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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF EXTRACTS AND CONDENSED TANNINS FROM LEAVES OF Maytenus ilicifolia MART. ex
REISS. Maytenus ilicifolia (Celastraceae) is a native plant of South America and popularly known as “espinheira-santa”. The aim of
this study was to evaluate the antioxidant capacity of extracts and isolated compounds from this plant. The antioxidant activity of the
crude and semipurified extracts and isolated compounds was evaluated through DPPH-radical and phosphomolybdenum-complex
assays. By both methods, the ethyl-acetate fraction demonstrated better antioxidant capacity compared with vitamin C and trolox.

In the compounds, the higher the number of hydroxyls, the greater the antioxidant activity. In addition, stereochemistry influenced

antioxidant activity, i.e., compounds with 2R,3R showed greater activity than those with 2R,3S.
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INTRODUCAO

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. (Celastraceae) € uma planta
nativa do sul do Brasil, Uruguai, Paraguai, norte da Argentina,' Chile
e Bolivia.? Popularmente é conhecida como “espinheira-santa” e
utilizada no tratamento de lesdes géstricas (antiulcerogénica), antiin-
flamatéria, analgésica, cicatrizante em feridas, antiasmatica, como
remédio antitumoral indigena e como agente regulador da fertilidade,
habito comum de algumas tribos indigenas e populagdes rurais do
Paraguai e Bolivia.>?

Diversas atividades, como antiulcerogénica,** antiinflamatéria,>*
antiedematogénica,* antinociceptiva,® antiproliferativa,® de diferentes
extratos, de fracdes ricas em flavondides e de substancias isoladas de
M. ilicifolia, M. rigida, M. robusta e M. truncata foram avaliadas e
comprovadas. Além dessas atividades, o extrato de M. ilicifolia foi
avaliado para protecdo da céclea em animal de laboratdrio, devido
a cisplatina, demonstrando que o mesmo ndo possui qualquer efeito
protetivo.”

Os constituintes quimicos presentes nas diferentes espécies
avaliadas estfio relacionados aos grupos de taninos condensados
(4"-metil-epigalocatequina),’ flavondides® e triterpenos (pristimeri-
na).>® Em outras espécies, M. acanthophylla e M. aquifolium, foram
isolados constituintes quimicos semelhantes aos ja encontrados em
M. ilicifolia.’

Taninos condensados sio apontados como constituintes quimicos
majoritdrios em extratos aquosos de M. ilicifolia, sendo utilizados
como marcadores no controle de qualidade de extratos e medica-
mentos fitoterdpicos através de diferentes técnicas de avaliacdo e
desenvolvimento tecnolégico.!®

Testes de toxicidade aguda e cronica realizados com o infuso
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das folhas de M. ilicifolia ndo provocaram efeitos téxicos (estudo
pré-clinico)," mutagénicos'” e teratogénicos!® em animais ou em
células vegetais. Alguns autores' realizaram ensaio clinico fase I
com abafado (infuso) das folhas de espinheira-santa e demonstraram
que o abafado ndo € téxico ao ser humano.

Substancias fendlicas sdo reconhecidamente detentoras de
pronunciada atividade antioxidante, atuando como seqiiestradores
de radicais livres e como quelantes de metais, despertando, assim,
interesse face a possibilidade de serem utilizadas em varias doengas
degenerativas, como envelhecimento prematuro, processos inflama-
térios, cicatriza¢@o, cancer, entre outras. '

Assim, este trabalho avaliou o potencial antioxidante de extratos
e de taninos condensados isolados das folhas de M. ilicifolia.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram
obtidos em espectrometro Varian Mercury Plus a 300 MHz ('H) e 75
MHz ("*C), otimizado para técnicas uni e bidimensionais, registrados
em cloroférmio deuterado (CDCl,) e TMS como padrao de referéncia
interno. Os espectros de massas foram obtidos em espectrometros de
massas quadrupolo electrospray Quattro LCZ (Waters-Micromass,
Manchester, UK) com injetor nanospray (EM-ESI), e massas de alta
resolu¢@o foram obtidas em MicroTof (Bruker-Daltonics, Bremen,
Germany) com electrospray de tempo de fuga com alca de inje¢ao,
com precisdo de massas esperada melhor que +£5 mDa (HR-ESI-TOF).
Os espectros de massas foram realizados no Instituto de Quimica
Organica da Universidade de Miinster, Alemanha. Os espectros de
dicroismo circular foram realizados em espectropolarimetro Jasco
J-815, em metanol, na regido entre 200 e 300 nm, no Instituto de
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Biologia Farmacéutica e Fitoquimica da Universidade de Miinster,
Alemanha.

