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Avaliagao fitoquimica e atividade antioxidan e, antimutagénica e toxicolégica do
extrato aquoso das folhas de Ocimum gratissimum L.
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RESUMO: A espécie Ocimum gratissimum L., popularmente conhecida como alfavaca, € uma
planta muito usada na medicina tradicional brasileira, a qual sdo atribuidas diversas atividades
terapéuticas quando usada na forma de infuso de suas folhas. Neste estudo foi realizada a
caracterizagao fitoquimica, a avaliagdo da agdo antioxidante e a investigacdo dos efeitos
antimutagénico e antigenotéxico, além do efeito mutagénico e genotdxico potencial do extrato
aquoso liofilizado a parir das folhas de O. gratissimum (EAOG). O contetdo de polifendis totais
no extrato foi determinado pelo método Folin-Ciocalteu, sendo encontrado 11,3 uyg EAG/mg de
EAOG. A atividade antioxidante foi avaliada pelo teste do 1,1-difenil-2-picril hidrazil (DPPH:-),
apresentando IC,, de 83,0 ug/mL. A antimutagenicidade e mutagenicidade foram avaliadas em
cepas de Salmonella typhimurium (TA98 e TA100) utilizando o teste Salmonella/microssoma
(Salmonella typhimurium/microssomas) em diferentes concentragées. EAOG induziu a atividade
antimutagénica para a cepa TA98. A mutagenicidade nao foi observada para o extrato em
ambas as linhagens. Adicionalmente, a agdo antigenotoxica avaliada pelo teste de clivagem
do DNA-plasmidial também foi observada para EAOG. Os resultados também demonstraram
que o extrato nao foi capaz de induzir a genotoxicidade pelo teste empregado. Este estudo
relata, pela primeira vez, as propriedades antimutagénica e antigenotoxica do extrato aquoso
de O. gratissimum.

Palavras-chave: Ocimum gratissimum, atividade antioxidante, antimutagenicidade,
antigenotoxicidade, avaliagao toxicologica.

ABSTRACT: Phytochemical Assessment And Antioxidant, Antimutagenic And
Toxicological Activity Of Ocimum gratissimum L. Leaf aqueous extract. The species
Ocimum gratissimum L., popularly known as Clove Basil, is a plant widely used in traditional
Brazilian medicine, and several therapeutic activities are attributed to it when used as infusion
of its leaves. In this study, we carried out a phytochemical characterization and the assessment
evaluation and investigation of the antioxidant action of the antimutagenic and antigenotoxic
effects and the potential mutagenic and genotoxic effects of the freeze-dried aqueous extract of
the O. gratissimum (EAOG) leaves. The total polyphenol content in the extract was determined by
the Folin-Ciocalteu method, and we found 11.3 uyg EAG/mg of EAOG. The antioxidant activity was
assessed by the 1,1-diphenyl-2-picryl hidrazil (DPPH'), with IC,, of 83.0 ug/mL. Antimutagenicity
and mutagenicity were assessed in Salmonella typhimurium (TA98 and TA100) strains using the
Salmonella/microsome (Salmonella typhimurium/microsome) test in different concentrations.
EAOG induced antimutagenic activity for strain TA98. Mutagenicity was not observed for the
extract in both strains. Additionally, antigenotoxic action, assessed by cleavage of the DNA-
damage, was also observed for EAOG. The results also show that the extract was not able to
induce genotoxicity by the test used. This study reports for the first time the antimutagenic and
antigenotoxic properties of the O. gratissimum aqueous extract.

Keywords: Ocimum gratissimum, antioxidant activity, antimutagenicity, antigenotoxicity,
toxicological assessment.
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INTRODUGAO

O interesse por compostos antioxidantes
é cada vez maior atualmente uma vez que o
estresse oxidativo pode causar danos a nivel
molecular, como, por exemplo, danos ao DNA,
desempenhando papel importante nos processos
de mutagénese e carcinogénese (Marin-Martinez
e colaboradores, 2009). O dano oxidativo esta
diretamente relacionado com muitas doencas
crénicas incluindo doengas cardiovasculares,
neurodegenerativas e varios tipos de cancer
(Huang e colaboradores, 2005). Dessa forma, na
tentativa de amenizar a agdo de radicais livres,
diversos compostos com potencial antioxidante
estdo sendo investigados visando redugao de efeitos
genotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos (Ben
Sghaiera e colaboradores, 2011).

