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Resumo: A preocupacio com a saude e a estética tem aumentado
ao decorrer dos anos, necessitando-se de estudos cada vez mais apro-
fundados. O envelhecimento precoce é desencadeado por diversos
fatores, mas um dos principais sdo o excesso de radicais livres no
organismo, o que leva ao dano nas moléculas de acido desoxirribo-
nucléico (DNA) e a perda de funcdes biologicas como a alteracao na
estrutura do colageno. A ingestao adequada de antioxidante auxilia
no combate aos radicais livres.

Objetivo: Analisar: o potencial antioxidante do extrato aquoso de
alfavaca (Ocimum gratissimum) contra danos ao DNA e associar esse po-
tencial como um tratamento auxiliar contra o envelhecimento precoce.
Métodos: Trata-se de um estudo experimental no qual foram montados
in vitro sistemas geradores de dano oxidativo a molécula de DNA alvo
(plasmideo bacteriano) por meio da adicao de extratos da planta medi-
cinal (Ocimum gratissimum) em diferentes concentracoes. Os niveis de
protecéo ao DNA por compostos antioxidantes presentes nos extratos
vegetais foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose.

Resultados: Os resultados mostraram que houve real protecao
o somente na amostra contendo extrato bruto em ambos os estudos
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Abstract: Concern about health and aesthetics have increased
through the years, thus, there is a need of further studies. Aging is
triggered by several factors, but the main one is the excessive amount
free radicals in the body, leading to damage to DNA (deoxyribonucleic
acid) molecules and loss of biological functions such as changes in
the collagen’s structure. Diminishing The Action Of free radicals is
supported by the adequate intake of antioxidants.

Objective: The objective of this article is to analyse the usage of
the aqueous extract of Alfavaca (Ocimum gratissimum) against DNA
damage and associate its potential as an adjunctive treatment against
premature aging.

Methods: An experimental study was made, in which generator
systems of oxidative damage to the target DNA molecule (bacterial
plasmid) were assembled in vitro, through the addition of medicinal
plants’ extracts (Ocimum gratissimum) in varied concentrations. The
levels of DNA protection by the antioxidant compounds existent in
plant extracts were analyzed by electrophoresis in agarose gel.

Results: The results show that there only was genuine protection
in the sample containing crude extract among the two studies done
with the dried plant. The study conducted with the fresh plant had
inconclusive results nevertheless, there is a need of more accurate
analysis about these antioxidant molecules.

Conclusions: The study revealed that there antioxidants became
present during the infusion of crude extract fusion of basil. Premature
aging of the skin is directly linked to the presence of free radicals in
the body, and can be associated with the consumption of basil in the
adjuvant treatment against aging.
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INTRODUGAO

O processo de envelhecimento se da por di-
versos fatores, mas um dos principais deles é o
gerado por danos nas moléculas de acido desoxir-
ribonucléico (DNA) desencadeados pelo excesso
de radicais livres (RL) circulantes. Esse fenomeno
leva a sua oxidacdo a qual pode causar o rom-
pimento da dupla fita ou ainda retirar uma de
suas bases. A hidroxilacao, a desidrogenacio e a
glicacéo protéica sdo frutos de tais reacdes na qual
a ultima é responsavel por perdas das funcoes
biologicas de proteinas como as proteoglicanas e
o colageno, alterando assim toda a estrutura da
pele, o que leva a flacidez’.

A alfavaca (Ocimum gratissimum) tem seu
uso muito comum na medicina caseira sendo
usada para doencas como diarréia (antidiuréti-
co), cefaléia, problemas respiratorios e febre ti-
foide cujos efeitos mais comuns incluem os su-
dorifico, diurético e carminativo, principalmente
quando consumida na forma de cha’.

A alfavaca caracteriza-se por ser uma planta
rica em 6leos essenciais como o timol e o euge-
nol, sendo estes 6leos substratos metabolitos ricos
em antioxidantes que atuam neutralizando os RL
e inibindo a peroxidacao lipidica. E de grande
relevancia o estudo mais aprofundado sobre o po-
tencial antioxidante dessa planta e sua possivel
protecao ao dano nas moléculas de DNA’.