Material vegetal

As folhas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. foram coletadas
em Marialva, PR, (S23°28°46,7”; W051°77°41,5; 621 m de altitude)
em novembro de 2004, secas a temperatura ambiente e moidas em
moinho de facas Tecnal TE-048. Exsicata do vegetal (folhas com
sementes) encontra-se depositada como documento taxondémico no
Herbério do Departamento de Biologia da UEM sob nimero HUEM
10623. A identificacdo foi realizada pela Profa. Dra. E. Jacomassi
(UNIPAR, Umuarama, PR).

Métodos de extracao e isolamento

As folhas de M. ilicifolia (500 g) foram extraidas com acetona:
dgua (7:3; v/v) a 10% (p/v) em Ultra-Turrax® (UTC 115 KT) durante
20 min, filtradas, seguida de concentrag¢@o a pressdo reduzida em
evaporador rotatério (Biichi R-114) e liofilizadas, rendendo 127 g
de extrato bruto (EB). O EB (125 g) foi previamente solubilizado
em 4gua e particionado com acetato de etila (12,5 L) rendendo, apds
liofilizagao, duas fragdes semipurificadas: fragdo aquosa (FAQ) (95,2
g) e fracdo acetato de etila (FAE) (25,3 g), ambas com caracteristicas
de p6é amorfo e com coloragdo marrom.

A FAE (15 g) foi submetida em coluna (700x55 mm) contendo
Sephadex® LH-20, utilizando-se o sistema eluente EtOH:H,O (1:9;
2:8;3:7;4:6; 1:1; 1,2 L cada),'® sendo obtidas 26 fracdes (F#1-26).
As fragdes foram reunidas de acordo com o perfil cromatografico
obtido em cromatografia em camada delgada analitica (cromatofolhas
de gel de silica Fo 0,200 mm espessura, Merck; sistema eluente:
AcOEt:HCOOH:H,0, 90:5:5; luz UV 254 nm; revelador: cloreto
férrico a 1% em etanol).

As fragoes 10 (98,4 mg), 11 (477,3 mg), 13 (471 mg) e 16 (679,6
mg) foram refracionadas em coluna contendo Sephadex® LH-20,
utilizando-se o sistema eluente EtOH:H,O (1:9; 2:8; 3:7; 4:6; 1:1;
v/v; 100 mL cada) fornecendo diversas subfragdes. As subfragoes
10-4, 11-10, 13-4, 16-6 e 16-8 forneceram as substincias 1 (6 mg),
2 (26 mg), 3 (6 mg), 4 (15 mg) e 5 (45 mg), respectivamente. Apds,
todas as substancias foram derivatizadas por acetilagdo (anidrido
acético:piridina; 1,2:1; temperatura ambiente/24 h) e purificadas
em cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP; silica
gel com gesso PF _, Merck; sistema eluente: tolueno:acetona,
7:3; v/v).'0
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Epicatequina (1)

C,,H,,0,. EM/ESI [M+Na]* m/z 523; [M-H]* m/z 499. RMN
de 'H [300 MHz, CDCI,, § (ppm), multiplicidade e J (Hz)]: § 2,87
[dd, H-4ax (C), J=17,7 e 2,1 Hz], 2,98 [dd, H-4eq (C), J=17,7 e 4,5
Hz], 5,10 [s, H-2 (O)], 5,38 [m, H-3 (C)], 6,56 [d, H-6 (A), J=2,1
Hz], 6,67 [d, H-8 (A), J=2,1 Hz], 7,20 [d, H-5" (B), J/=8,4 Hz], 7,26
ldd, H-6’ (B), J=8,4 e 1,8 Hz], 7,35 [d, H-2’ (B), J=1,8 Hz]. [a]*)'=
-1,0° (¢ 0,001; acetona).

