and aqueous residue were diluted in distilled water. For the test, Dragendorff 

reagent, sodium sulfite 1% and nitric acid concentrated were used. The reading was performed in a 

Spectrophotometer UV-Vis (Spectroquant® Pharo 100, Merck) at 435 nm. The test was carried out in triplicate 
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and for the calculation of the alkaloid content an analytical curve was used bismuth nitrate (10 a 90 μg/mL) (y= 

2.2783x+0.0361, R²= 0.9994). The results are presented in mg of alcaloids (A.)/g of extract or fraction. 

 

Determination of chemical composition by HPLC-DAD-MS 

The identification and quantification of the secondary metabolites of L. australis crude extract followed 

the methodology proposed by Vieira et al. (2001), with minor modifications. High Performance Liquid 

Chromatography coupled with a Mass Spectrometry Detector (HPLC-DAD-MS) corresponded to a Shimadzu 

Prominence UFLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) equipped with an Auto-Sampler (SIL-20AHT), two Shimadzu LC-

20ADT reciprocating pumps connected to the degasser DGU20A3R, integrator CBM20A, UV–VIS detector DAD 

SPD-M20A, and oven CTO-20A. 

The HPLC system was coupled to the compact quadrupole time-of-flight (Q-TOF) mass analyzer (Bruker 

Daltonik GmbH, Bremen, Germany), which was controlled using OtofControl Software. The parameters for 

analysis were set using negative ion modes with spectra acquired over a large range from 50 to 1200 m/z. The 

optimum values of the ESI-MS parameters were a capillary voltage of 4500V, drying gas temperature of 215°C, 

drying gas flow of 10.0 L/min, nebulising gas pressure of 5.0 Bar, collision RF of 150 Vpp, transfer time of 70 ls, 

and a pre-pulse storage of 5 ls. Additionally, automatic MS/MS experiments were performed using nitrogen as 

collision gas and by adjusting the collision energy values as follows: m/z 100, 20 eV; m/z 500, 30 eV; and m/z 

1000, 35 eV. The MS data was analyzed using Data Analysis 4.0 software (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). 

Analyses were carried out within the C-18 column (4.6 mm x 250 mm, Merck, Germany) packed with 5 

µm diameter particles and within the C-18 pre-column (RP 18 5µm, Merck, Alemanha). The first mobile phase, 

phase A, was two percent acetic acid at a pH of 4.2. The second mobile phase, phase B, used methanol, acetic acid, 

and distilled water at a ratio of 18:1:1, respectively. The gradient elution was 0 min: 20% of B, 0-25 min: 50% of 

B, 25 min: 20% of B, 30 min: 20% of B (end of run), at the flow rate of 0.8 ml/min. The peaks were identified by 

comparing the present results with the retention times and mass spectrums from the software library and external 

standards. The external standards included a 40% isoflavone pool (Daidzin: 3.1%, Glycitin: 1.56%, Genistin: 

0.98%, Daidzein: 35.49%, Glycitein: 0.1%, and Genistein: 0.03% - Dongming Huiren Biological Products, 

Shandong, China) between 0.156–2.34 mg/mL of glycitin, 3.5-53.2 mg/ml of daidzein, 3–4.5 µg/mL of genistein, 

and levels of caffeic acid, gallic acid, clorogenic acid, catequin, luteolin, cumarin, quercetin and rutin (all standards 

by Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) between 1.5 and 24 µg/mL. The samples (CE of L. australis) and standards 

were tested in triplicate. The results are presented as mean ± standard deviation. 

 

Determination of antioxidant capacity 

Method of capturing the radical DPPH (2,2- difenil-1- picrilhidrazil) 

The evaluation of the antioxidant capacity by the colorimetric method of capture of the DPPH radical was 

carried out according to the methodology described by Mensor et al. (2001). Samples of the extract, fractions and 

aqueous residue were evaluated at the concentrations of 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62 and 7.81 μg/mL. The 

assay was performed in triplicate and dilutions in ethanol. The samples were read on a Spectrophotometer UV-Vis 

(Spectroquant® Pharo 100, Merck) at 518 nm. The percent inhibition of the DPPH radical was calculated by 

Equation 1, described below: 
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% inhibition = 100 −
[(Abs. sample − Abs. white) X 100]

Abs. control
 

Equation 1: Calculation of percentage of inhibition. Where: Abs. Sample is the absorbance of the crude 

extract/fractions; Abs. White is the absorbance of crude extracts/fractions without addition of DPPH solution, 

and Abs. Control is the absorbance of the DPPH solution in ethanol. 