Devido a nocividade de alguns antioxidantes
sintéticos largamente usados, tais como o
butilhidroxianisol (BHA) e butil-hidroxitolueno (BHT),
0s quais sao téxicos e carcinogénicos, a busca por
antioxidantes naturais tem elevado o numero de
pesquisas envolvendo produtos de origem vegetal
como fontes potenciais de antioxidantes (Oyetayo,
2009). Antioxidantes naturais, tais como metabdlitos
secundarios fendlicos e terpendides (Verioglu, 1998)
podem apresentar potencial atividade de reduzir a
agao de agentes quimicos ou fisicos capazes de
induzir danos ao material genético agindo assim
como antimutagénicos e/ou antigenotoxicos.
Contudo, sabe-se também que alguns metabdlitos
oriundos de plantas podem interagir com o material
genético, causando alteragbes no DNA (Ames,
1983).

A espécie Ocimum gratissimum L.,
pertencente a familia botanica Lamiaceae, séo
atribuidas diversas acbes terapéuticas, tais
como: efeito hipoglicémico, antihelmintico e
antifungico (Aguiyi e colaboradores, 2000; Pessoa
e colaboradores, 2002). Popularmente conhecida
como “alfavaca”, “alfavaca-cravo” ou “manjericao-
cheiroso”, possui uso popular como diurética,
larvicida, analgésico, antiséptica, dentre outros
(Lorenzi & Matos, 2002). Estudos fitoquimicos
assinalam a presenca de terpenos e esterdides,
quinonas, flavondides, saponinas e taninos nas
folhas e raizes desta espécie (Dumblenton, 1990;
Robineau, 1991).

Estudos apontam o 6leo essencial de O.
gratissimum rico em eugenol, timol e citral (Dubey e
colaboradores, 2000). Estes compostos isolados do
6leo essencial mostraram potente agao antioxidante
(Pereira & Maia, 2007). Contudo, apesar de existir
na literatura relatos sobre a agao antimicrobiana e
antioxidante do seu 6leo essencial, esta espécie
ainda carece de maior investigagdo quanto ao uso
terapéutico de extratos aquosos de suas folhas,

875

largamente utilizados na medicina popular.

Assim, este trabalho teve como objetivo
estudar a composi¢cdo quimica e o potencial das
agoes: antioxidante e antimutagénica/antigenotoxica
do liofilizado do extrato aquoso das folhas de O.
gratissimum, além de analisar a possivel acao
mutagénica e genotdxica desta espécie.

MATERIAIS E METODOS

Reagentes

Todos os solventes organicos foram
adquiridos da Vetec, bem como os reagentes:
sulfato de magnésio heptahidratado, acido citrico,
fosfato de sédio e aménio, fosfato de potassio
dibasico, cloreto de sddio, L-histidina, azida sddica,
glicose e cloreto de estanho. Os reagentes DPPH
e BHT foram adquirido da Sigma Chemical Co; o
reagente de Folin-Ciocalteu foi obtido da Din&mica;
0 padrao de acido galico foi obtido da Labsynth;
a fase estacionaria silica-gel F254 foi obtida da
Merk; Bacto, Agar, e agarose foram obtidos da
Himedia; D-biotina foi obtida da Inlab; 4-nitro-o-
fenilenodiamino foi obtido da Aldrich; e brometo de
etidio foi obtido da Sigma.

Obtencéo do Material vegetal

O material vegetal de O. gratissimum
foi coletado no horto de plantas medicinais do
Grupo “Entre Folhas” na Universidade Federal de
Vigosa, em setembro de 2008. Exsicata do material
coletado foi depositada no Herbario VIC, da mesma
universidade (VIC 11.594). Folhas de O. gratissimum
foram mantidas em sala ventilada e escura, sob
temperatura ambiente até sua secagem, sendo,
posteriormente, pulverizadas em moinho tipo faca e
armazenadas ao abrigo da luz em frascos de vidro
vedados.

