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RESUMO

O aumento de doengas crénicas nao transmissiveis (DCNT) tem sido atribuido a
fatores associados ao estilo de vida inadequado. No Brasil, em 2019, 41,8% das
mortes entre individuos de 30 a 69 anos foram atribuidas as DCNT. Atualmente, a
busca por produtos naturais como forma de complemento ao tratamento médico
convencional tem sido proposta. Nesse sentido, destaca-se a utilizagao de Ocimum
basilicum (OB), popularmente conhecido como manjericao e utilizado para tratamento
de diversos disturbios metabdlicos. Logo, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
atividade antioxidante, anti-inflamatéria e citotoxica in vitro e realizar a caracterizagao
fitoquimica do extrato aquoso de OB. A avaliagéo da atividade antioxidante do extrato
baseou-se nos métodos de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH),
sistema B-caroteno/acido linoleico e ensaio baseado na capacidade de absorcio de
radicais oxigenados — ORAC. Foi realizada a analise da citotoxicidade dos extratos,
através da reducado metabdlica do 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT)
nas linhagens celulares de fibroblastos (L929) e macrofagos (J774A.1). O potencial
anti-inflamatério foi avaliado pela capacidade de redugao da formacao de 6xido nitrico
(NO) e produgéo de citocinas pré-inflamatérias (IL-6, IL-12 e TNF-a) em macrofagos
estimulados. Foi realizada uma triagem fitoquimica pelas dosagens de fendis e
flavonoides (121,34 + 8,40 mg de Eq. de &cido tanico/g de amostra e 6,17 + 0,58 mg
de Eq. de quercetina/g de amostra, respectivamente), além da caracterizagao a partir
da técnica de UFLC-MS-Q-TOF, mostrando uma prevaléncia de acidos fendlicos
(acidos: p-hidroxibenzoico, quinico, galico, chicdrico, clorogénico, ferulico, caftarico e
rosmarinico), seguida de flavonoides (quercetina e rutina). O extrato apresentou
atividade antioxidante promissora, evidenciada por valores reduzidos de Clso (DPPH
= 2,78 £ 0,61 yg/mL; ORAC = 10,03 £ 0,21 pug/mL). OB manteve o percentual de
viabilidade das linhagens celulares acima de 70%, como preconizado pela ISO 10993-
5. A atividade anti-inflamatéria in vitro mostrou redugéo da concentragdo de NO (%
reducao ~ 85%) e das citocinas pro-inflamatoérias (% redugéo IL-6 ~ 52%; IL-12 ~ 46%);
TNF-a ~ 30%). Diante dos resultados alcangados, observa-se que o extrato
apresentou atividade biolégica promissora, que pode ser atribuida ao conteudo de
fitoconstituintes presentes na amostra, tornando possivel o prosseguimento de
investigacdes de efeitos terapéuticos subsequentes.

Palavras-chave: Ocimum basilicum; antioxidante; anti-inflamatério.



ABSTRACT

The increase in chronic non-communicable diseases (NCDs) has been attributed to
factors associated with inadequate lifestyle. In Brazil, in 2019, 41.8% of deaths among
individuals aged 30 to 69 were attributed to NCDs. Currently, the search for natural
products as a complement to conventional medical treatment has been proposed. In
this sense, the use of Ocimum basilicum (OB) stands out, popularly known as basil
and used to treat various metabolic disorders. Therefore, the objective of this work was
to evaluate the antioxidant, anti-inflammatory and cytotoxic activity in vitro and perform
the phytochemical characterization of the aqueous extract of OB. The evaluation of the
antioxidant activity of the extract was based on the methods of scavenging the 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical, the B-carotene/linoleic acid system and an
assay based on the absorption capacity of oxygenated radicals — ORAC . The
cytotoxicity of the extracts was analyzed through the metabolic reduction of 3-[4,5-
dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium (MTT) in fibroblast (L929) and
macrophage (J774A) cell lines. The anti-inflammatory potential was evaluated by the
ability to reduce the formation of nitric oxide (NO) and production of pro-inflammatory
cytokines (IL-6, IL-12 and TNF-a) in stimulated macrophages. A phytochemical
screening was carried out using the dosages of phenols and flavonoids (121.34 £ 8.40
mg of tannic acid Eq./g of sample and 6.17 £ 0.58 mg of quercetin Eq./g of sample,
respectively), in addition to characterization using the UFLC-MS-Q-TOF technique,
showing a prevalence of phenolic acids (acids: p-hydroxybenzoic, quinic, gallic,
chicoric, chlorogenic, ferulic, caftaric and rosmarinic acids), followed by flavonoids
(quercetin and rutin). The extract showed promising antioxidant activity, evidenced by
reduced IC50 values (DPPH = 2.78 + 0.61 pg/mL; ORAC = 10.03 + 0.21 pyg/mL). OB
maintained the viability percentage of cell lines above 70%, as recommended by ISO
10993-5. In vitro anti-inflammatory activity showed a reduction in the concentration of
NO (% reduction ~ 85%) and pro-inflammatory cytokines (% reduction IL-6 ~ 52%; IL-
12 ~ 46%; TNF-a ~ 30%). In view of the results achieved, it is observed that the extract
showed promising biological activity, which can be attributed to the content of
phytoconstituents present in the sample, making it possible to continue investigations

into subsequent therapeutic effects.

Keywords: Ocimum basilicum; antioxidante; anti-inflammatory.
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1. INTRODUGAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) as doengas crénicas
nao transmissiveis (DCNTs) sdo resultado da soma dos fatores genético,
comportamental, fisiologico e ambiental. Este ultimo contempla a ocorréncia de
habitos alimentares inadequados, inatividade fisica, exposi¢cao ao tabaco e o consumo
de alcool. Entre as doencas de maior prevaléncia encontra-se as alteracdes
cardiovasculares, canceres, doencas respiratérias, obesidade e diabetes,
conjuntamente responsaveis por cerca de 41 milhdes de mortes a cada ano (Who,
2021).

No Brasil, os resultados sado igualmente preocupantes. Em 2019, as DCNTs
totalizaram cerca de 41,8% de mortes na faixa etaria de 30 a 69 anos de idade, a partir
dos resultados divulgados pelo VIGITEL (Vigilancia de Fatores de Risco e Protegao
Para Doengas Crénicas por Inquérito Telefénico) (Brasil,2021). De acordo com Nilson
et al. (2020), a partir de estimativas sobre os custos econdmicos para a saude que
contemplam os dispéndios hospitalares e medicamentosos para tratamento de
hipertensao, diabetes e obesidade distribuidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS),

foram gastos, em 2018, 3,45 bilhdes de reais.

Dentre os fatores de risco responsaveis pelo desencadeamento dessas
doencas, pode-se destacar o estilo de vida inadequado com prevaléncia de consumo
de alimentos ultraprocessados, que por definicdo, sdo produtos alimenticios de alta
densidade energética, baixo valor nutricional e passam por varios processos
industriais com adigdo de ingredientes para melhorar a palatabilidade e aumentar a
validade. Além de apresentarem alto indice glicémico, possuem baixo potencial em
promover saciedade, resultando em um grande consumo e efeitos metabdlicos que
podem se perpetuar a longo prazo resultando na inflamagéo crénica de baixo grau,
chamada de metainflamagao, caracteristica das DCNTs (Asensi et al., 2023; Tosi et
al.,2023; Monteiro et al., 2019).