 

After the calculations, a graph was constructed with the percentage of inhibition versus concentration of 

the extract and the equation of the line was calculated, which was used to calculate the IC50 (effective concentration 

to obtain 50% of antioxidant activity of the plant versus the radical DPPH). 

 

Antioxidant power of Fe3+ reduction (FRAP) 

 The FRAP methodology was performed according to the description of Benzie and Strain (1996), with 

minor modifications. Samples of the extract, fractions and aqueous residue (1000 μg/mL) were diluted in distilled 

water. The working FRAP reagent was produced by mixing 300 mM acetate buffer (pH 3.6), 2,3,4-

triphenyltetrazolic acid (CTT) 10mM solution and FeCl3.6H2O 20 mM in a 10:1:1 ratio prior to use and heated to 

37°C in a water bath. The test was performed in triplicate from the addition of 200 μL of the sample and 1800 μL 

of FRAP reagent. Subsequently, the samples were stored in water bath (37ºC) for four minutes. The reading was 

performed in Spectrophotometer UV-Vis (Spectroquant® Pharo 100, Merck) at 593 nm. A standard curve of 

ferrous sulphate at concentrations of 1000 up to 62.5 mmol/L (y= 0.000049x+0.036181, R²= 0.992190) was used 

to the quantification of the power of Fe3+ reduction and the results was expressed in mM ferrous sulfate. 

 

Antioxidant activity by the co-oxidation test with beta-carotene and linolenic acid 

 The co-oxidation test with beta-carotene and linolenic acid was performed according to the methodology 

described by Duarte-Almeida et al. (2006). Samples of the extract, fractions and aqueous residue (500 μg/mL) 

were diluted in methanol and heated to 45ºC in a water bath. The test was performed in triplicate and with 

immediate reading (at time zero) and after, consecutive readings every 15 minutes until the time of 120 minutes 

of reaction. The readings were carried out in a Spectrophotometer UV-Vis (Spectroquant® Pharo 100, Merck) at 

470 nm. The percent inhibition of the beta-carotene oxidation was performed from Equation 2, described below: 

% inhibition =
[(Ac − Aam) X 100]

Ac
 

Equation 2: Calculation of percent inhibition. Where: Ac = initial ABS (control) - final ABS (control) and Aam 

= initial ABS (sample) - final Abs (sample). 

 

Toxicity assessment 

Artemia salina (Leach) assay 

 The larvae of A. salina (60 milligrams) were hatched under temperature between 22-29 °C in artificial 

saline (23 g/L of sea salt and 0.7 g/L of sodium bicarbonate in distilled water) according to the methodology 

described by Silva et al. (2010). After 24 hours, ten nauplii were transferred to the test tube containing 9 mL of 

artificial saline and 1 mL of the sample tested. The test was performed in triplicate and with two replicates. After 

24 hours, the counts of live and dead nauplii occurred. For the test three different sample concentrations (1000, 

2000 and 4000 μg/mL) were used. As a negative control, only artificial saline was used and Sodium Lauryl Sulfate 

(100, 10 and 1μg/mL) was used as the positive control. 
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Allium cepa assay 

The evaluation of genotoxicity and/or genoprotection was performed only for CE of L. australis, following 

the technique described by Tedesco and Laughinghouse (2012). Thus, 8 groups of 5 bulbs were placed to rooting 

in distilled water and after rooting (48-72 hours) were submitted to the following treatments:  

 T1 Negative control in distilled water; 

 T2 Positive control Glyphosate 2%; 

 T3 CE at 1000 μg/mL; 

 T4 CE at 2000 μg/ml; 

 T5 CE at 4000 μg/mL; 

 T6 Evaluation of the recovery of the damage of glyphosate 2% with CE at 1000 μg/mL; 

 T7 Evaluation of the recovery of the damage of glyphosate 2% with CE at 2000 μg/mL; 

 T8 Evaluation of the recovery of the damage of glyphosate 2% with CE at 4000 μg/mL. 

The groups (T1 to T5) were placed in contact with CE of the plant for 24 hours. Next, the rootlets were fixed 

in ethanol-acetic acid (3:1) for 24 hours. After this period, they were removed from the fixative, collected and kept 

in ethyl alcohol 70% in the refrigerator until use. Differently, the groups T6, T7 and T8 after rooting in distilled 

water were placed in contact with a solution containing crude extract of the test plant for 24 hours. After this 

period, the bulbs were left in a solution of glyphosate 2% for another 24 hours. 