Obtengédo do extrato vegetal

O extrato vegetal foi preparado por infusao
na proporc¢ao de 1:40 (p/v). As folhas pulverizadas
de O. gratissimum foram deixadas em contato
com agua destilada fervente durante 15 minutos,
sob agitagdo. Apos este procedimento, o material
foi filtrado a vacuo em papel filtro. Em seguida, o
extrato obtido foi congelado a -80°C e levado a
concentracao no liofilizador, obtendo-se o extrato
seco. O rendimento da extracao de O. gratissimum
(EAOG) foi de 20,94%.

Prospecgéo fitoquimica
Nos testes de prospecgéo fitoquimica foram
avaliadas as presengas das seguintes classes de
metabdlitos secundarios: cumarinas, flavonoides,
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antraquinonas, taninos, alcaloides, triterpenos/
esteroides e saponinas. Para este procedimento
utilizou-se cromatografia em camada delgada de
silica gel utilizando reveladores especificos para
cada classe de metabolitos, segundo metodologias
descritas por Wagner e colaboradores (1984).

Determinacgéo do teor de polifendis totais

A determinacao de polifendis foi realizada
usando reagente de Folin-Ciocalteu, de acordo com
Verza e colaboradores (2007) com adaptagdes.
Assim, a 250 ug de EAOG diluidos em 8,5 mL de
agua destilada, adicionou-se 0,5 mL do reagente
de Folin-Ciocalteu. Apds trés minutos a adicao
do reagente, adicionou-se 1 mL de solugdo de
carbonato de sodio a 15% p/v. A solugéo foi entéo
homogeneizada e deixada em repouso por 60
minutos, sendo determinada a absorbancia em 760
nm, em espectofotdbmetro contra padréo branco.
Todos os testes foram realizados em triplicata.
Acido galico foi usado como padrdo para a curva
de calibracdo, sendo os teores de polifendis totais
expressos como g de equivalentes de acido galico
por mg de extrato (ug EAG / mg EAOG).

Determinagéo da atividade antioxidante pelo
meétodo do DPPH-

A atividade sequestrante (antioxidante) do
radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH-) do
extrato foi determinada de acordo com Blois (1958) e
Wu e colaboradores (2011). Diferentes quantidades
(10, 50, 100, 150 e 200 pg) de EOAG foram
diluidas em 1 mL de metanol. Para o padrao BHT as
diferentes quantidades utilizadas foram 3, 15, 45, 85
e 125 pg também diluidas em 1 mL de metanol. De
cada uma destas solugdes, foi retirada uma aliquota
de 0,3 mL, a qual foram adicionados 2,7 mL da
solugao de DPPH: (0,7 mM) preparada no momento
do uso. Aabsorbancia a 517 nm foi mensurada apés
30 minutos de reagdo na auséncia de luz. Cada
determinacgao foi realizada em triplicata. O controle
negativo (sem adigcdo de amostra ao DPPH) foi
utilizado para calculo da percentagem da atividade
antioxidante. Pela analise da curva de calibragao
por regressao linear, foi calculada a quantidade em
massa de extrato necessaria para reduzir em 50%
a concentracao inicial do radical DPPH- (IC,)). A
porcentagem de DPPH- remanescente foi calculada
a partir da equagao:

% de captura do radical DPPH- = [(Ac —Aa)/
Ac] x 100%

Onde: Ac = Absorbancia do controle; Aa =
Absorbéncia da amostra

Ensaios antimutagénico e mutagénico
Os ensaios de antimutagenicidade e
mutagenicidade foram realizados utilizando o