Os antioxidantes tém por funcao no organis-
mo proteger as células de lesdes, podendo ser
eles de prevencao, de varredura ou de reparo. A
deficiéncia de antioxidantes ou o excesso de RL
pode levar o organismo ao estresse oxidativo e,
consequentemente, induzir lesdes ao DNA®.

O presente estudo tem o objetivo de analisar
as propriedades antioxidantes do extrato aquo-
so (cha) de Ocimum gratissimum contra danos
ao DNA e sua possivel atuacdo no processo de
antienvelhecimento.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo experimental realizado
no Laboratério de Biologia Molecular da Univer-
sidade de Brasilia (UnB) no periodo compreendi-
do entre setembro e novembro de 2012.

Ocimum gratissimum no antienvelhecimento

Preparagéo da amostra

Para o preparo da amostra foram utilizadas
folhas desidratadas de alfavaca (Ocimum gra-
tissimum) vendida por raizeiro de uma feira
permanente de Ceilandia-DE As folhas foram
compradas e armazenadas em local escuro até o
dia da analise laboratorial e a amostra in natura
(cultivada sem agrotoxico) foi colhida em uma
chacara situada no Guara I-DE As folhas foram
higienizadas e congeladas até o dia da analise.

Preparacéo de extratos

As folhas de Ocimum gratissimum foram ma-
ceradas em um almofariz com o auxilio de um
pistilo (ambos de ceramica) até ficarem em peda-
cos bem pequenos. Logo apds, foram pesados 1g
em uma balanca de precisio e foi preparada uma
infusdo com 10mL de agua deionizada quente
e deixado em repouso por 10 minutos. Apos
o resfriamento, retirou-se 1mL somente a parte
aquosa da infusao e colocou-se em um tubo de
microcentrifuga de 1,5mL. A amostra foi centri-
fugada durante dois minutos a 12.000rpm. O
sobrenadante foi transferido para um tubo de
microcentrifuga novo, a partir do qual foi feita
a preparacao de amostras diluidas.

Diluicbes dos extratos

A diluicao dos extratos foi feita em agua deio-
nizada em seis concentracoes diferentes usando
micropipetas para maior precisao (Quadro I).

Quadro | - Componentes utilizados para cada diluicéo e
suas respectivas quantidades do extrato bruto

Diluicio Extrato Agua
Bruto 1mL --
1:10 50 L 450 L
1:20 50 L (1:10) 50 L
1:40 50 L (1:20) 50 pL
1:80 50 pL (1:40) 50 pL
1:160 50 pL (1:80) 50 pL
1:320 50 L (1:160) 50 L

Andlise antioxidante dos extratos

Para a preparacao das reacoes foram separados
nove tubos de microcentrifuga de 1,5mL e adi-
cionados dgua deionizada, tampao Hepes pH 7,2,
DNA plasmidial (pUC 19, Invitrogem®), sulfato
de ferro hexahidratado (Fe(SO 4)2. 6H,0), extra-
to de planta e por fim peroxido de hidrogénio
(H,O,) para dar inicio a reacdo. Apds dez minutos,
contados a partir da adicao do ultimo compos-
to (HZOZ), foram adicionados 5pL de tampao de
amostra de DNA (50% glicerol (p/v), 0,25% azul
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de bromofenol (p/v), tampao TEB) em cada tubo
para parar a reacao. Esse método foi realizado
conforme descrito por Avellar et al*

Eletroforese em gel de agarose

A preparacao do gel de agarose e a eletro-
forese foram feitas conforme protocolo padrio
descrito em Sambrook et al.® e também por Ma-
galhdes et al.”. O gel de agarose foi preparado
adicionando-se 0,4 gramas de agarose (SigmaAl-
drich) em um Erlenmeyer contendo 50mL de
(tampao TEB 0,089M Trizma base, 0,089 M aci-
do boérico, 0,008M EDTA). A solucio foi fervi-
da em forno microondas por aproximadamente
dois minutos e apos um resfriamento breve da
solucdo foi adicionado o corante de DNA brome-
to de etideo para uma concentracao final de 5pg/
mL. Em seguida, a solucao de gel foi derramada
em uma forma retangular. Dois pentes de acri-
lico foram posicionados um na extremidade do
molde e outro no meio, estando eles imersos na
solucao de gel ainda em estado liquido.

