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Abstract
This work describes the evaluation of the

antioxidant activity in the system b-carotene / linoleic acid
and radical scavenging effects of the substances 2',4'-
dihydroxychalcone, 2',3,4,4'-tetrahydroxychalcone
(butein), 4-methoxy-2',3,4'-trihydroxychalcone, 7-
hydroxyflavanone, 3',4',7-trihydroxyflavanone (butin),
7,4'-dihydroxyflavanone (liquiritigenin), 6-methoxy-7-
hydroxydihydroflavonol and lasiodiplodin isolated of the
extract CHCl3 of the stem of Dioclea violacea  and
3',4',5,7-tetrahydroxyflavanol (quercetin), 4',7-
dimethoxy-3',5-dihydroxyflavanol and epicatechin
isolated of the Erythroxylum nummularia leaves. These
compounds were evaluated and compared with the
antioxidant standards n-propyl gallate, BHT and α-
tocoferol.

As substâncias antioxidantes estão envolvidas na
prevenção do desenvolvimento de várias patologias
relacionadas ao stress oxidativo, dentre elas o câncer,
doenças cardiovasculares, além de seu papel em retardar
o envelhecimento das células1. Os flavonóides em geral
se destacam por sua atividade antioxidante, e é conhecida
a relação desta atividade em função da estrutura2,3.
O estado da Bahia registra a ocorrência de várias
espécies das famílias Leguminosae e Erythroxilaceae,
sendo muitas delas endêmicas. Ate o presente momento
apenas duas espécies do gênero Dioclea foram
estudadas sob o ponto de vista químico e farmacológico:
as raízes de D. grandiflora4, e o caule de D.
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lasiophylla5,6 donde foram isolados flavonóides entre
eles a diocleína,  epigalocatequina-(2β→7,4β→8)-
epicatequina e epicatequina-(2β→7,4β→8)-
epicatequina que apresentam significativa atividade
antioxidante. Investigação da composição química do
gênero Erythroxilum indica a ocorrência de alcalóides,
terpenos e flavonóides7. A presença dos flavonóides
quercetina e kampeferol, bem como seus 3-glicosídeos
são características quimiotaxionômicas desse gênero8.
Nas espécies estudadas na Bahia tem sido comum a
presença nas folhas de flavonóides e de ácidos graxos
esterificado com triterpenos9, 10.

Neste trabalho são avaliadas as capacidades
antioxidantes de substâncias isoladas de D. violacea e
E. numularia comparadas com padrões comerciais
galato de n-propila, BHT e α-tocoferol, utilizando dois
métodos: autooxidação do sistema β-caroteno/ácido
linoléico e seqüestro do radical DPPH. Os resultados
obtidos no sistema b-caroteno/ácido linoléico indicam
que a epicatequina (11) e a 3',4',7-triidroxiflavanona
(butina) (5) apresentaram atividades consideráveis,
similares e ligeiramente inferiores ao tocoferol. Contribui
para a atividade apresentada o grupo catecol no anel B
destes flavonóides. A 7-hidroxiflavanona (4) e o 6-
metoxi-7-hidroxidiidrofavonol (7) como esperado
apresentaram baixa atividade antioxidante. Nenhuma das
substâncias avaliadas nesse teste teve atividade próxima
ao BHT ou galato de n-propila. Os resultados de
avaliação das atividades antioxidantes utilizando-se o
sistema b-caroteno/ácido linoléico encontram-se
sistematizados na Figura 2.