método de pré-incubagao de 20-30 minutos (Maron
& Ames, 1983) com linhagens de Salmonella
typhimurium/microssoma TA98 e TA100 sem
ativagéo metabdlica S9. EAOG foi testado nas doses
de 62,5, 125, 250, 375, 500 ug/placa diluidas em
dimetilisuféxido (DMSO). As doses testadas foram
estimadas com base na auséncia de toxicidade
a bactéria em testes preliminares. Para o teste
antimutagénico, a cada concentracdo da mistura
testada, foram adicionados 500 pL de tampao fosfato
pH 7,4, 100 pL de cultura de bactéria (D.O.,,.0,4)
e agentes mutagénicos, sendo, posteriormente,
incubados a 37°C por 30 min. Ja para o ensaio de
mutagenicidade as diferentes concentragbes de
EAOG foram misturadas a 500 yL de tampao fosfato
pH 7,4 e 0,1 mL de cultura de bactérias (D.O.,,,0,4),
sendo, posteriormente, incubadas por 30 minutos
a 37°C. As demais etapas do teste seguiram o
mesmo protocolo para os ensaios antimutagénicos
e mutagénicos. Decorrido os 30 minutos de
incubagdo, 2 mL de “agar de superficie” contendo
tracos de histidina e biotina foram adicionados aos
tubos e misturados, sendo a seguir “plaqueado” em
placa contendo meio minimo glicosado. As placas
foram incubadas a 37°C por 48 horas e as col6nias
revertentes his+ foram contadas. O experimento foi
realizado em triplicata. DMSO (solvente) foi utilizado
como controle negativo. Agentes mutagénicos
(4-nitro-O-fenilenodiamino para linhagem TA98 e
azida sddica para a cepa TA100) foram usados como
controles positivos.

Para o teste antimutagénico foi calculada a
percentagem de inibicdo mutagénica, determinada
segundo Oh e colaboradores (2008), como:

% Inibicdo mutagénica: (Controle(+) - Dose
testada)X100/Controle(+) - Controle(-)

A acao antimutagénica foi classificada de
acordo com Caillet et al. (2011) sendo considerada
forte a acdo antimutagénica maior que 70%;
moderada, entre 40% e 70%, e neutra, abaixo de
40%. Ja para o ensaio mutagénico foi calculada
a razdo de mutagenicidade (R.M.) para cada
dose analisada, a qual € a média do numero de
revertentes na placa teste, dividido pela média
do numero de revertentes por placa do controle
negativo (reversbes espontaneas). As amostras
foram consideradas com resultado positivo quando
a razédo de mutagenicidade foi maior ouiguala 2 em
pelo menos uma das doses testadas.

Ensaios antigenotdxico e genotoxico
Para a avaliagao do potencial antigenotoxico
e genotoxico de EAOG foi empregado o teste de
clivagem plasmidial, de acordo com o método de
De Mattos e colaboradores (2000). Para o ensaio de
antigenotoxicidade, EAOG nas doses de 62,5, 125 e
250 ng foi incubado com 100 pg de DNA plasmidial
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pUC18 e 500 ug do agente genotoéxico cloreto de
estanho (SnCl,) por 2,5 horas a 37°C. Ja no teste
de genotoxicidade, as doses de 62,5, 125 e 250
ug de EAOG foram incubadas com 100 png de DNA
plasmidial pUC18 na auséncia do agente genotdxico
SnCl,. As demais etapas foram idénticas para os
dois testes. Assim, apos as 2,5 horas de incubacéo,
o volume de cada amostra foi completado para
100 pL com Tris-EDTA (TE) e o DNA foi precipitado
utilizando etanol 100% e acetato de s6dio 3 M pH
5,3. Posteriormente, o DNA plasmidial precipitado
foi ressuspendido em 15 uL de agua mili-Q,
sendo esta aliquota de DNA aplicada em gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etidio para
visualizagdo. Como controle positivo, utilizou-se 500
ug de cloreto de estanho (SnCl,) e, como controle
negativo, o DNA tratado com agua destilada. O
teste foi repetido 3 vezes. A densidade do DNA no
gel de eletroforese foi quantificada pelo software
Imaged 1.3B (Stankevicins e colaboradores,
2008). O DNA plasmidial é avaliado pela presenga
da forma tensionada superhelicoidal (forma ),
conformacao helicoidal (forma Il) e da conformacao
circular relaxada (forma IIl). A comparagao entre
as bandas de DNA teste com as bandas do DNA
dos controles positivo e negativo foi usada para
diagnosticar possivel agdo antigenotoxica e
genotoxica do extrato. A agao antigenotoxica, avalia
a persisténcia da topologia plasmidial, mediada por
possiveis agentes antigenotéxicos quando tratados
juntamente com causadores de genotoxicidade,
tal como o cloreto de estanho (SnCl,), enquanto
a avaliagdo genotodxica utiliza-se da mudanca
topolégica do DNA em contato com os agentes
genotoxicos (Dantas e colaboradores, 1999).