Epigalocatequina (2)

C,H,0,,. EM/ESI [M+NaJ* m/z 581; [M-HJ* m/z 557. RMN de
'H [300 MHz, CDCl,, 8 (ppm), multiplicidade e J (Hz)]: 6 2,82-3,04
[m, H-4ax/H-4eq], 5,08 [brs, H-2 (C)], 5,38 [m, H-3 (C)], 6,57 [d,
H-6 (A), J=2,1 Hz], 6,67 [d, H-8 (A), J=2,1 Hz], 7,22 [s, H-2"/H-6"
(B)]. [0]?Y'=-1,0° (c 0,001; acetona).

Catequina (3)
C,_H, O .EM/ESI [M+Na]* m/z 523; [M-H]* m/z 499. RMN de
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'H [300 MHz, CDCl,, 8 (ppm), multiplicidade e J (Hz)]: & 2,66 [dd,
H-4ax (C), J=16,5 ¢ 6,3 Hz], 2,86 [dd, H-4eq (C), J=16,5 ¢ 5,1 Hz],
5,14 [d, H-2 (C), J=6,6 Hz], 5,25 [ddd, H-3 (C), J=6,6, 5,1 ¢ 6,3 Hz],
6,59 [d, H-6 (A), J=2,4 Hz], 6,65 [d, H-8 (A), J=2,4 Hz], 7,26 [dd,
H-6" (B), J=8,4 ¢ 1,8 Hz], 7,19 [d, H-5" (B), J=8,4 Hz], 7,17 [d, H-2’
(B), J=1,8 Hz]. [a]*J= +3,0° (c 0,001; acetona).

Epicatequina-(4B—8)-catequina (procianidina B,) (4)

C,,H,NaO,,. HR-ESI-TOF [M+Na]* m/z 1021,2373 € o calculado
1021,2378. RMN de 'H [300 MHz, CDCI,, § (ppm), multiplicidade
e J (Hz)]: 6 2,56 [dd, H-4ax (F), J=16,5 € 9,3 Hz], 3,20 [dd, H-4eq
(F), J=16,5 ¢ 6,6 Hz], 4,34 [d, H-2 (F), /=9,6 Hz], 4,41 [d, H-4 (C),
J=1,8 Hz], 5,04 [ddd, H-3 (F), J=9,6 € 9,3 e 6,6 Hz], 5,16 [m, H-3
(O)],5,46 [s,H-2(0)],5,99 [d, H-8 (A), J=2,1 Hz], 6,29 [d, H-6 (A),
J=2,1 Hz], 6,67 [s, H-6 (D)], 6,85-7,43 [m, H-2’/H-5’/H-6" (B)’],
6,85-7,43 [m, H-2’/H-5’/H-6’ (E)]. RMN de "*C (75 MHz, CDCl,, 3
ppm): 73,74 (2-C), 71,10 (3-C), 34,21 (4-C), 148,14 (5-A), 108,81
(6-A), 149,96 (7-A), 107,43 (8-A), 155,69 (9-A), 111,65 (10-A),
136,57 (1’-B), 122,33 (2’-B), 142,13 (3’-B), 142,60 (4’-B), 123,29
(5’-B), 124,74 (6’-B), 78,49 (2-F), 68,60 (3-F), 27,37 (4-F), 148,89
(5-D), 110,94 (6-D), 149,49 (7-D), 117,26 (8-D), 154,20 (9-D),
113,86 (10-D), 134,82 (1’-E), 122,51 (2’-E), 141,95 (3’-E), 142,54
(4’-E), 123,37 (5°-E), 125,59 (6’-E). [0’} = +8,0° (¢ 0,001; acetona).
CD (¢ 0,1; metanol): [9]240 9000.
Epicatequina-(4p—8)-epicatequina (procianidina B,) (5)

