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Abstract

This work describes the evaluation of the
antioxidant activity inthesysemb-carotene/ linoleicacid
and radical scavenging effectsof the substances2',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 andlasiodiplodinisolated of the
extract CHCI 3 of the stem of Dioclea violacea and
3',4',5,7-tetrahydroxyflavanol (quercetin), 4',7-
dimethoxy-3',5-dihydroxyflavanol and epicatechin
isolated of the Erythroxylumnummularialeaves. These
compounds were evaluated and compared with the
antioxidant standards n-propy! gallate, BHT and a-
tocoferol.

Assubgténciasantioxidantesestéo envolvidasna
prevencdo do desenvolvimento de varias patologias
relacionadas ao stress oxidativo, dentre elas o cancer,
doencascardiovasculares, dém de seu papel emretardar
o envelhecimento dascélulas'. Osflavondidesemgera
Ssedestacam por suaatividade antioxidante, eé€ conhecida
arelacdo desta atividade em funcéo daestrutura??.

O estado da Bahia registra a ocorréncia de véarias
espéciesdasfamilias L eguminosae e Erythroxilaceae,
sendo muitas delasendémicas. Ate o presente momento
apenas duas especies do género Dioclea foram
estudadas sob o ponto de vistaquimico efarmacol 6gi co:
as raizes de D. grandiflora4, e o caule de D.
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lasiophylla5,6 dondeforamisoladosflavondidesentre
eles a diocleina, epigalocatequina-(23 - 7,43 - 8)-
epicatequina e epicatequina-(2p - 7,4p3 - 8)-
epicatequina que apresentam significativa atividade
antioxidante. | nvestigac&o dacomposi¢éo quimicado
género Erythroxilumindicaaocorrénciadeal cal dides,
terpenos e flavonoides’. A presenca dos flavonoides
quercetinaekampeferol, bem como seus 3-glicosideos
S80 caracteristicas quimiotaxiondmicas desse génerc®.
Nas espécies estudadas na Bahia tem sido comum a
presencanasfolhas deflavondides e de acidos graxos
esterificado com triterpenos™°.

Neste trabalho sdo avaliadas as capacidades
antioxidantes de substénciasisoladasdeD. violacea e
E. numularia comparadas com padrdes comerciais
gdatoden-propila, BHT ea-tocoferal, utilizando dois
métodos. autooxidacdo do sistema [3-caroteno/acido
linol éico e sequiestro do radical DPPH. Osresultados
obtidos no sistema b-caroteno/acidolinoléicoindicam
que a epicatequina (11) ea 3',4',7-triidroxiflavanona
(butina) (5) apresentaram atividades consideréaveis,
amilareseligeiramenteinferioresao tocoferol. Contribui
paraaatividade apresentada o grupo catecol no anel B
destes flavondides. A 7-hidroxiflavanona (4) e o 6-
metoxi-7-hidroxidiidrofavonol (7) como esperado
gpresentaram baixaatividade antioxidante. Nenhumadas
subgtanciasavdiadas nessetesteteve atividade proxima
ao BHT ou galato de n-propila. Os resultados de
avaliagao das atividades antioxidantes utilizando-se o
sistema b-caroteno/acido linoléico encontram-se
SistematizadosnaFigura2.