Nesse contexto, estudos tém demonstrado a importancia de uma alimentacao
saudavel e seus efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes a partir do consumo de
alimentos fontes de fitoconstituintes, como compostos fendlicos proveniente do

metabolismo secundario de plantas, atuando na prevengao do surgimento das DCNTs
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(Tosi et al., 2023; Zekrumah et al., 2023). Pesquisas evidenciam a importancia da
dieta mediterranea, por exemplo, na baixa incidéncia de DNCTs, aumento da
longevidade e melhora na qualidade de vida da populagao europeia, atribuindo esses
beneficios ao alto teor de substancias bioativas e ao sinergismo entre os nutrientes
(Dominguez et al., 2021; Schwingshackl et al., 2020).

Considerando o expressivo aumento das DCNTs justificado pela presenga de
um estado inflamatério crénico, é relevante relacionar o uso de substancias bioativas
que atuem na prevengdo e/ou de forma coadjuvante a tratamentos convencionais,
contribuindo para um progndstico positivo e ao mesmo tempo reduzindo os efeitos
adversos de medicamentos alopaticos utilizados no manejo dessas doengas. Dessa
forma, o uso de especiarias na alimentacao torna-se relevante, uma vez que sao
fontes de fitocompostos que atuam na manutengao da saude e bem-estar, agregando
propriedades funcionais a dieta, a partir da neutralizagdo de radicais livres e

modulagéo de processos metabdlicos (Zekrumah et al., 2023).

Dentre essas especiarias, destaca-se a espécie Ocimum basilicum L. (OB).
Trata-se de uma erva aromatica utilizada mundialmente devido a sua versatilidade,
apresentando ampla atividade biolégica, a qual é atribuida a presenga de substancias
bioativas como compostos fendlicos, responsaveis pelas propriedades antioxidante,
anti-inflamatdria, antimicrobiana, dentre outras (Avasiloaiei et al., 2023; Azizah et al.,
2023; Bajomo et al., 2022). Entretanto, poucas pesquisas realizaram e exploraram o
potencial biolégico do extrato aquoso desta planta no que tange as propriedades
imunomodulatdria, antioxidante, anti-inflamatéria e citotdxica in vitro, visto que a maior
parte dos estudos foram realizados com 6leos essenciais ou outras espécies do
género. E importante ressaltar a relevancia do uso de solventes verdes, cada vez mais
requeridos por industrias de diversas areas, visto que apresentam baixa toxicidade,
custo reduzido, sao biodegradaveis e consequentemente ndo apresentando qualquer
efeito nocivo ao meio ambiente (Chemat et al., 2019).

Desse modo, a partir da composicao quimica de Ocimum basilicum descrita
na literatura, acredita-se que o extrato aquoso de OB exerga atividades bioldgicas
importantes, atuando no combate aos radicais livres e exercendo efeitos modulatérios.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagao fitoquimica das folhas
e hastes de Ocimum basilicum; quantificar o teor de composto fendlico e flavonoide;
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avaliar o potencial antioxidante e determinar a atividade citotdxica e imunomodulatéria

do extrato aquoso de Ocimum basilicum.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A FAMILIA LAMIACEA E A ESPECIE OCIMUM BASILICUM

A familia Lamiaceae compreende cerca de 6000 espécies e 236 géneros de
plantas com ampla aplicabilidade comercial, sendo utilizadas desde a conservagao de
alimentos e consumo alimentar até propriedades medicinais. Ocimum é um dos
géneros pertencentes a familia Lamiaceae e possui 65 espécies nativas da Africa do
Sul, Asia e América do Sul (Avasiloiaei et al., 2023). A hierarquia taxonémica pode ser

vista na Tabela 1.

Tabela 1 — Hierarquia Taxondmica de Ocimum basilicum

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta

Classe |Magnoliopsida

Ordem |Lamiales

Familia | Lamiaceae

Género | Ocimum

Espécie | Basilicum

Fonte: Purushothaman et al., 2018.

Conhecido popularmente como manjericao, alfavaca, erva-real, manjericao
doce, etc., Ocimum basilicum (Figura 1) € uma planta herbacea anual de polinizagao
cruzada. Possui varias ramificagdes, aroma caracteristico e alcanga entre 0,5 e 1
metro de altura. Sua haste é reta, com numerosas folhas ovaladas, suculentas e
ausentes em pelos, com tonalidade verde-brilhante. Na parte inferior das folhas,
pequenas cavidades abrigam goticulas de esséncias. As flores existentes, agrupam-

se em espigas, e seus frutos consistem em aquénios, pequenos, secos e indeiscentes.
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Apresenta boa adaptacdo em climas subtropical, temperado, quente e umido
(Rodrigues & Gonzaga, 2001; Purushothaman et al., 2018).

Figura 1 — Manjericdo (Ocimum basilicum)
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Fonte: Arribas (2023).

A espécie Ocimum basilicum possui amplas funcionalidades, e os estudos
destacam seu uso como especiaria na culinaria, principalmente na Dieta Mediterranea
— utilizada como referéncia de dieta saudavel, devido a presenga de alto teor de
fitoconstituintes -, planta ornamental, aromatizante natural, conservante e flavorizante.
Ainda, pesquisas sugerem seu potencial antimicrobiano, efeito coadjuvante do trato
gastrointestinal (carminativo, antiulcerogénico, promotor da saude estomacal) e
respiratério, anti-inflamatério, antinociceptivo, antioxidante, antidepressivo,
anticancerigeno, analgésico, cicatrizante, cardioprotetor, além de ser aplicado na
industria farmacéutica na area cosmética e medicinal (Zhakipbekov et al., 2024
Purushothaman et al., 2018; Sestili et al., 2018). As atividades farmacolégicas da

espécie estao resumidas na Figura 2.
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Figura 2 — Propriedades Farmacoldgicas de Ocimum basilicum

Ocimum basilicum

Fonte: Adaptado de Zhakipbekov et al. (2024).

2.2 CONSTITUIGAO FITOQUIMICA

Ocimum basilicum € uma planta aromatica rica em 6leos essenciais, 0s quais
sao atribuidas varias propriedades bioldgicas. Considerando a predominancia dos
estudos direcionados a caracterizagao e identificagdo de substancias presentes em
Oleos volateis, a partir da analise em CG-EM, metabdlitos como linalol, eugenol, metil
chavicol, metil cinamato, metil eugenol e geraniol séo alguns dos 6leos essenciais
presentes no manjericdo (Purushothaman et al., 2018).