C,,H,NaO,,. HR-ESI-TOF [M+Na]* m/z 1021,2373 € o calculado
1021,2378. RMN de 'H [300 MHz, CDCI,, § (ppm), multiplicidade
eJ (Hz)]: 82 x2,90-2,94 [m, H-4 (F)], 4,46 [d, H-4 (C), J=1,8 Hz],
4,54 [s, H-2 (F)], 5,10 [m, H-3 (F)], 5,16 [m, H-3 (C)], 5,57 [s, H-2
(O], 5,98 [d, H-8 (A), J=2,4 Hz], 6,23 [d, H-6 (A), J=2,4 Hz], 6,65
[s, H-6 (D)], 6,89 [dd, H-6’ (E), J=8,4 ¢ 1,8 Hz], 7,01 [d, H-2’ (E),
J=1,8 Hz], 7,04 [d, H-5’ (E), J=8,4 Hz], 7,17 [d, H-5’(B), J/=8,4 Hz],
7,28 [dd,H-6’ (B), J=8,4 ¢ 1,8 Hz], 7,36 [d, H-2’ (B), J=1,8 Hz]. RMN
de *C (75 MHz, CDCl,, § ppm): 73,85 (2-C), 71,30 (3-C), 34,23 (4-
C), 148,05 (5-A), 108,88 (6-A), 149,32 (7-A), 107,48 (8-A), 155,61
(9-A), 111,81 (10-A), 136,81 (1°-B), 122,47 (2’-B), 141,98 (3’-B),
142,23 (4°-B), 123,37 (5°-B), 124,69 (6’-B), 77,45 (2-F), 67,06 (3-F),
26,90 (4-F), 148,15 (5-D), 110,59 (6-D), 149,38 (7-D), 116,99 (8-D),
154,47 (9-D), 111,95 (10-D), 134,71 (1’-E), 122,71 (2’-E), 141,88
(3°-E), 142,23 (4°-E), 123,05 (5°-E), 125,34 (6’-E). [0} = +3,0° (¢
0,001; acetona). CD (c 0,1; metanol): [0],, 6500.
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Polifenois totais em extratos EB, FAQ e FAE

O teor de polifendis totais (PT) nos extratos EB, FAQ e FAE
foi estimado por ensaio colorimétrico baseado nos procedimentos
descritos por Glasl'” com algumas modificagdes.'® Cerca de 0,1895
g de EB, 0,1349 g de FAQ e 0,034 g de FAE foram dissolvidos em
dgua (250 mL; SM), respectivamente. Uma aliquota de 5 mL foi
diluida em dgua para 25 mL. Uma aliquota de 2 mL foi transferida
para um baldo volumétrico de 25 mL com 1 mL de reagente fenol
de Folin-Ciocalteu e 10 mL de dgua, e o volume completado com
solucd@o de carbonato de sédio a 14,06%. Apds 15 min foi medida
a absorbancia a 691 nm (PT). A dgua foi utilizada como branco.
A porcentagem de polifendis totais foi determinada, em triplicata,
como segue:

15625.4bs

PTC8 == 000 m

onde: PT= polifendis totais (%); Abs = absorbancia; m= massa (g)
de EB, FAQ ou FAE.
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Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos bruto (EB) e semipurifi-
cados, fracdes aquosa (FAQ) e acetato de etila (FAE) foi avaliada
pelos métodos do radical DPPH'" e pela formacdo do complexo
fosfomolibdénio.'®?° As substancias isoladas foram avaliadas apenas
pelo método do radical DPPH.

Na atividade antioxidante por DPPH com os extratos EB, FAQ e
FAE utilizaram-se 5 mg de amostra dissolvidas em MeOH diluindo-a
até se obter as concentragdes de 0,1; 0,02; 0,01; 0,005 e 0,0025 mg/
mL. Com as substancias 1, 2, 3,4 ¢ 5, de acordo com a massa mole-
cular, foram obtidas as concentragdes de 10; 5; 2,5; 1,25 ¢ 0,625 uM
sendo acrescidos 0,125 pL, para cada 1 mL da amostra a ser testada,
da solu¢do de DPPH (1 mmol L!). Apds 30 min, a absorbincia da
solucdo resultante foi lida em espectrofotometro em 517 nm. Foram
utilizados como padrdo a vitamina C e como branco o BHT (2 mg de
BHT em 4 mL de MeOH com 0,5 mL de solucdo de DPPH), sendo
os resultados expressos em termos de IC,.