Apos o endurecimento do gel, os pentes fo-
ram retirados e o gel submerso em uma cuba de
eletroforese contendo tampao de corrida (tam-
pao TEB). Todo o volume da reacéo foi aplicado
em cada um dos pocos e submetido a técnica de
eletroforese (Quadro II). Depois de 40 minutos,
o gel foi retirado da cuba e colocado sobre um
transluminador de luz ultravioleta para visuali-
zacao do DNA. A imagem foi capturada por um
sistema de captura de imagem da marca Sony®

Quadro II. Solugdes que compdem o sistema gerador de

dano oxidativo ao DNA e extrato de alfavaca.

RESULTADOS

A captura de imagem da primeira analise mostrou
um dano significativo na amostra correspondente ao
controle positivo (poco 1, onde a reacdo é consti-
tuida de DNA e o sistema gerador de radicais livres;
HO, + Fe?+ = Fe’+ + OH” + OH-). As amostras con-
tendo o extrato aquoso de alfavaca revelaram uma
real protecdo somente na amostra contendo extrato
bruto em ambos os estudos realizados (Figura 1).

Figura 1. Andlise de DNA Plasmidial em gel de agarose a
0,8% e dilui¢des do extrato aquoso de alfavaca usando
amostra desidratada (Ocimum gratissimum).“A” indica
banda superior com DNA frouxo e “B” indica banda
inferior com DNA em estado mais compactado. (1)
Controle positivo (com dano), (2) controle negativo (sem
dano). Pogos 3 a 9 correspondem as reacdes contendo
sistema gerador de dano + extrato de alfavaca, onde (3)
+ extrato bruto (ndo diluido), (4) + extrato diluido 1:10,
(5) + extrato diluido 1:20, (6) + extrato diluido 1:40, (7)
+ extrato diluido 1:80, (8) + extrato diluido 1:160, (9) +
extrato diluido 1:320.Experimento feito em duplicata.

Para efeitos comparativos, os extratos de folhas de
alfavaca recém colhidas (amostras in natura) foram
utilizados no intuito de verificar se a baixa eficiéncia
de protecdo observada no teste anterior foi devido
a perda das propriedades antioxidantes, visto que é
uma amostra desidratada. Os resultados indicaram
que nao ocorreu dano ao DNA no controle positivo
(controle que tem DNA mais o sistema gerador de
dano). Nas demais amostras que deveriam ter sido
observadas a protecao em niveis diferentes (devido

Componentes Controle  Controle Extrato 1110
da reacéo positivo  negativo bruto '

Agua deionizada 8 18 3 3
Hepes

(170 mM, pH 7,2) g S 5 S
DNA

(100 ng/ul) 2 2 2 2
Ferro

(0,4 mM) S 5 S
Extrato

(100 mg/mL) 2 2
H202

(3mM) 5 S °

1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
3 3 3 3 3
5 5 5 5 5
2 2 2 2 2
5 5 ) 5 5
5 5 5 5 5
5 5 5 5 5

Nota: valores indicados referem-se volume em microlitros (uL).
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as diluicdes de extrato) ndo foram constatadas dife-
rencas nos resultados, mostrando ser inconclusivos.

Figura 2. Andlise de DNA Plasmidial em gel de agarose a
0,8% e dilui¢des do extrato aquoso de alfavaca usando
amostra natural (ocimum gratissimum).“A” indica banda
superior com DNA frouxo e “B” indica banda inferior com
DNA em estado mais compactado. (1) Controle negativo
(sem dano), (2) controle positivo (com dano). Pogcos 3a 9
correspondem as reagdes contendo sistema gerador de
dano + extrato de alfavaca, onde (3) + extrato bruto (néo
diluido), (4) + extrato diluido 1:10, (5) + extrato diluido 1:20,
(6) + extrato diluido 1:40, (7) + extrato diluido 1:80, (8) +
extrato diluido 1:160, (9) + extrato diluido 1:320.