Em relagdo aos compostos fendlicos presentes em extratos de manjericao,
varios pesquisadores identificaram a presenca de acidos fendlicos e flavonoides.
Housse et al. (2023) realizaram triagem fitoquimica, caracterizagéo e quantificacéo de
compostos bioativos no extrato aquoso de Ocimum basilicum. Através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjos fotodiodos
(CLAE-DAD) foram identificados, em ordem decrescente de quantidade, o &acido

rosmarinico, acido p-hidroxibenzoico, acido vanilico e kaempferol.
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Utilizando a cromatrografia liquida de ultra eficiéncia acoplada ao
espectrdmetro de massas e fonte de ionizagdo em eletrospray (UPLC-ESI-MS/MS),
Ibrahim et al. (2019), realizaram um estudo para caracterizar os principais
constituintes do extrato aquoso de manjericdo usando diferentes técnicas
quantitativas e qualitativas e investigaram os efeitos protetivos contra a disfungéo
testicular, induzida por quimioterapia e radioterapia. Foram identificados 22
compostos polifendlicos a partir dos picos dos ions moleculares e dados comparados
na literatura. Do total de substancias identificadas no extrato, 25,95% corresponderam
aos flavonoides glicosidicos e agliconas, dentre eles, destacaram-se a apigenina O-
glicosideo, luteolina, quercetina e rutina. Os &cidos fendlicos estavam em maior
proporgao no extrato, cerca de 46,54%, dos quais, 0 composto majoritario foi o acido
rosmarinico seguido do acido caftarico.

Extratos produzidos por outros solventes como etandlico e metandlico
diferiram em alguns compostos bioativos identificados quando comparado ao extrato
aquoso. Nadeem et al. (2022) relacionaram o estagio de crescimento com a toxicidade
de diferentes extratos da planta. Entre os compostos bioativos identificados, estavam
a liquiritigenina, umbeliferona, acidos elagico e rosmarinico e catequina.

Ullah et al. (2022) descreveram o uso de plantas do género Ocimum no
tratamento de afecgdes renais e dermatoldgicas — picadas de insetos e cobras, acne
— e destacaram seus efeitos anti-inflamatoérios, anticarcinogénico, antimutagénico,
antioxidante e antibacteriano. Nesse estudo, os &cidos galico, vanilico, cafeico e
siringico; os flavonoides luteolina, apigenina, rutina, quercetina e kaempferol estavam
presentes no extrato metandlico.

Em relagcdo a composicao centesimal, Dharsono et al. (2022) realizaram um
estudo de revisdo no qual os achados relatam a presenca dos nutrientes calcio,
fosforo, vitamina A, C e B-caroteno. A estrutura dos principais fitoconstituintes

presentes em extratos de manjericdo sdo ilustrados no Quadro 1.



24

Quadro 1 — Principais compostos bioativos presentes nos extratos de manjericao

Referéncias

Metabolito Férmula Estrutura Quimica
Secundario Molecular
Acido p- C7He02 House et al., 2023.
hidroxibenzoico (©
Acido vanilico CsHgO4 . House et al., 2023;
\;@\W” Ullah, et al., 2022.
Acido cafeico CoHgO4 House et al., 2023;
Ullah, et al., 2022;
o Ibrahim et al., 2019.
Acido C1sH160s House et al., 2023;
rosmarinico g Ibrahim et al., 2019;
QA)L Nadeem et al., 2020.
Naringenina C15H1205 House et al., 2023.
Rutina C27H30016 1 House et al., 2023;
Ullah, et al., 2022;
Ibrahim et al., 2019.
Quercetina C15H1007 House et al., 2023;

Ullah, et al., 2022;
Ibrahim et al., 2019.
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Kaempferol C15H1006 House et al., 2023;

' Ullah, et al., 2022.
o )

H

Fonte: Adaptado de ChemSpider; PubChem (2024).

2.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE OCIMUM BASILICUM

A presencga de metabdlitos secundarios identificados no manjericéo justifica-
se pelas suas aplicabilidades em uma infinidade de propriedades bioldgicas. Os
estudos mostraram que além da culinaria, o manjericdo pode ser usado em disturbios
renais, dor de ouvido, irregularidades menstruais, tratamento de tosse, febre,

enxaqueca, asma, gripe, bronquite e malaria (Azizah et al., 2023).

Além disso, pesquisas tém evidenciado atividade promissora contra infecgbes
virais, fungicas e bacterianas. Em relacéo a atividade antibacteriana do manjericéo,
estudos sugerem que a presencga de compostos fendlicos altera a permeabilidade da
membrana celular e inibe a sintese de enzimas necessarias a sintese de DNA, RNA
e proteinas, levando apoptose e necrose de bactérias gram-positivas e gram-
negativas. As propriedades antifungicas podem ser atribuidas ao conteudo de taninos
capaz de causar precipitacado de proteinas importantes ao desenvolvimento fungico,
privagao do crescimento e desenvolvimento, redugao na sintese de ATP, além de
inibir a germinagao de esporos e desenvolvimento micelial (Zhakipbekov et al., 2024;
Azizah et al., 2023).

Ademais, sobre as propriedades antioxidantes, grande parte dos estudos sao
realizados com Oleos essenciais e a presenga de estragol, linalol, eugenol, metil
chavicol, metil eugenol, eucaliptol e bergamoteno, justificam suas atividades
promissoras contra a peroxidacao lipidica, inibicao do radical livre DPPH e
neutralizacao dos radicais peréxido, hidroxila, anion superéxido e o6xido nitrico
(Purushothaman et al., 2018).
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Os efeitos sinérgicos dos compostos bioativos presentes nos extratos de
manjericdo sé&o capazes de atuar na modulagao do sistema imunoldgico a partir da
protecao contra lise da membrana lisossomal, inibicdo de enzimas atuantes em vias
inflamatdérias como cicloxigenases, lipoxigenases, oxido nitrico sintase induzivel,
moléculas de adesdao e mediadores pro-inflamatérios como citocinas, fatores de

transcricédo e eicosanoides (Zhakipbekov et al., 2024).

Sobre as propriedades farmacoldgicas, o uso de manjericao apresenta efeitos
anti-tumorogénico, antioxidante, anti-inflamatério, antiestresse, anti-diabético, anti-
pirético, antimicrobiano, imunomodulatdrio, radioprotetivo e profilatico em doencas
cardiovasculares (Shahrajabian et al., 2020; Purushothaman et al., 2018; Gebrehiwot
et al., 2015).

2.4 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO

Espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) séo produzidas
fisiologicamente através de reagdes metabdlicas como a respiragao celular, defesa do
organismo contra invasores e atuam no controle da sinalizagao e proliferagéo celular
(Pisoschi et al., 2021), mas também podem ser geradas a partir de fatores ambientais
como estilo de vida inadequado, incluindo alimentagao desbalanceada, sedentarismo,
uso de alcool, cigarro, poluicdo ambiental, radiagdo, medicamentos, dentre outros
fatores, culminando com a alteracdo da homeostase redox e estresse oxidativo
(Jomova et al., 2023).