In the slides were observed the different phases of the cell cycle (interphase, prophase, metaphase, anaphase, 

telophase) and possible cellular abnormalities. 1000 cells were analyzed per bulb, totaling 5000 cells per treatment. 

Subsequently, mean cell number values of each of the cell cycle phases of A. cepa were calculated. The 

determination of the Mitotic Index (MI) and the percentage of Abnormalities (AN) was performed according to 

Equation 3 and Equation 4, respectively. 

 

MI =
Number total of cells (cells in interphase + cells in division)

Number of cells in interphase
× 100 

Equation 3: Calculation made to obtain the Mitotic Index (MI). 

 

AN % =
Abnormalities

Number total of cells
× 100 

Equation 4: Calculation made to obtain the Abnormalities (AN). 

 

Toxicity in Wistar rats 

Animals 

Wistar rats of both sexes were used, females weighing between 80 – 160g and males weighing between 

100 – 200g from the Central Animal Facility of the Federal University of Santa Maria (UFSM). The animals were 

randomly distributed into different experimental groups and kept in the vivarium of building 21 in cages, at a 

controlled temperature (22 ± 2°C), on a 12 hours light/dark cycle and with free access to standard chow and water 

. All experimental protocols were forwarded and approved by the Ethics Committee on the Use of Animals 

(CEUA/UFSM) under number 2204200419.  
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Evaluation of the acute toxicity test 

According to the guidelines of OECD 423, the extract of L. australis was administered in a single dose of 

2000 mg/kg in rats (n=3 per group), orally (gavage). The control group received water (2 mL/kg), also orally. The 

weight of each animal was determined shortly before the plant extract was administered, and daily throughout the 

study period. After administration, the animals were observed individually at least once during the first 30 minutes, 

periodically during the first 24 hours, with special attention during the first 4 hours, and then daily, totaling 14 

days. The observations included alterations in the skin, hair, eyes, mucous membranes of the respiratory system 

and in the circulatory, autonomic and central nervous systems, in addition to behavior. Attention will be directed 

to the observation of tremors, convulsions, salivation, diarrhea, lethargy, sleep and coma. 

On the 15th day, the animals were anesthetized with thiopental 25 mg/kg i.p., followed by analgesia with 

tramadol 8mg/kg i.p. and blood was collected by cardiac puncture, followed by euthanasia with deepening of the 

anesthetic (thiopental 150 mg/Kg i.p.), and death was confirmed by observation of respiratory arrest for more than 

180 seconds. The collected blood was used to perform biochemical and hematological tests. 

 

Evaluation of the toxicity of repeated doses of 28 days 

As per OECD 407 guidance, the plant extract was administered orally (gavage), daily in the morning, for 

28 days. Twenty male rats (n=5 per group) and 20 female rats (n=5 per group) were used. The animals were divided 

into the following experimental groups: 

• Control group: received distilled water; 

• Group II: received CE of L.australis 600 mg/kg; 

• Group III: received CE of L.australis 400 mg/kg; 

• Group IV, received CE of L. australis 200 mg/kg. 

Physiological data such as weight and abnormal behavioral changes were observed throughout the study. 

On the 29th day, the animals were euthanized as described in the item above (Evaluation of the acute toxicity test). 

The animals' blood was collected to perform the biochemical and hematological tests. 

 

Biochemical and Hematological Analysis 

Biochemical analyzes were performed using a commercial kit (Bioclin®) with animal serum samples and 

according to the manufacturer's instructions. The samples were processed in an automatic biochemical analyzer 

(Mindray BS-120®). The following biochemical parameters were analyzed: Albumin (ALB), Alanine 

aminotransferase (ALT), Aspartate aminotransferase (AST), Alkaline phosphatase (FA), Creatinine (CRE), Blood 

urea nitrogen levels (BUN), Gamma Glutamyl Transferase (GGT), Total Protein (TPP), Triglycerides (TRL), 

Cholesterol (Chol) and Blood sugar levels (GLU). 