De maneira similar, nos resultados obtidos no
teste do seqüestro de radical utilizando-se DPPH a
epicatequina (IC50 = 171,68 mg/L) (11) demonstrou
maior atividade, superando o BHT (IC50 = 480,69 mg/
L). A quecertina (IC50 = 184,41 mg/L) (10), 2',3,4,4'-
tetraidroxichalcona (buteína) (IC50 = 279,49 mg/L) (2)
e 3',4',7-triidroxiflavanona (butina) (IC50 = 318,89 mg/
L) (5) também apresentaram atividade considerável. A
ligeira superioridade da buteína em relação a butina
provavelmente deve-se a conjugação do anel B com a
insaturação ∆2,3 da chalcona2. A baixa atividade
apresentada por 9 em relação a 10 pode ser explicada
devido a presença das metoxilas que além de reduzir o
número de hidroxilas fenólicas disponíveis para doar H
radicalar para o radical, também dificultam a estabilização
por ressonância do radical livre flavanoil formado. Os
demais flavonóides 2',4'-diidroxichalcona (1), 4-metoxi-
2',3,4'-triidroxichalcona (3), 7-hidroxiflavanona (4), 6-
metoxi-7-hidroxidiidrofavonol (7) e a lactona
lasiodiplodina (8) não apresentaram atividade observável
nas concentrações estudadas (Figura 3).
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Figura 1. Substâncias isoladas de Dioclea violacea

0

20

40

60

80

100

120

A
ti

vi
d

ad
e 

(%
)

BHT

Gala
to

 d
e 

n-
pr

op
ila

a-
Toc

of
er

ol 1 4 5 6 7 8 11

Figura 2. Atividade antioxidante pelo método da auto-
oxidação do β-caroteno
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Material e Métodos
Geral: Para a realização dos testes de atividade

antioxidante foram utilizados padrões p.a. de galato de
n-propila (Merk), BHT (Merk) e α-tocoferol isolado
de Moldenhawera nutans, além dos reagentes ácido
linoléico (Aldrich), DPPH (Aldrich) e pirogalol (Merk).
As medidas foram feitas em espectrofotômetro
Spectronic 20 Genesys.
Isolamento e identificação das substâncias a partir
do material vegetal: O caule de Dioclea violacea
Mart. foi coletado na caatinga da Bahia, seco, moído e
em seguida submetido à maceração com MeOH. O
extrato metanólico obtido (69,61g) foi então particionado
entre hexano/MeOH:H2O (9:1), CHCl3/MeOH:H2O
(6:4), AcOEt/H2O e BuOH/H2O. O extrato
clorofórmico (6,32g) foi submetido à CC sob sílica-gel
60 (Merk) e eluído com sistema CHCl3/MeOH em
ordem crescente de polaridade. A fração eluída em
CHCl3/MeOH 95:5, seguida de nova CC sob sílica-gel
60H (Merk) sob pressão de N2 eluindo-se com hexano/
AcOEt 8:2, forneceu as substâncias  2',4'-
diidroxichalcona (1), 7-hidroxiflavanona (4) e
lasiodiplodina (8). O 6-metoxi-7-hidroxidiidrofavonol (7)
foi obtido a partir CC utilizando CHCl3/MeOH 95:5,
seguida de CE sob gel de Sephadex LH-20 eluindo com
sistema CHCl3/MeOH 1:1. A 4-metoxi-2',3,4'-
triidroxichalcona (3) foi isolada a partir de CC eluída
com CHCl3/MeOH 9:1, e posteriormente nova CC sob
sílica-gel 60H sob pressão de N2 eluindo com sistema
CHCl3/AcOEt 9:1. A 4',7-diidroxiflavanona
(liquiritigenina) (6) foi isolada através de CC eluída com