Caracteriza-se como radicais livres substancias altamente reativas por
apresentarem elétrons desemparelhados nos seus orbitais externos (Meo & Venditti,
2020), sendo as moléculas mais prevalentes o anion superdxido, oxigénio singlete,
peréxido de hidrogénio, radical hidroxila, éxido nitrico, e peroxinitrito (Pambuk &
Muhammad, 2018). Para proteger 6rgaos e tecidos contra a acao desses radicais, 0
organismo humano detém de sistemas de defesa antioxidante endégeno e exdgeno
compreendendo enzimas antioxidantes — catalase (CAT), superdxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPx) — e nutrientes, respectivamente (Pisoschi et al.,
2021).
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Situagdes nas quais o sistema de defesa antioxidante, seja este enddégeno

e/ou exdégeno sao ineficientes para conter a propagagao de radicais livres resultam no

estresse oxidativo (Sies, 2020), alterando a estrutura de proteinas, lipideos,

lipoproteinas, DNA e permeabilidade de membranas celulares. Como consequéncia,

ocorre a perda de funcdo dessas moléculas, afetando a atividade catalitica de

enzimas, fatores de crescimento, citocinas e horménios, sendo uma das causas

responsaveis pela génese de varias doengas crbnicas nao transmissiveis como

obesidade, diabetes, cancer, doengas respiratérias, neuroldgicas, autoimunes e

cardiovasculares (Hajam et al., 2022). As principais espécies reativas de oxigénio e

de nitrogénio, bem como as categorias de antioxidantes e agdes bioldgicas estéao

resumidas no Quadro 2.

Quadro 2 — Principais espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

Espécies Reativas de

Oxigénio e Nitrogénio

Antioxidantes

Acao Biolégica

Anion superdxido (02) Catalase Realizam a dismutagao
Enzimatico do Oz em O2
Oxigénio singlete Glutationa Promove a dismutagao
do H202emH20 e O2
Peréxido de hidrogénio Superoxido Reduz a peroxidagao
(H202) Dismutase lipidica e as
concentracoes de H20O2
Radical hidroxila (OH) Alfa-tocoferol Diminui a peroxidagao
Nao (Vitamina E) lipidica sequestrando os
enzimatico radicais Oz e OH;
interrompe as reagdes
em cadeias dos radicais
livres
Oxido nitrico (NO") B-caroteno Retém os radicais Oz e
(Pro-vitamina A) OH e reduz a oxidagéo
da vitamina A
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Perdéxinitrito (ONOO") Acido Ascérbico | Reduz as concentragdes
(Vitamina C) de O2, OH e H20;
neutraliza oxidantes

gerados por neutrofilos e
aumenta os niveis de

vitamina E

Acidos  Fendlicos, | Estabilizam, neutralizam

Compostos | Flavonoides e restringem a formacgéao
Fendlicos | Taninos, Oleos | de RNS e ROS
Essenciais

Fonte: Adaptado de Chaudhary et al. (2023).

2.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante diz respeito a capacidade de uma substancia, quando
presente em pequenas concentragdes, de neutralizar radicais livres ou retardar a
oxidacdo do substrato, além de inibir a ativagdo de fatores de transcricdo pro-
inflamatdrios (Chaudhary et al., 2023). Os antioxidantes podem ser classificados em
primarios, quando atuam retardando ou interrompendo a propagagao de reagdes
oxidativas, seja estabilizando os radicais através da doacdo de elétrons ou
eliminando-os; e antioxidantes secundarios, que removem o oxigénio singlete, inibem
enzimas oxidativas, desagregam peroxidos, quelam ions metalicos e absorvem
radiacdo (Pisoschi et al., 2021). Muitas dessas propriedades sdo atribuidas aos

fitoconstituintes presentes em extratos vegetais (Jiang, 2019).

Com propriedades amplamente documentadas, fitocompostos das classes
dos acidos fendlicos, tais como, acido cafeico, galico, ferulico, carnédsico e p-
coumarico; estilbenos como o resveratrol, lignanas, alcaloides e terpenoides
presentes em 6Oleos essenciais apresentam diversas atividades biolégicas relatadas
na literatura, que incluem efeito anti-inflamatério, anticancerigeno e antioxidante
atribuidos a capacidade dessas moléculas em atuar na modulagao do equilibrio pré e
antioxidante (Chaudhary et al. 2023; Christ et al., 2019). Entretanto, é importante

considerar que a eficiéncia antioxidante de compostos bioativos depende da
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biodisponibilidade, dose, nivel de estresse oxidativo e presenga de metais (Jomova et
al., 2023).

2.6 EFEITO DO CONSUMO DE ESPECIARIAS NA NUTRIGAO HUMANA

Embora o consumo de ervas e especiarias permanece baixo, comparando-se
a ingestdo dos demais alimentos (Vazquez-Fresno et al,, 2019), o uso de ervas
aromaticas na alimentagdo superou as perspectivas puramente dietéticas e
relacionadas ao uso culinario. A relacao do desenvolvimento de DCNTSs relacionadas
com a progressao de processos oxidativos e inflamatorios despertou interesse pelo

estudo dos efeitos desses alimentos na saude e na doenga (Tapsell et al., 2006).

Pesquisas mostram a importadncia da utilizagdo de especiarias na
alimentagdo, com o intuito de reduzir o consumo de sal e gordura saturada,
favorecendo o tratamento de alteragbes cardiovasculares e reduzindo a pressao
arterial (Petersen et al., 2024). Além disso, especialistas apontam para efeitos
positivos na prevengao e tratamento de diversos tipos de cancer, cujo mecanismo de
acao esta relacionado ao estimulo apoptoético de células cancerigenas, inibigdo do
crescimento, proliferagdo e migragéo celular, além da sensibilizagdo de tumores a
terapia oncologica (Zeng et al., 2016). Em se tratando de alteragdes metabdlicas,
existem trabalhos na literatura relacionando o consumo de ervas com o progndstico
favoravel em relagdo as doengas neurodegenerativas, diabetes mellitus tipo 2,
modulagao do perfil lipidico, dentre outros (Bower et al., 2016; Vazquez-Fresno et al.,
2019).

O manjericdo pode ser encontrado mundialmente, mas a sua presenga e
consumo na Dieta Mediterranea prevalece entre os demais continentes. A justificativa
para o seu elevado uso nessas regides € pautado em seus efeitos positivos a saude.
Em relacao ao diabetes, estudos mostram que a presenca de acido rosmarinico e
catequinas sdo potentes inibidores de a-amilase e a-glicosidase, apresentando
atividade hipoglicemiante. Os efeitos anti-inflamatorios sdo atribuidos a capacidade
de modular o sistema imune, reduzindo a concentragao de citocinas pré-inflamatoérias

e inibindo a atividade da enzima iNOS. Atividade hipolipemiante também foi avaliada
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em estudos in vitro e in vivo, que mostraram efeitos preventivos e terapéuticos na
aterosclerose. Por fim, o manjericdo também apresenta atividade anti-hipertensiva e
melhora a fungéo renal in vivo, efeitos evidenciados pela redugédo de angiotensina Il e

ureia no sangue (Bower et al., 2016).