Andlise Estatistica

A avaliacdo estatistica do teste
antimutagénco, as médias de inibicdo mutagénica
do controle positivo e das doses testadas, foram
comparadas pelo teste t (P<0,05), seguido de
analise de regresséo linear.

Para os testes mutagénicos os resultados
foram avaliados por andlise de médias (Teste de
Student — teste T) entre as médias da razédo de
mutagenicidade do controle negativo e as médias
da razdo de mutagenicidade nas diferentes doses
testadas, seguido de regressao linear.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Prospecgéo fitoquimica
A analise fitoquimica de EAOG indicou
a presenga de saponinas, flavonoides e taninos.
Outros metabdlicos secundarios como triterpenos/
esteroides, cumarinas, antraquinonas e alcaloides
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nao foram detectados. A escolha da agua como
solvente esta diretamente relacionada aos
resultados observados para os grupos de metabdlitos
secundarios obtidos, uma vez que a alta polaridade
do solvente favorece a extragdo de compostos
fendlicos e/ou heterosideos como flavondides,
taninos e saponinas, conforme observado. Em
estudos também com extrato aquoso das folhas de O.
gratissimum, Offiah & Chikwendu (1999) verificaram
a presenca de taninos, esterdides, triterpenos e
carboidratos. Akinmoladun e colaboradores (2007)
observaram, para o extrato aquoso das folhas,
a presenca de taninos, terpenos e esteroides,
flavonoides, saponinas e glicosideos cardiotonicos.
Diferengas metodoldgicas na obteng¢ao do extrato e/
ou na avaliagdo da prospecgao fitoquimica podem
ser responsaveis pelas diferengas observadas entre
os resultados obtidos neste trabalho e as referéncias
pesquisadas.

Conteudo fendlico total e agdo antioxidante
por DPPH
O teor de polifendis totais, expressos em
equivalente de acido galico (EAG), observado
para EAOG foi 11,3 £ 0,05 yg EAG/mg de EAOG.
Estudo do extrato metandlico das folhas de O.
gratissimum apresentou 5,68 + 0,06 mg/g EAG
(Akinmoladun e colaboradores, 2007). A extragéo de
compostos fendlicos de material vegetal com agua
tem sido evidenciado em varios trabalhos como boa
condigao para otimizar o teor desses compostos nos
extratos de plantas (Sarikurkcu e colaboradores,
2009). Compostos polifendlicos de origem vegetal
tém recebido consideravel atencado devido as
suas funcgdes fisioldgicas, incluindo antioxidante,
antimutagénica e atividades antitumorais, podendo
terimplicagbes benéficas para a saude humana (Li e
colaboradores, 2006; Kubola & Siriamornpun, 2008).
Para a atividade antioxidante pelo método
do DPPH:-observou-se IC,,de 83,00 + 1,76 ug/mL. O
padréo sintético BHT, usado como controle positivo,
apresentou IC, de 6,34 + 2,17ug/mL. Sabe-se que
quanto menor o valor de IC,,, maior a atividade
antioxidante da amostra analisada. Devido a
complexidade fitoquimica encontrada em um extrato
como o caso de EAOG, o valor de IC,, obtido pode
ser visto como potencial agdo antioxidante deste
extrato. O menor valor de IC,, para o padrao BHT
esta diretamente relacionado a pureza do composto,
ja reconhecidamente um agente antioxidante.
Nesse sentido, a potencial atividade antioxidante
da espécie O. gratissimum ja foi demonstrada em
estudos pelo método do DPPH-, no qual o extrato
metandlico das folhas de O. gratissimum, mostrou
atividade 84,6% a 250 pg/mL (Akinmoladun e
colaboradores, 2007).
Em trabalhos realizados com extratos
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vegetais tem sido possivel observar correlagdes
estatisticas entre o conteudo de polifendis totais
medido pelo método Folin-Ciocalteu e atividade
antioxidante determinada pelo teste do DPPH:,
evidenciando a importancia destes metabdlitos
secundarios para a atividade antioxidante (Wong e
colaboradores, 2006; Kumararan & Karunakaran,
2007; Abdel-Hameed, 2009). Aos polifendis sao
atribuidos a¢ao antioxidante principalmente pela sua
forte atividade sequestrante de radical livre e agao
quelante (Diouf e colaboradores, 2009).