CHCl3/MeOH 9:1, CC sob sílica-gel 60 usando CHCl3/
AcOEt e em seguida CCDP com sistema CHCl3/AcOEt
8:2. As substâncias 2',3,4,4'-tetraidroxichalcona
(buteína) (2) e a 3',4',7-triidroxiflavanona (butina) (5)
foram obtidas através de CC eluída com CHCl3/MeOH
8:2 e recristalização em MeOH, seguida de nova CC da
água mãe sob sílica-gel 60 em CHCl3/AcOEt 1:1, CE
sob gel de Sephadex LH-20 em sistema CHCl3/MeOH
4:6 e CCDP em sistema CHCl3/AcOEt/AcOH
1:1:2gotas. As folhas de Erythroxylum nummularia
Peyer. foram coletadas na Reserva do Campus da
Universidade Estadual de Feira de Santana, e após
secagem foram moídas e submetidas a maceração e
partição seguindo procedimento idêntico a Dioclea
violacea. A fase CHCl3 (1,34 g) submetida a CC sob
sílica gel 60 em sistema CHCl3/MeOH. O 4',7-dimetil-
3',5-diidroxiflavonol (9) foi isolado por CC eluída com
CHCl3 seguida de CE em gel de Sephadex LH-20 em
sistema CH2Cl2/MeOH (1:1). As substâncias quecertina
(10) e da epicatequina (11) foram isoladas da fase
AcOEt submetida a CC sob sílica-gel 60 em sistema
CHCl3/MeOH (8:2), seguida de nova CC sob sílica-gel
60 em sistema CHCl3/MeOH. Todas as estruturas foram
identificadas através da análise dos dados de RMN 1H,
13C (PND e DEPT), EMIE, UV e comparações com
dados descritos na literatura.
Testes de atividade antioxidante: A metodologia
utilizada no teste de atividade antioxidante foi adaptada
daquela descrita por Hidalgo et al.11. Este método de
avaliação da atividade antioxidante é baseado na inibição
da reação de auto-oxidação do β-caroteno, a qual é
provocada pela adição de ácido linoléico e aeração do
meio levando à formação de agente oxidante radicalar.
A reação foi acompanhada por espectrofotometria no
visível em λ = 470 nm, tendo sido utilizadas soluções
1mg/mL em MeOH tanto dos padrões quanto das
substâncias testadas. Os padrões foram os antioxidantes
comerciais: galato de n-propila e BHT e o α-tocoferol.
A percentagem de atividade foi calculada em relação ao
galato de n-propila, considerando a atividade deste como
100%.

O segundo teste desenvolvido avalia a habilidade
da substância testada de seqüestrar o radical livre
relativamente estável DPPH (Difenilpicrilhidrazil)12. Para
sua realização foram preparadas uma solução de DPPH
45 µg/mL e soluções com as substâncias testes e padrões
em 4 concentrações diferentes  (240, 120, 60 e 30 µmol/
L) em MeOH. Neste ensaio utilizou-se pirogalol (0,5%
em MeOH) como substância referência com poder de
seqüestrar 100% dos radicais. As atividades
antioxidantes das substâncias testadas foram comparadas
com aquelas dos padrões galato de n-propila, BHT e
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Figura 3. Atividade antioxidante pelo método do
seqüestro do radical DPPH
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α-tocoferol, e o declínio da concentração do radical foi
monitorado por espectrofotometria no visível em λ =
517 nm, após 15 min.
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Resumo
Macrófagos são as primeiras células a

participarem  da resposta imunológica, e quando são
ativados liberam mais de cem compostos ao meio
extracelular, entre os compostos reativos intermediários
de nitrogênio (NO). Neste trabalho determinou-se a
liberação de óxido nítrico em culturas de macrófagos
peritoneais de camundongos em presença de óleo
essencial bruto e extrato etanólico 70% bruto obtidos a
partir de folhas de Achillea millefolim L. (Asteraceae).
Diferentes diluições do óleo essencial foram testadas
(1:50, 1:100 e 1:200). Apenas a diluição 1:100 produziu
uma maior quantidade de óxido nítrico (NO). Em relação
ao extrato etanólico 70%, observou-se nas amostras
mais concentradas (6 mg/mL, 8 mg/mL e 10 mg/mL)
maior produção de NO. Analisando-se os resultados
obtidos no presente trabalho, pode-se sugerir que tanto
o óleo essencial quanto o extrato etanólico 70% bruto
de A. millefolium L são agentes moduladores da
ativação de macrófagos, nas concentrações de 20, 10 e
5 mg/mL, quando comparado com LPS
(lipopolissacarídeo-potente estimulador da produção de
NO).

Atualmente, uma variedade de materiais
derivados de plantas pertencendo a diferentes classes
de princípios ativos têm sido relatados como sendo
agentes imunoestimulantes, e muitos dizem respeito à
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