Entretanto, conhecer os mecanismos pelos quais a inclusdo desses alimentos
na dieta apresenta beneficios a saude requer melhor compreensao, no que se refere
ao desenvolvimento de técnicas metodologicas coerentes e padronizadas, que
possam fornecer orientacdes a respeito da quantidade a ser consumida, forma de
preparo, frequéncia alimentar, além de considerar o sinergismo com os demais
alimentos contidos na rotina de ingestéo, visando potencializar ao maximo a obtengao

dos beneficios relacionados a saude.

2.7 SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imunolégico consiste de um conjunto de células e moléculas
responsaveis pelo combate de agentes infecciosos e tem por objetivo manter
constante a homeostasia do organismo. A resposta imunoldgica pode ser dividida em
dois seguimentos, a depender de diversas variaveis como a magnitude necessaria
para o combate do agente infeccioso, tipos de células e moléculas envolvidas, forma
de exposicdo e fator desencadeante da resposta ao dano, dentre outros fatores
(Abbas et al., 2019).

A imunidade inata ou natural é caracterizada por uma resposta mediante
padrdes comuns a micro-organismos e produtos caracteristicos de células
danificadas, sendo o primeiro instrumento de defesa apresentado pelas células. A
imunidade adaptativa ou adquirida possui alta especificidade e pode ser estimulada a
partir do contato subsequente com substancias e micro-organismos (Abbas et al.,
2019).

Nesse sentido, cinco tipos celulares possuem fungdes especificas no que
tange os mecanismos de defesa do corpo e s&o conjuntamente denominados
leucécitos. Os neutrdfilos sdo células que respondem rapidamente as alteracdes

provocadas por micro-organismos invasores, assim como os mondocitos, que se
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diferenciam em macréfagos nos tecidos. Essas células possuem propriedades
fagociticas, estando incluidas no aparato da imunidade inata. Basofilos e eosinéfilos
estdo relacionadas a defesa contra parasitos e podem ter suas concentracdes
aumentadas em situagdes alérgicas. Os linfécitos fazem parte da imunidade
adaptativa e podem ser divididos em células B, secretoras de anticorpos, relacionado
a imunidade humoral e células T, constituintes da imunidade celular, responsaveis
pela regulagao das respostas imunes e efetividade no combate ao agente patogénico
(Nicholson, 2016).

Em situagcbes de reconhecimento de antigenos, as células do sistema
imunoldégico agem em harmonia no combate ao fator agressor e as etapas que tornam
efetiva a resposta imune cursam com um processo inflamatério agudo, eliminagéo do
patégeno e resolugao da injuria (Hotamislingil, 2017). Entretanto, a perpetuagao do
estado inflamatdrio crénico de baixo grau, reconhecido como metainflamacéo esta
ligado ao surgimento de doencas cronicas ndo transmissiveis, uma vez que esta
relacionado ao estresse oxidativo persistente, resisténcia a insulina, polarizacao de
macrofagos com fendtipo pré-inflamatorio e disfungdes em organelas, contribuindo,
dessa forma, para o rompimento da homeostase metabdlica do organismo (Leiba et
al., 2023).

2.7.1 Inflamacao

Entende-se por inflamacdo um processo que pode ser desencadeado por
varios fatores como leséo tecidual, desordens do sistema imunoldgico, exposigcao a
toxinas e substancias quimicas, invaséo celular por micro-organismos, estilo de vida
inadequado, isquemia, dentre outros, e cursa com o recrutamento do sistema
imunolégico a fim de efetivar a resolugdo do dano e restaurar os padrdes
homeostaticos do organismo (Roe, 2020; Medzhitov, 2008). As alteracdes observadas
no processo inflamatério agudo apresentam como sinais classicos dor, rubor, calor,

edema e perda de fungdo (Leiba et al., 2023).

A inflamacgao pode ser desencadeada por indutores microbianos patogénicos

ou comensais, 0s quais apresentam moléculas padrboes capazes de serem
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reconhecidas pelo sistema imunolégico, através dos receptores de reconhecimento
de padrbes (PRRs) e sdo denominados de padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs). Fatores de viruléncia e substancias exdgenas como alérgenos e
compostos téxicos também podem desencadear uma resposta inflamatéria a partir de
danos teciduais (Medzhitov, 2008).

As células residentes no tecido lesionado produzem mediadores e citocinas
pré-inflamatérias (Cicala & Morello, 2023) e, a partir da mudang¢a funcional do
endotélio, leucdcitos e proteinas plasmaticas sao direcionados ao local de leséo, no
qual, apds o contato direto com o patégeno, os neutrdfilos ativados comegam a
produzir espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e proteases. Dentre os receptores
capazes de reconhecer os PAMPs encontram-se os do tipo Toll-Like (TLR), que
compreende proteinas transmembranas localizadas em macrofagos, células
dendriticas e neutrdfilos. Existem diferentes classes dos receptores TLR e a interagéo
entre estes é responsavel pelo tipo de sinalizagao celular gerada, que implicara na
cascata de eventos para producao e liberacado de mediadores inflamatdrios. Dentre
os fatores de transcricao e citocinas pro-inflamatérias produzidas a partir da interagao
patégeno-TLR e cascata de sinalizagdo intrinseca, destacam-se o TNF-a, IL-1, IL-6 e
IL-12 (Ferraz et al., 2011). No diabetes mellitus tipo 2 e na obesidade, por exemplo,
observa-se niveis elevados de PCR, IL-6 e TNF-a, sugerindo que a inflamagao
sistémica tem um papel importante na génese dessas doengas metabdlicas (Bennett
et al., 2018).

Apds a erradicagado do agente causador da injuria € iniciado o processo de
resolugao e reparo tecidual (Scotece & Conde-aranda, 2020). Porém, caso a resposta
imunologica ndo seja bem coordenada, resolutiva e autolimitada, o processo
inflamatério pode ser perpetuado, dando origem a diversas doengas crénicas (Bennett
et al., 2018).

2.7.2 Biomarcadores de inflamagao

O reconhecimento de padrées microbianos como lipopolissacarideos (LPS) e

peptideoglicanos, por exemplo, pelos receptores PRR localizados em neutroéfilos,
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macrofagos e células dendriticas, desencadeia a propagagdo de sinais pro-
inflamatérios refletindo na ativagao de fatores de transcricdo como o NF-kB e IFN-y.
Conjuntamente, esses fatores estimulam a expressao de genes pré-inflamatoérios que
codificam diversas citocinas tais como, TNF-a, IL-6, IL-12 e IL-1, sendo responsaveis
pela relagdo estritamente coordenada das imunidades inata e adaptativa (Barton,
2008).

Apds um processo infeccioso ou estresse celular, no citoplasma das células é
formado uma estrutura proteica conhecida como inflamassoma, que dentre outros
aspectos, é importante na ativagdo das caspases — envolvidas em processos
apoptéticos -, liberagédo das citocinas pro-inflamatérias, IL-1, IL-18 e IL-18 e indugao

de morte celular por piroptose (Brox & Dixit, 2016; Barton, 2008).