Avaliagdo antimutagénica e mutagénica

A avaliacdo antimutagénica de EAOG
apresentou valor acima de 50% de inibicao de
mutagenicidade para a cepa TA98, com diferencga
significativa para as doses de 375 e 500 pg/placa.
Verificou-se também alto valor de regresséao
dose-resposta (0,90) na percentagem de inibigao
mutagénica para a cepa TA98. Segundo Caillet
e colaboradores (2011), esta percentagem de
agao antimutagénica pode ser considerada como
acao moderada. Ja para a cepa TA100, a agao
antimutagénica foi considerada neutra, pois foi
menor do que 40% (Caillet e colaboradores, 2011)
(Tabela 1). Varios trabalhos relacionam compostos

polifendlicos de plantas com propriedades benéficas
a saude humana, incluindo agao antioxidante,
antimutagénica, anticarcinogénica e antiinflamatoria,
as quais tém potencial acdo na prevencgado de
doengas e protecdo na estabilidade do genoma
(Kuroda & Hara, 1999; Ferguson, 2001; Johnson e
colaboradores, 2010). Para a atividade mutagénica
de EAOG nao se observou efeito mutagénico pela
razdo de mutagenicidade. Também nao foram
observadas diferencgas significativas para nenhuma
das doses testadas em relagdo ao controle, além
de haver baixo valor de regressdo dose-resposta
para as duas cepas de Salmonella typhimurium/
microssoma avaliadas (Tabela 1).

Diferencas de mecanismos de agao para
as cepas TA98 e TA100 sdo importantes para
diagnosticar métodos diferentes de interagcao do
extrato dentro da célula, atuando em diversos
niveis, tais como replicagéo, transcrigéo ou tradugao
bacteriana. Assim, a cepa TA98, que atua pelo
mecanismo de deslocamento de quadro de leitura
do DNA, mostrou-se mais suscetivel a protecao
mutagénica pelo extrato EAOG, diferentemente da
menor atividade de EAOG frente a cepa TA100, que
avalia substituicdo de pares de base nitrogenada
(Maron & Ames, 1983). Para o teste mutagénico,

TABELA 1. Atividade antimutagénica e mutagénica (média do numero de colénias revertentes + desvio padrao)
das linhagens TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium/microssoma expostas a diferentes doses EAOG.

ANTIMUTAGENICIDADE

MUTAGENICIDADE

Dose EAOG (% inibigdo mutagénica) (razdo de mutagenicidade)
(ug/placa) TA98 TA100 TA98 TA100
rz= 0,90 rz= 0,01 rz= 0,06 rz= 0,34
18,6 £ 2,49 194,3 £ 20,42
0,00~ 24,00 + 4,32 98,00 + 12,73
(1,00) (1,00)
62,5 230,33 + 24,09 766,66 + 104,17 20,3 + 3,09 162,6 £ 15,19
(8,54%) (14,78%) (1,09) (0,84)
195 228,00 + 31,15 742,66 + 33,52 20,3 +2,87 186,3 £ 4,92
(9,57%) (17,84%) (1,09) (0,96)
250 193,0 £ 19,03 592,00 + 69,81 25,0+ 1,63 197,6 £ 7,84
(25,08%) (37,04%) (1,34) (1,02)
375 126,33 + 20,90 745,33 + 103,00 22,6 £ 9,03 186,6 £ 29,77
(54,64%)* (17,50%) (1,21) (0,96)
500 131,0 £ 19,30 730,66 *+ 55,65 17,3+1,25 190,0 £ 5,71
(52,57%)* (19,37%) (0,93) (0,98)
181,0 £ 14,16 721,3 £ 93,65¢
Controle + 249,60 + 21,630 882,66 + 128,38¢