Demaneirasimilar, nos resultados obtidos no
teste do sequiestro de radical utilizando-se DPPH a
epicatequina (1Cs = 171,68 mg/L) (11) demonstrou
maior atividade, superando o BHT (1Cs, = 480,69 mg/
L). A quecertina (1Cso = 184,41 mg/L) (10), 2,3,4,4'-
tetraidroxichal cona (buteing) (1Cs = 279,49 mg/L) (2)
e3,4',7-triidroxiflavanona(buting) (1C50 = 318,89 mg/
L) (5) também apresentaram atividade consideravel . A
ligeira superioridade da buteina em relagdo a butina
provavel mente deve-se aconjugacdo do anel B coma
insaturacdo A%® da chalcona?. A baixa atividade
apresentada por 9 em relacéo a 10 pode ser explicada
devido apresencadas metoxilas que aém dereduzir o
numero de hidroxilasfendlicas disponiveisparadoar H
radicdar paraoradicd, também dificultam aestabilizacéo
por ressonanciado radical livreflavanoil formado. Os
demaisflavondides2',4-diidroxicha cona(1), 4-metoxi-
2,3, 4-triidroxichal cona(3), 7-hidroxiflavanona(4), 6-
metoxi-7-hidroxidiidrofavonol (7) e a lactona
las odi plodina(8) néo apresentaram atividade observavel
nas concentragdes estudadas (Figura3).
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Figura 1. Substanciasisoladasde Dioclea violacea
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Figura2. Atividade antioxidante pelo método daauto-
oxidacéo do 3-caroteno



Revista Brasileira de Farmacognosia

2003

25 4

20 - 1

=
a1
|

=
o
|

Atividade (%)

0 50 100 150 200

Concentracdo (micromol/L)

Figura 3. Atividade antioxidante pelo método do
sequiestro do radical DPPH

Material e Métodos

Geral: Paraarealizacdo dostestesdeatividade
antioxidanteforam utilizados padrdesp.a. degalato de
n-propila(Merk), BHT (Merk) e a-tocoferol isolado
de Moldenhawera nutans, além dos reagentes acido
linoléco (Aldrich), DPPH (Aldrich) epirogaol (Merk).
As medidas foram feitas em espectrofotémetro
Spectronic 20 Genesys.
I solamento eidentificacdo dassubstanciasapartir
do material vegetal: O caule de Dioclea violacea
Mart. foi coletado na caatingadaBahia, seco, moido e
em seguida submetido a maceracdo com MeOH. O
extrato metandlico obtido (69,61g) foi entdo particionado
entre hexano/MeOH:H;0O (9:1), CHCIJ/MeOH:H,O
(6:4), AcOEt/H,O e BuUOH/H,O. O extrato
cloroférmico (6,32g) foi submetido aCC sob silica-gel
60 (Merk) e eluido com sistema CHCla/MeOH em
ordem crescente de polaridade. A fracéo eluida em
CHCIy/MeOH 95:5, seguidade novaCC sob silica-gel
60H (Merk) sob pressao de N, € uindo-se com hexano/
AcOEt 8:2, forneceu as substancias 2'.4'-
diidroxichalcona (1), 7-hidroxiflavanona (4) e
lasiodiplodina(8). O 6-metoxi-7-hidroxidiidrofavonol (7)
foi obtido apartir CC utilizando CHCI3/MeOH 95:5,
seguidade CE sob gel de Sephadex LH-20 eluindo com
sistema CHCIl:/MeOH 1:1. A 4-metoxi-2',3,4'-
triidroxichalcona (3) foi isoladaapartir de CC eluida
com CHCI3/MeOH 9:1, e posteriormente novaCC sob
silica-gel 60H sob pressdo de N2 eluindo com sistema
CHCI3/ACcOEt 9:1. A 4',7-diidroxiflavanona
(liquiritigening) (6) foi isoladaatravésde CC duidacom
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CHCIs/MeOH 9:1, CC sob silica-gel 60 usando CHCly/
ACcOEt eem seguidaCCDP com s stemaCHCI3/AcOEL
8:2. As substancias 2',3,4,4'-tetraidroxichal cona
(buteina) (2) ea3,4',7-triidroxiflavanona(butina) (5)
foram obtidas através de CC eluidacom CHCly/MeOH
8:2 erecrigtdizacdo em MeOH, seguidadenovaCCda
adguamée sob silica-gel 60 em CHCI,/AcOEt 1:1, CE
sob gel de Sephadex LH-20 em sistema CHCl/MeOH
4.6 e CCDP em sistema CHCI3/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 apds
secagem foram moidas e submetidas a maceracdo e
particdo seguindo procedimento idéntico a Dioclea
violacea. A fase CHCl; (1,34 g) submetidaa CC sob
silicagel 60 em sistemaCHCly/MeOH. O 4',7-dimetil-
3, 5-diidroxiflavonal (9) foi isolado por CC eluidacom
CHCI3 seguidade CE em gel de Sephadex LH-20em
sstemaCH,Cl,/MeOH (1:1). Assubsténciasquecertina
(10) e da epicatequina (11) foram isoladas da fase
AcOEt submetida a CC sob silica-gel 60 em sistema
CHCIly/MeOH (8:2), seguidade novaCC sob silica-gel
60 emsstemaCHCl/MeOH. Todasasestruturasforam
identificadas através daanalise dosdadosde RMN *H,
B3C (PND e DEPT), EMIE, UV e comparagBes com
dadosdescritosnaliteratura.