O evento subsequente a um estimulo provocado, seja pelo reconhecimento
de PAMPs, leséo tecidual ou padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs)
resulta na producgao de interleucinas, polipeptideos que possuem amplas fungoes, que
favorecem os processos de diferenciagao, crescimento, progressdo e produgéo de
células imunoldgicas para controlar as reagdes préo-inflamatorias (Weber et al., 2010;
Behzadi, et al., 2016).

Uma dessas interleucinas pode ser identificada como IL-1, a qual é produzida
principalmente por mondécitos e macrofagos, mas também por fibroblastos,
queratindcitos, neutrdfilos, células epiteliais, endoteliais, dentre outras e esta
relacionada a imunidade inata. Os efeitos da IL-1 podem ser locais ou sistémicos e
incluem recrutamento de células imunologicas aos locais de lesdo, estimulo a
produgéo de diversas enzimas como fosfolipase A2, ciclo-oxigenase-2 (COX-2), éxido
nitrico sintase induzivel (iNOS) e metaloproteinases, além de exercer papel
estimulatério a maturagdo de osteoclastos e regulagcdo da imunidade adquirida.
Embora as alteracbes que ocorram subsequentemente a produgdo de IL-1 sejam
responsaveis pelo estimulo a inflamacao e resolu¢cio dos processos de dano, estudos
tém relacionado suas concentracdes com doencas que cursam com inflamagao
cronica, como o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e algumas terapias farmacoldgicas tém

sido propostas visando antagonizar os efeitos dessa interleucina (Gabay et al., 2010).

Nesse mesmo contexto esta a IL-6, um mediador soluvel de efeitos

pleiotrépicos, que é produzido por diversos tipos celulares como adipécitos,
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queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais e mesangiais, células T e mondcitos
(Behzadi et al., 2016). A IL-6 ndo possui fungdes restritas apenas ao sistema
imunoldgico, estimulando a diferenciacdo de células Tn17, células T citotdxicas,
diferenciacao de células B produtoras de anticorpos, mas também esta envolvida na
producdo de proteinas de fase aguda positiva no figado, como PCR, fibrinogénio e
haptoglobina, por exemplo; atua na ativagdo da hematopoiese e esta envolvida com
o metabolismo de ferro e zinco, além de diversas outras fun¢gdes. Assim como a IL-1,
altos niveis de IL-6 estdo relacionadas ao surgimento de doencgas crénicas e

autoimunes (Tanaka et al., 2014; Tanaka et al., 2018).

A IL-12 é uma citocina pro-inflamatéria produzida por células dendriticas,
fagdcitos e células B em resposta a antigenos microbianos. Um dos seus principais
estimulos esta na diferenciacao de células TCD4 virgens em células Tn1 produtoras
de IFN-y. Sendo um mediador soluvel, a IL-12 possui além da atividade antiviral, a
capacidade de modular as respostas imunes inata e adaptativa, aumenta a ativacao
de células B com consequente elevagdo na concentragdo de imunoglobulinas e
potencializagao da citotoxicidade e produgao de mediadores citotoxicos por células T
e natural killer (NK) (Teng et al., 2015; Trinchieri, 2003). Niveis aumentados dessa
citocina de forma persistente sdo observados em doengas como psoriase, esclerose
multipla, doengas inflamatdrias intestinais e alguns tipos de cancer (Croxford et al.,
2014).

Por fim, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) também esta inserido na
categoria de citocinas pré-inflamatérias. E produzido por macréfagos ativados, células
NK e linfocitos T e apresenta atividade celular necrética e apoptética, com acao
adicional de resisténcia as infecgdes e canceres, organizagado de 6rgaos linfoides,
desenvolvimento do centro germinativo que conduzira o destino de células em
amadurecimento, além de promover o estimulo a resolucédo da inflamacgao e reparo
tecidual (Idriss & Naismith, 2000). A partir da sua ligagao a receptores especificos,
desencadeia o estimulo para proliferagao, crescimento e sobrevivéncia celular (Jang
et al., 2021). Ainda assim, em conjunto com a IL-1 ativa o fator de transcricao nuclear
kappa B (NF-kB), envolvido no controle da expressao de diversos genes relacionados
a inflamagcéo e apoptose, selegdo clonal além de controlar a migragcado de células
efetoras do sistema imunoldgico para locais especificos (Barnabei et al., 2021;

Kataoka, 2009). Similarmente as citocinas citadas anteriormente, sugere-se que a
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producdo acentuada de TNF-a esteja relacionada ao desenvolvimento de doengas
inflamatdrias intestinais, psoriase, artrite reumatoide, espondilite anquilosante e

hidradenite supurativa (Kalliolias & Ivashkiv, 2016).

Diante das informagbdes mencionadas, entende-se que o que torna efetivo a
resolucdo da inflamacao é a relacao entre indutores e mediadores inflamatdrios e
havendo condi¢coes que perpetuem ou desequilibrem esse processo cronificando-o,
contribuem para o desenvolvimento de doengas cronicas nédo transmissiveis de
elevada emergéncia nos dias atuais, que apresentam em comum a inflamagéao
excessiva em todas as formas de desenvolvimento e progressdo dessas doencgas
(Furman et al., 2019). Nesse contexto, destaca-se a importancia de se identificar
substancias imunomoduladoras que atuem na diminuicdo da concentracao de
citocinas proé-inflamatdrias, consequentemente reduzindo o tempo de inflamagéo e a

probabilidade do surgimento de DCNTs.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades antioxidante, anti-inflamatéria e citotdxica in vitro e
realizar a caracterizacao fitoquimica do extrato aquoso de Ocimum basilicum, visando

investigar seu potencial bioldgico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o teor de fenol e flavonoide do extrato aquoso de Ocimum basilicum;
Realizar a caracterizagao fitoquimica do extrato aquoso de Ocimum basilicum;
Avaliar a atividade antioxidante do extrato aquoso de Ocimum basilicum;
Investigar a citotoxicidade do extrato aquoso de Ocimum basilicum;

AN NI NN

Avaliar a influéncia do extrato aquoso de Ocimum basilicum na producao de

mediadores inflamatorios.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

A coleta da planta foi realizada no municipio de Juiz de Fora, em Agosto de
2022 nas coordenadas [lat: 21° 46’ 38” S, long: 43° 23’ 18” W] e uma amostra da
espécie vegetal inteira foi utilizada na preparagao da exsicata, que foi depositada no
herbario Leopoldo Krieger CESF, na Universidade Federal de Juiz de fora (Ocimum
basilicum — 75408). A planta também possui cadastro no Sistema Nacional de Gestao
do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SisGen
(AE84FB4).

4.2 PREPARO DO EXTRATO VEGETAL

Apdés triagem, as folhas e hastes do manjericdo, em conjunto, foram secas em
estufa a 40°C e trituradas em moinho de facas modelo MA-048® (Marconi
Equipamentos para Laboratério Ltda, Sdo Paulo, Brazil). Em seguida, 5 gramas do
material vegetal foram submetidos a maceracéo estatica utilizando 100 mL de agua
destilada a 40°C durante 1 hora, posteriormente armazenado ao abrigo de luz em
frasco hermeticamente fechado e deixado em contato com o liquido extrator durante
24 horas em temperatura ambiente. O extrato vegetal foi liofilizado (liofilizador Alpha
1-2 LD Plus, Christ) e acondicionado sob refrigeragcdo a -20°C para analises
posteriores. O percentual de rendimento foi de 19,4% para o extrato liofilizado de

Ocimum basilicum.