DISCUSSAOQ

O DNA alvo usado nesse estudo apresenta-se
em duas a trés conformacoes estruturais distin-
tas, as quais podem ser observadas pela presenca
de duas ou trés bandas no gel de agarose (poco
2, figura 1). A banda inferior representa o DNA
na conformacao superenovelada, ou seja, extre-
mamente compactacfo enquanto as superiores
sdo moléculas de DNA em estado mais frouxo de
compactacao (pouco enovelado). Constatou-se
que quando o DNA sofre algum tipo de dano,
geralmente, a banda inferior tende a se tornar
imperceptivel quando o gel é exposto a luz ul-
travioleta (controle positivo, poco 1, figura 1).

Observou-se, também, que somente a amostra
contendo o extrato bruto apresentou uma prote-
cao significativa contra o dano ao  gerado no sis-
tema, devido a uma pequena reducao da intensi-
dade da banda inferior, enquanto que, na amostra
contendo extrato diluido 10 vezes, a capacidade
protetora foi observada com menor intensidade.
Nas amostras restantes, foi averiguado pouco ou
nenhuma protecéo contra o dano oxidativo ao
DNA.

Um antioxidante tem por caracteristica a ca-
pacidade de inibir uma reacéo oxidativa quando
estda em baixissimas quantidades®. Neste estudo,
verificou-se que foi necessaria uma quantidade
consideravel de extrato (amostra nio diluida)
para observar uma protecdo ao DNA. Embora
alguns trabalhos descrevam o uso de alfavaca no
tratamento de algumas doencas como descrito
por Passos et al.?, existem poucos dados na lite-
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ratura sobre a utilizacdo da alfavaca como fonte
de antioxidantes. Assim, néo foi possivel afirmar
se a quantidade de antioxidantes presentes no
extrato em questdo é alta ou baixa.

A alfavaca é uma planta rica em 6leos essen-
ciais e esses por sua vez sio fontes de antioxi-
dantes, como exemplo o timol e o eugenol, estes
atuam no combate aos RL e contra a peroxidacdo
lipidica. Conforme estudo realizado por Dias et
al’, o composto metanoélico de alfavaca possui
acao antioxidante, importante para a protecao
e prevencado de doencas degenerativas causadas
principalmente pela atuacao de RL.

Portanto, sdo necessarios estudos adicionais
com metodologia mais aprofundada de extra-
cao dos compostos antioxidantes presentes nas
folhas de alfavaca (extracdo com solventes orga-
nicos, por exemplo), bem como a utilizacéo de
componentes isolados dos extratos e até mesmo
de extratos in natura para confirmar se o uso
dessa planta como uma fonte de antioxidantes
¢ eficiente, eficaz e efetivo.

CONCLUSAO

O presente estudo revelou que ha presenca
de antioxidantes na infusao no extrato bruto de
alfavaca, embora sejam necessarias analises mais
aprofundados, a alfavaca pode se tornar uma
alternativa promissora no auxilio da prevencao
de doengas e na melhora da parte estética. O en-
velhecimento precoce da pele esta diretamente
ligado a presenca de RL no organismo, sendo
possivel associar o consumo da alfavaca na tera-
péutica do antienvelhecimento.

Cabe ressaltar que, sendo a analise preliminar
deste estudo qualitativa, realizada em duplicata,
torna-se imprescindivel elaborar ensaios dose
resposta mais refinados, incluindo a determi-
nacdo da concentracio inibitoria média (IC*°)
dos extratos, ja que é um indice comumente
usado para demonstrar a eficiéncia dos efeitos
protetores de determinados componentes. Nes-
se sentido, pesquisas adicionais com métodos
diferenciados sdo necessarias para comprovar a
possivel acdo antioxidante da alfavaca.
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