Testes de atividade antioxidante: A metodologia
utilizadano teste de atividade antioxidante foi adaptada
daquela descrita por Hidalgo et al .**. Este método de
avaiacao daatividade antioxidante ébaseado nainibicéo
da reacdo de auto-oxidacdo do [-caroteno, aqua é
provocadapelaadicdo de &cido linoléico e aeracdo do
mei o levando aformacdo de agente oxidanteradicaar.
A reacdo foi acompanhada por espectrofotometriano
visivel em A =470 nm, tendo sido utilizadas soluctes
Img/mL em MeOH tanto dos padrdes quanto das
substénciastestadas. Os padrdesforam osantioxidantes
comerciais. galato den-propilaeBHT eo a-tocoferol.
A percentagem deatividadefoi calculadaemrdacdo ao
gdato den-propila, consderando aatividade deste como
100%.

O segundo testedesenvolvido avaiaahabilidade
da substancia testada de sequestrar o radical livre
relativamenteestavel DPPH (Difenilpicrilhidrazil)2. Para
suaredlizacdo foram preparadas umasol ugdo de DPPH
45 pg/mL e solugdes com as substanciastestes e padroes
em 4 concentracOesdiferentes (240, 120, 60 e 30 umol/
L) emMeOH. Nesteensaio utilizou-se pirogalol (0,5%
em MeOH) como substanciareferénciacom poder de
sequestrar 100% dos radicais. As atividades
anti oxidantes das substanciastestadas foram comparadas
com aquel as dos padrdes galato de n-propila, BHT e
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a-tocoferol, eo declinio daconcentracéo doradical foi
monitorado por espectrofotometriano visivel em A =
517 nm, apds15min.
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Resumo

Macrofagos sdo as primeiras células a
participarem darespostaimunologica, e quando sdo
ativados liberam mais de cem compostos ao meio
extracel ular, entre oscompostosreativosintermediarios
de nitrogénio (NO). Neste trabalho determinou-se a
liberag&o de Oxido nitrico em culturas de macrofagos
peritoneais de camundongos em presenca de 6leo
essencia bruto eextrato etandlico 70% bruto obtidosa
partir defolhasde AchilleamillefolimL. (Asteraceae).
Diferentes diluigdes do 6leo essencial foram testadas
(1:50, 1:100e1:200). Apenasadiluicéo 1:100 produziu
umamaior quantidadededxido nitrico (NO). Emreacéo
a0 extrato etandlico 70%, observou-se nas amostras
mai s concentradas (6 mg/mL, 8 mg/mL e 10 mg/mL)
maior producéo de NO. Analisando-se os resultados
obtidos no presentetrabal ho, pode-se sugerir quetanto
0 0leo essencia quanto o extrato etandlico 70% bruto
de A. millefolium L s&o agentes moduladores da
ativacdo de macrofagos, nas concentragbesde 20, 10 e
5 mg/mL, quando comparado com LPS
(lipopolissacarideo-potente estimul ador daproducéo de
NO).

Atualmente, uma variedade de materiais
derivados de plantas pertencendo adiferentes classes
de principios ativos tém sido relatados como sendo
agentesimunoestimulantes, e muitosdizem respeito a
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