4.3 IDENTIFICACAO E DOSEAMENTO DOS CONSTITUINTES MAJORITARIOS
DE OCIMUM BASILICUM

4.3.1Teor de fendis totais

A quantificacdo de fendlicos totais foi mensurada a partir da adaptagao da
metodologia de Singleton & Rossi (1965). Para isso, foi preparada uma curva de
calibragdo utilizando-se o acido tanico como substancia padrdo (0,5 mg/mL em
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metanol) com concentragdes finais, que variaram de 0,9 a 30 pg/mL. Posteriormente,
120 pL de Folin Ciocalteau 20% (v/v em agua destilada), 30 yL de amostra (1 mg/mL)
e 100 yL de Carbonato de Sédio 4% (m/v em agua destilada) foram adicionados em
triplicata aos pogos da microplaca de Elisa de 96 pogos, além do branco da amostra.
Em seguida, a microplaca foi armazenada ao abrigo de luz, aguardando-se 30
minutos. A leitura foi realizada a 730 nm (espectrofotdbmetro UV-Vis ThermoScientific
Skanlt® Multiskan GO, software 3,2) e os resultados foram expressos em miligramas

de equivalentes de acido tanico por grama de amostra.

4.3.2 Dosagem de Flavonoide

O teor de flavonoides foi avaliado através da metodologia adaptada de
Miliauskas et al. (2004). Preparou-se uma curva de calibragdo utilizando-se a
quercetina como padrao (1 mg/mL em etanol) com concentragdes finais que variaram
de 0,5 a 50 pg/mL. Sequencialmente, 120 pL de etanol, 40 yL de amostra (2 mg/mL)
e 40 pL de cloreto de aluminio 2% (m/v em etanol com 5% de &cido acético) foram
adicionados em triplicata aos pogos da microplaca de Elisa de 96 pogos, juntamente
com o branco da amostra. Posteriormente a microplaca foi armazenada ao abrigo de
luz, aguardando-se 40 minutos. A leitura da absorbancia foi feita a 415 nm e os
resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de quercetina por grama

de amostra.

4.3.3 Identificagao dos constituintes por UFLC-MS-Q-TOF

A andlise dos fitoconstituintes presentes em OB foi feito através da
cromatografia liquida ultrarrapida acoplada a espectrometria de massa no modo de
ions positivos e negativo usando um equipamento Shi-madzu UFLC (modelo Nexera)
e um espectrdmetro de massa Bruker (modelo QTOF Compact) com fonte de
ionizagao por eletrospray. Como fase movel, foi utilizada agua acidificada com acido

férmico, pH = 3 (fase A) e metanol (fase B), com vazao de inje¢do de 0,4 mL/min e
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tempo de corrida de 12 min. A coluna utilizada foi do tipo Kinetex 2,6 um, C18-100A,
com dimensdes de 100 mm x 3,0 mm.

A corrida cromatografica comegou com 40% da fase B, aumentando para 70%
aos 12,20 min e 95% aos 15,70 min. Posteriormente, a fase mével foi devolvida a 40%
B aos 17,20 min para reequilibrar a coluna, seguindo até 18,50 min, com término em
20 min. As condigdes de ionizagado foram definidas da seguinte forma: voltagem de
eletrospray da fonte de ions de 40V, voltagem capilar de 4500 V e temperatura capilar
de 220 °C. A aquisigdo de massa de varredura completa foi realizada por varredura
de 100 a 1000 m/z.

A comparacédo do perfil de fragmentagdo dos constituintes presentes no
extrato foi feita por meio do banco de dados Wiley e dados da literatura. A analise foi
realizada em colaboracdo com a Fiocruz através da Plataforma de Métodos Analiticos

de Farmanguinhos/Fiocruz.

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As analises das atividades antioxidantes foram avaliadas pelos métodos de
sequestro de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), sistema -
caroteno/acido linoleico e pelo ensaio baseado em fluorescéncia para espécies

reativas de oxigénio - ORAC, cujas metodologias sdo representadas a seguir.

4.4.1 Sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

O ensaio antioxidante reproduzido pelo método de sequestro do radical livre
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) consiste na avaliagdo da capacidade de uma
substancia em reduzir o radical livre através da transferéncia de elétrons (lonita, 2021;
Huang et al., 2005).

A avaliagdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH foi realizada
conforme metodologia adaptada de Brand-Williams et al. (1995). As concentragdes
finais da amostra analisada, em pg/mL, foram: 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81,
3,90; 1,95; 0,97 e 0,49. Em uma microplaca de 96 pocos para Elisa foram transferidos,
em triplicata, 100 uL de amostra, seguido da adicdo de 50 uL de metanol nos pogos
laterais. Posteriormente, 50 uL de amostra foram retirados da primeira fileira e

realizada a diluicdo seriada nos po¢os subsequentes. Sequencialmente, 150 uL do
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radical livre DPPH foram adicionados nos pogos contendo amostra + metanol, exceto
no branco da amostra. Por fim, a placa foi incubada ao abrigo de luz, em temperatura
ambiente, durante 30 minutos.

A leitura da absorbancia foi feita no comprimento de onda de 517 nm. O
controle negativo consistiu de metanol + DPPH, o qual apresenta 100% da oxidagéo
e 0 branco do teste continha apenas metanol. A quercetina foi utilizada como controle
positivo e o branco da amostra continha amostra + metanol. O resultado foi expresso
no valor médio da concentragédo inibitéria média (Clso) £ desvio padrdo e pelo

percentual de inibicdo, conforme equagao a seguir:

% Inlblgﬁo = AbSconAtli;)]e' Absamostra <100
Scontrole

Equagao 1 - Calculo para o percentual de inibicdo. Legenda: Abscontrole: @absorbancia do
controle; Absamostra: @bsorbancia da amostra.
Fonte: Brand-Williams et al., 1995.

4.4.2 Sistema B-caroteno/acido linoleico

A avaliacao da atividade antioxidante pelo sistema [3-caroteno/acido linoleico
foi realizada conforme metodologia descrita por Marco (1968) e modificada por Miller
(1971). As concentragdes finais da amostra analisada, em pg/mL, foram: 38,46; 19,23;
9,61; 4,8; 2,4 e 1,2. Inicialmente foi preparada uma emulsdo contendo 100 uL -
caroteno (10 mg/mL), 30 pL de acido linoleico, 265 pL de Tween40 e 500 pL de
diclorometano. Aplicou-se nitrogénio gasoso para secagem do solvente e adicionou-
se 40 mL de agua destilada saturada com oxigénio. Apds essa etapa, 240 pL da
emulsao foram transferidos para microplaca para Elisa de 96 pocos e adicionados 10
ML das amostras nas devidas concentragdes em triplicata. A absorbancia foi ajustada
entre os valores de 0,6 e 0,7 em espectrofotometro UV-Vis (ThermoScientific Skanlt®
Multiskan GO, software 3,2) avaliada a 470 nm, a cada 15 minutos, durante 120
minutos a 45°C. O controle negativo consistiu da emulsao + metanol, o qual apresenta
100% da oxidagao. A quercetina foi utilizada como controle positivo e o branco da

amostra continha amostra + metanol. O resultado foi expresso a partir da curva de
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oxidagado que representa o decaimento da absorbéncia do B-caroteno ao longo do
tempo.