Hematological analysis was performed in an electronic counter (BC-2800 Vet – Auto Hematology 

Analyser, Mindray®) from samples packed in tubes containing EDTA. The following hematological parameters 

were determined: Total red cell count (RBC), Hemoglobina (HBG), Hematócrit (HCT), Mean Corpuscular 

Volume (MCV), Mean Corpuscular Hemoglobina Concentration (MCHC), Platelet (PLT), Toltal Protein (TPP), 

Total Leukocytes (TL), Band cell (BC), Neutrophils, Lymphocytes, Monocytes, Eosinophils, and Basophils.  
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Statistical analysis 

For the quantifications of secondary metabolites, antioxidant capacity evaluation and genotoxicity in 

Allium cepa, the one-way ANOVA was used. The averages were compared using the Tukey test, considering a 

level of significance of p <0.05. In the assay with Artemia salina the samples were evaluated through the Probitos 

analysis. The statistical tests were performed in software Statistica® (Statsoft, version 7.0), except the genotoxicity 

test that had the statistics analysis and graphs were performed in the program GraphPad Prism® (version 5.0). 

To assess toxicity in Wistar rats, differences among groups were determined by Student’s test and one-

way analysis of variance, followed by Tukey post-hoc test. Mann-Whitney, Kruskal-Wallis and Dunn’s were used 

as statistic tests when the requirements to perform a parametric test were not satisfied (The statistical tests were 

performed in software Statistica® (Statsoft, version 7.0). Differences were considered statistically significant 

when p < 0.05. 
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Figure S1: Total Ion Chromatogram (TIC – green line) and Base Peak Chromatogram (BPC – red line) of 

Leandra australis. 1: Gallic acid; 2: Rutin; 3: Quercetin. 
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5 CONCLUSÃO 

 

O fracionamento líquido-líquido da espécie Leandra australis permitiu sugerir 

uma composição química com predominância de estruturas polares. Os doseamentos 

de metabólitos secundários identificaram maiores quantidades de moléculas fenólicas 

e taninos condensados nas amostras na planta, diferentemente, os flavonoides e 

alcaloides totais foram encontrados em menores quantidades. De forma 

complementar, a análise por CLAE permitiu identificar e quantificar o ácido gálico, 

quercetina e rutina no extrato bruto de L. australis. 

A espécie em estudo apresentou considerável atividade antioxidante, 

principalmente na fração acetato de etila, a qual mostrou elevada atividade nas três 

metodologias empregadas. Esta atividade farmacológica obtida para a espécie L. 

australis foi justificada pelo alto teor de compostos fenólicos. Também foi possível 

observar que esta espécie vegetal age como antioxidante de formas diferentes e 

frente a diferentes tipos de radicais livres. 

A espécie vegetal em estudo apresentou baixa citotoxicidade frente a Artemia 

salina, no entanto, na avaliação da genotoxicidade em células de radículas de Allium 

cepa foi verificada inibição do índice mitótico das células (atividade anti-proliferativa), 

a qual foi atribuída ao teor de taninos condensados e ao composto fenólico quercetina 

quantificado no extrato bruto da planta em considerável quantidade. Desta forma, foi 

verificada genotoxicidade no extrato bruto da espécie L. australis. 

A toxicidade avaliada a partir de ratos Wistar mostrou que o extrato bruto de L. 

australis administrado em dose única e em doses repetidas por 28 dias não causaram 

mortalidade ou alterações comportamentais nos animais. Não houve alteração nos 

parametros hematológicos, porém a avaliação bioquímica da toxicidade aguda 

mostrou alterações nos níveis de Uréia, o que indica possível dano na função renal. 

A planta administrada de forma contínua pelos 28 dias mostrou que não houve 

nenhum tipo de toxicidade renal e hepatica. 

Sendo assim, estes resultados sugerem que a nefrotoxicidade identificada 

anteriormente está relacionada a administração aguda da espécie vegetal e a dose 

mais alta em relação as outras concentrações testadas na toxicidade de doses 

repetidas. No entanto, a ausência de sinais graves de toxicidade após a administração 

oral da planta é sugestiva de baixa toxicidade.  
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Este trabalho permitiu a obtenção de resultados mais detalhados sobre a 

composição química de L. australis, visto que, os doseamentos de metabólitos 

secundários e as quantificações em CLAE foram realizados pela primeira vez nesta 

espécie vegetal. Adicionalmente, este trabalho trouxe resultados inéditos sobre seu 

potencial antioxidante e toxicidade. Entretanto, ainda são necessários outros estudos 

os quais possam avaliar mais minuciosamente a composição química e as defesas 

antioxidantes do extrato. Também é importante a realização de estudos 

histopatológicos, a fim de confirmar o dano renal identificado na toxicidade aguda. 
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