(8,13)** (3,72)**

Nota: :-DMSO: 100 pL/placa (controle negativo); Controle + (controle positivo); ®NPD (4-nitro-O-fenilenodiamino — 2,5 ug/placa); <Azida
sodica (1,25 pg/placa); r regressao linear dose-resposta. Ao controle positivo do teste de antimutagenicidade foi atribuido 0% de inibigdo
mutagénica. *Significancia comparada a inibicdo do controle positivo (P<0,05). **Significancia comparada a razdo de mutagenicidade do

controle negativo (P<0,05).
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FORMA III

FOEMATI

FIGURA 1. Atividades antigenotéxica e genotéxica de EAOG. Nota: 1: controle negativo (100 ug DNA + 10 uL
H,0); 2: controle positivo (100 ug DNA + 500 ug SnCl,); 3: antigenotoxicidade (100 ug DNA + 500 pg SnCl,+
62,5 ug de EAOGQG); 4: antigenotoxicidade (100 pg DNA + 500 pg SnCl,+ 125 ug de EAOG); 5: antigenotoxicidade
(100 pg DNA + 500 pg SnCl,+ 250 ug de EAOG); 6: genotoxicidade (100 ug DNA + 62,5 ug de EAOG); 7:
genotoxicidade (100 ug DNA + 125 ug de EAOG); 8: genotoxicidade (100 ug DNA + 250 ug de EAOG). O teste

foi repetido 3 vezes.

nao foi significante a diferenca de acdo de EAOG
frente as cepas estudadas.

Avaliaggo antigenotoxica e genotoxica

O teste antigenotéxico mostrou agéo
protetora de EAOG contra a degradagao do DNA
plasmidial causada pelo SnCl,, apresentando
percentagem de protecado de 40,53%, 34,57% e
51,80% para as doses 62,5, 125 e 250 ug do extrato,
respectivamente. Observou-se topologia helicoidal
(forma Il) das canaletas 3, 4 e 5 das bandas de DNA
tratadas com EAOG, diferindo do controle positivo
2, que apresentou apenas a conformacgao circular
relaxada (forma IlIl) (Figura 1).

Para o teste genotdxico nao foi observado
genotoxicidade de EAOG em nenhuma das doses
testadas. Quando comparada com os controles 1
e 2, as canaletas 6, 7 e 8 apresentaram o0 mesmo
padrao topolégico das bandas de DNA (formas |,
Il e Ill) do controle negativo 1, distinguindo-se do
controle positivo 2 (forma Ill) (Figura 1).

Diferentemente dos mecanismos
do teste com S. typhimurium/microssoma, a
antigenotoxicidade/genotoxicidade avaliada por
clivagem plasmidial ocorre por reagdes de oxi-
redugdo com o DNA, ocasionando quebra das fitas
do DNA ou diminuigc&o da interacdo das moléculas
deste DNA (Felzenszwalb e colaboradores,
1998; Reiniger e colaboradores, 1999). A acéao
antigenotéxica de EAOG pode promover a protecao
do DNA por diferentes mecanismos: 1) interagéo de
moléculas que compdem EAOG diretamente com
0 DNA,; 2) o sequestro de ions Sn2 que promovem
a quebra das fitas do DNA através da redugéo da
ligacao fosfodiéster integrantes das fitas de DNA.

Sabe-se que, de maneira geral, compostos
fenolicos como os encontrados em EAOG tém
grande agao quelante (Mila e colaboradores, 1996).

Nesse sentido, os diferentes tipos de
compostos fendlicos (flavonoides e taninos) e o teor
de polifendis totais de EAOG (11,3 ug EAG/mg de
EAOG) associados ao seu potencial antioxidante
(IC,, 83,00 ug/mL) sao possivelmente responsaveis

pela moderada percentagem de inibicao mutagénica
observada (acima de 50% para a cepa TA98),
além da potencial atividade antigenotdxica de
EAOG. Contudo, mais estudos sobre a composigéo
fitoquimica da espécie Ocimum gratissimum devem
ser realizados a fim de avaliar possiveis marcadores
fitoquimicos e substancias isoladas promotoras das
atividades observadas. Além disso, estudos in vivo
complementares também devem ser feitos para
confirmar a acao antioxidante, antimutagénica e
antigenotoxica desta espécie.
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