No método do fosfomolibdénio as amostras (0,3 mL com con-
centragdo de 200 ug/mL) foram testadas com a solucéo reagente (3
mL da solugdo H,SO, 0,6 mol L, fosfato de sédio 28 mmol L™,
molibdato de amdnio 4 mmol L' em dgua destilada), incubadas em
banho-maria a 95 °C/90 min e, apds resfriamento, lidas em espectro-
fotdmetro a 695 nm. Como branco utilizaram-se 0,3 mL de metanol
com 3 mL de reagente. A atividade antioxidante foi calculada com
base na taxa de formagao do complexo fosfomolibdénio (Capacidade
Antioxidante Relativa - CAR) em relagdo ao padrao vitamina C, com
valor de referéncia 1,0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As multiplas cromatografias em Sephadex® LH-20, seguidas de
derivatizaciio e CCDP, resultaram no isolamento e identificaciio das
substancias 1-5. Estas foram identificadas como epicatequina (1),
epigalocatequina (2), catequina (3), epicatequina-(4f—8)-catequina
(4) e epicatequina-(4p—8)-epicatequina (5), através da andlise dos
espectros de massas, RMN ('H, 'H-'H COSY, HMBC e HSQC), di-
croismo circular (somente para as substancias 4 e 5) e polarimetria,
além de comparacdo com dados de literatura.'$2!

A identificagdo dos mondmeros de taninos condensados foi
realizada a partir dos espectros de massas, de RMN 'H, COSY e po-
larimetria para comprovagao da configuracio absoluta. As substancias
1, 2 e 3 correspondem aos mondmeros epicatequina (1), epigalocate-
quina (2) e catequina (3) e suas diferenciacdes foram realizadas com
base nos dados espectroscopicos dos hidrogénios alifaticos H-3(C)
e H-2(C),"®'22 bem como na regido aromética correspondente aos
hidrogénios do anel A. As trés substancias tiveram a configuracio
absoluta confirmada pelos dados de polarimetria (Figura 1).

As procianidinas 4 e 5 foram identificadas como epicatequina-
(4B—8)-catequina (procianidina B,) e epicatequina-(4B—8)-

3(0) R, R,

1 i H H
1a oo Ac H
2 i H OH
2a ool Ac OAc
3 —m H H
3a ————mm Ac H

Figura 1. Substancias monoméricas isoladas das folhas de M. ilicifolia: 1.
epicatequina, 2. epigalocatequina, 3. catequina. Ac = acetato

Quim. Nova

epicatequina (procianidina B,) por comparagdo dos dados fisicos
(RMN 'H, 'H-'H COSY, HMQC e HMBC, espectrometria de massas
e dicroismo circular) de seus derivados acetilados 4a e 5a, e com
dados de literatura.'®?!

3(F) R

4 | H

4a —mm @ Ac
OR

5 | H

Sa ool Ac

Figura 2. Substancias diméricas isoladas das folhas de M. ilicifolia: 4.
epicatequina-(4f—8)-catequina, 5. epicatequina-(4—8)-epicatequina. Ac
= acetato

O espectro de RMN 'H da substincia 4a mostra os hidrogénios
alifaticos H-3(C) e H-4(C) com J, de 1,8 Hz. Os hidrogénios H-
2(C) e H-3(C) da unidade “superior” apresentam uma constante de
acoplamento inferior a 1 Hz e, H-2(F) e H-3(F) da unidade “inferior”
umaJ,, de 9,6 Hz. Estes dados estabelecem uma configuragéo relativa
do tipo 2,3-cis-3,4-cis para a unidade “superior” e 2,3-trans para a
unidade “inferior”. A liga¢do (4—8), de proantocianidinas diméricas
peracetiladas, pode ser confirmada pela propor¢do de rotameros e
pela posicdo, tanto do hidrogénio H-2(F), em 8 4,34 ppm, como pelos
sinais dos hidrogénios H-6(A), H-8(A) e H-6(D) em 6,29, 5,99 ¢ 6,67
ppm, respectivamente, que se encontram em campos mais altos que
os equivalentes (4—6).% A andlise das correlagdes heteronucleares
(HMQC e HMBC) confirmou a ligacao (4—8) através da correlacio
(3J) entre o hidrogénio 4 do anel C (64,41 ppm) e o carbono 8 do anel
D (8 117,26 ppm). Ainda no espectro HMBC observa-se a posi¢do dos
hidrogénios H-6(A) e H-8(A) a 8 6,29 e 5,99 ppm, respectivamente.
A posicdo destes hidrogénios vem sendo sempre determinada para
H-6(A) em campos mais altos que H-8(A). No entanto, o espectro
HMBC demonstrou que a posi¢ao de ambos os hidrogénios ocorre de
forma inversa ao descrito na literatura.”® Esta informac@o, no entanto,
refere-se as substancias derivatizadas, permanecendo em aberto a
determinagdo para substincia ndo derivatizada. Assim, os hidrogénios
6 e 8 correlacionam-se com os seus respectivos carbonos a & 108,81
e 107,43 ppm, e com os carbonos (*/) a 8 111,65 [H-10(A)] e 155,69
[H-9(A)], respectivamente. O espectro de dicroismo circular mostrou
na regido de 200 a 300 nm efeito Cotton positivo, confirmando uma
ligagdo beta entre as unidades “superior” e “inferior”. Adicional-
mente, o valor obtido de [&]*) de +8,0° confirma a configuragio
absoluta da substancia 4a. O espectro de massas de alta resolucdo
(HR-ESI-TOF) mostra um fon pseudomolecular [M+Na]+ com m/z
1021,2373, calculado 1021,2378, o qual estd de acordo com a férmula
molecular C, H,Na0,, e confirma a substancia dimérica natural 4a.
A comparacdo dos dados espectrais com os da literatura'®?! confirma
a identificacdo da substincia 4 como sendo epicatequina-(43—8)-
catequina (procianidina B ).

A andlise do espectro de RMN 'H da substincia 5a mostrou
que todos os hidrogénios alifdticos dos anéis C e F possuem uma
constante de acoplamento inferior a 2,0 Hz. Esses dados estabelecem
uma configuragdo relativa do tipo 2,3-cis-3,4-trans para a unidade
“superior” e do tipo 2,3-cis para a unidade “inferior”. A ligacio (4—8)
de proantocianidinas diméricas peracetiladas pode ser observada pela
proporc¢do de rotdmeros e pela posicao, tanto dos hidrogénios H-2(C)
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como pelos deslocamentos dos hidrogénios H-6(A), H-8(A) e H-6(D),
que se encontram em campos mais altos que o equivalente (4—6).%
Além disso, a andlise das correlacdes heteronucleares (HMQC e
HMBC) mostrou uma correlagéo a 2/ entre o hidrogénio 4 do anel C
(64,46 ppm) e o carbono 8 do anel D (8 116,99 ppm). Desta maneira,
confirma-se a ligac@o do tipo (4—8) entre as unidades “superior” e
“inferior” da substancia 5a. A posicdo dos hidrogénios H-6(A) e H-
8(A)ad6,23 e 5,98 ppm, respectivamente, foi determinada através do
espectro HMBC. As posi¢des destes hidrogénios foram determinadas
(37)em 8 108,88 ¢ 107,48 ppm, e com os carbonosem (/) a 6 111,81
[H-10(A)] e 155,61 [H-9(A)], respectivamente, contrariando trabalhos
publicados anteriormente,” e de forma semelhante & substincia 4, a
determinagdo destes hidrogénios com a substancia ndo derivatizada
permanece em aberto. O espectro de dicroismo circular mostrou na
regido de 220 a 240 nm efeito Cotton positivo, confirmando a ligagio
“beta” entre as unidades “superior” e “inferior”. O valor obtido de
[a]?) de +3,0° confirma a configuragio absoluta da substancia 5a. A
substancia 5a apresentou a férmula molecular C, H, NaO,, a partir
do HR-ESI-TOF ([M+Nal+, m/z encontrado 1021,2373, calculado
1021,2378). A comparagdo desses dados espectrais com os da lite-
ratura,'s?! aliada aos dados de espectrometria de massas, confirmou
a identificacdo da substincia 5 como sendo epicatequina-(43—8)-
epicatequina (procianidina B,).

As substancias 4 e 5, apesar de ja terem sido isoladas de diversas
fontes naturais, ndo foram, até o presente momento, identificadas
nas folhas de M. ilicifolia. Desta forma, esta informag@o promovera
avancos nos procedimentos de valida¢do de extratos'® com possivel
aplicacdo na producdo de medicamentos fitoterdpicos.

Os resultados mostraram que a capacidade antioxidante pelos
métodos do radical DPPH e do complexo fosfomolibdénio foi dire-
tamente proporcional ao teor de polifendis totais (Tabela 1). A FAE
apresentou alto teor em polifendis totais e uma correlacdo direta com
a capacidade antioxidante em termos de IC, € CAR, quando com-
parada a vitamina C e ao trolox. Ao contrario desta observagio € a
correla¢do com a fase aquosa, que demonstrou uma baixa capacidade
antioxidante (IC,; e CAR) com um baixo teor em polifendis totais.
As substancias referéncia (vitamina C e trolox) ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa entre si.

Os métodos utilizados para avaliagdo do potencial antioxidan-
te do extrato de folhas de M. ilicifolia demonstraram resultados
concordantes entre si, sendo possivel afirmar que a FAE apresenta
capacidade antioxidante, significativa para P<0,0001, em com-

Tabela 1. Atividade antioxidante de extratos e padrdes pela reducio
do radical DPPH (IC, ) e pela formagao do complexo fosfomolibdénio
(CAR) e o teor de polifendis totais (PT)

Amostra IC, (ug/mL) PT CAR
X*dp(CV%) X*dp(CV%) x*dp(CV%)
B 35,340,35 2624048  0,30£0,09
(0,98)* (1,83) (2.93)
FAQ 47,3120,19 12,85+0,65 0,15+0,01
(0,40)* (5.06) (4.,95)
AL 25,39+1,04 78,121,84  0,70+0,03**
(4.07)* (2,36 (4,40)

Vitamina C  7,18+0,26 (3,56)
7,52+0,12 (1,62)
*ANOVA, estatisticamente significante P<0,0001; **ANOVA, estatis-
ticamente significante P<0,01; PT=polifendis totais; CAR=capacidade

antioxidante relativa; EB=extrato bruto; FAQ=fra¢do aquosa;
FAE=fracio acetato de etila

1,00%*

Trolox
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paragdo aos EB e FAQ, devido, possivelmente, ao conteido em
substincias polifendlicas. A capacidade antioxidante relativa ou
total da FAE foi estatisticamente compardvel a vitamina C, o que
denota o potencial desta fragdo, provavelmente pela presenca dos
taninos condensados.

As substancias isoladas da FAE das folhas de M. ilicifolia foram
avaliadas frente ao método do radical DPPH. Os valores obtidos pelo
método em IC, | (uM) para as substancias isoladas catequina, epica-
tequina, epigalocatequina, epicatequina-(4f—8)-catequina (PB,)
e epicatequina-(43—8)-epicatequina (PB,) foram [X +dp (CV%)],
respectivamente: 9,95 + 0,87 (8,74), 9,12 + 0,24 (2,63), 8,91 = 0,73
(8,19), 3,30 £ 0,32 (9,70) e 3,56 £ 0,12 (3,37). Estes dados demons-
tram que quanto maior o nimero de hidroxilas fendlicas presentes
na substancia, maior € a capacidade de seqiiestro de radicais livres,
como observado, principalmente, com as substincias diméricas.
Adicionalmente, a estereoquimica das substancias catequina (2R,3.5)
em relacdo a epicatequina e epigalocatequina (2R,3R) reflete uma
diferenca na capacidade de seqiiestro de radicais livres. Os dados
confirmam, ainda, que as substincias com grupos do tipo pirogalol
(triidroxilado, anel B) possuem maior atividade que as substincias
com grupos do tipo catecol (diidroxilado), confirmando dados ante-
riormente publicados.*

Assim, € possivel estabelecer correlagdes entre a capacidade
antioxidante de extratos vegetais e a atividade de seqiiestro de ra-
dicais livres de substancias isoladas de espécies vegetais contendo
taninos, demonstrando a eficiéncia destas substincias na captura
destes radicais.
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