Além disso, o estudo cinético da atividade antioxidante das especiarias foi
estimado pelo método das tangentes descrito por Yanishilieva & Marinova (1995).
Denomina-se fator 1 a relagéo entre as tangentes das curvas cinéticas da amostra -
composto pelo meio reacional mais o extrato -, e o controle sem o antioxidante. Esse
valor representa a eficiéncia do antioxidante em bloquear as reagdes iniciais de
oxidagao (15 — 45 minutos) através da interagdo com os radicais peroxidos. A férmula

da operagéo é representada a seguir:

_ tangente do extrato (15 — 45 min)
" tangente do controle (15 — 45 min)

Equacao 2 - Calculo para avaliar a capacidade de bloqueio da formagao de peroxidos.
Fonte: Yanishilieva & Marinova (1995).

Na segunda parte da curva (entre 75 — 105 min) é medida a possibilidade do
antioxidante de participar de outras reac¢des (degradacao de perdxidos) durante o
processo oxidativo, cujo resultado é designado de fator 2. A férmula da operacgéo é

demonstrada a seguir:

_ tangente do extrato (75 — 105 min)
"~ tangente do controle (75 — 105 min)

Equacao 3 - Calculo para avaliar a capacidade de bloqueio dos produtos da decomposigéo
dos peréxidos.
Fonte: Yanishilieva & Marinova (1995).
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4.4.3 Ensaio baseado em fluorescéncia para espécies reativas de oxigénio —
ORAC

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método ORAC foi realizada
conforme metodologia adaptada de Glazer et al. (1990). As concentragdes finais da
amostra analisada, em ug/mL, foram: 62,5; 37,5; 12,5; 6,25 e 3,125. Inicialmente, 300
ML de agua destilada foram transferidas para os pogos extremos da microplaca para
Elisa de 96 pogos. Foram adicionados 25 yL de amostra nas devidas concentragdes,
em triplicata, nos pogos subsequentes. Em seguida, 150 yL de fluoresceina foram
inseridos em todos os pocgos, exceto no branco da amostra. Posteriormente a placa
foi incubada durante 30 minutos a 37°C. Apds esse tempo, 25 uL de AAPH (2,2-
azobis) foram adicionados em todos o0s pogos, exceto nos brancos e realizada
agitagcao por 10 segundos no leitor de microplacas. A leitura da fluorescéncia foi
realizada no modo cinético com filtro de excitagcao de 485 nm e emissao de 538 nm,
durante 60 minutos. O controle negativo consistiu de tampao fosfato + fluoresceina, o
qual apresenta 100% da oxidacao. O trolox foi utilizado como controle positivo e o
branco da amostra continha amostra + tampao fosfato. Os resultados foram expressos
a partir do valor médio de Clso £ desvio padrao e pelo decaimento da fluorescéncia ao
longo do tempo.

4.5 VIABILIDADE CELULAR E ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO

4.5.1 Linhagens celulares

No presente estudo foram utilizados macréfagos murinos da linhagem
J774A.1 (ATCC® TIB-67) obtida comercialmente do Banco de Células do Rio de
Janeiro e fibroblastos murinos da linhagem L929 (ATCC® CCL-1) do estoque do
laboratério.
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4.5.2 Cultura de células

As células foram mantidas criopreservadas (vapor de nitrogénio liquido) em
meio de congelamento composto por 95% de SFB (Gibco) e 5% de DMSO (Synthy)
até o momento do uso. Para o cultivo, as células foram descongeladas, transferidas
para tubos coénicos (Kasvi) contendo 15 mL de meio RPMI-1640 e centrifugadas a
1000 rpm por 10 minutos a 4°C. Apds a centrifugacao, o pellet foi ressuspendido em
1 mL de meio RPMI completo (10% de Soro Fetal Bovino - SFB), 100 U/mL de
penicilina; 1ug/mL de estreptomicina e 0,1% de 2-mercaptoetanol). Em seguida, as
células foram transferidas para garrafas de cultura de 25 cm? (Kasvi) e incubadas em
estufa a temperatura de 37°C com atmosfera de 5% de CO». A cada dois ou trés dias,
realizou-se a troca do meio de cultura. As células foram monitoradas até alcangarem
confluéncia de aproximadamente 80%, quando entao foram transferidas para garrafas
maiores (75 cm?) e cultivadas nas mesmas condigdes. Tendo em vista que as
linhagens utilizadas no estudo sdo aderentes, houve a necessidade de realizar o
desprendimento destas células antes da transferéncia para garrafas maiores. Para
isso, as células J774A.1 foram raspadas com auxilio de um raspador plastico (cell
scraper — Sartedt) enquanto para as células L929 utilizou-se uma solugao de tripsina-
EDTA (0,25%; Gibco) por 3 a 5 minutos a 37 °C. Novamente, as células foram
incubadas (37°C, 5% CO3) até atingir a confluéncia de 80% quando entéao realizou-se

0S ensaios.

4.5.3 Preparo do Extrato

O extrato foi solubilizado em meio Roswell Park Memorial Medium
(RPMI1)1640 (Gibco) de forma a obter a solugéo estoque. Em seguida, esta solugéo
foi filtrada em filtros de 0,22uM (Jet Biofil) de forma a remover particulas, bem como
possiveis contaminagdes. Para atingir as concentragdes de uso, a solugdo estoque
foi diluida em meio RPMI suplementado (5% de Soro Fetal Bovino (Gibco), 100U/mL

de penicilina e 1ug/mL de estreptomicina - Gibco).
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4.5.4 Avaliagao da viabilidade celular

A determinagao da influéncia do extrato na viabilidade celular foi realizada
segundo os padrdes da ISO 10993-5:2009. Células L929 foram cultivadas até atingir
a confluéncia necessaria e removidas, conforme previamente descrito. Em seguida, o
numero de células viaveis foi determinado em cédmara de Neubauer, utilizando-se o
corante Azul de Tripan (Sigma) e transferidas para placas de 96 pogos de fundo chato
(Kasvi), na concentragdo de 1x10* células por poco. As células foram entdo incubadas
por 24 horas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO..

A segunda etapa do ensaio consistiu na remogao do meio de cultura presente,
com consequente retirada de células mortas, e adicdo de 100 yL de meio RPMI
completo (com 5% SFB) e 100uL dos extratos, perfazendo seis diferentes
concentragdes (400, 200, 100, 50, 25, 12,5 uyg/mL) em sextuplicata. Todas as placas
continham controles nao tratados (apenas meio de cultura).

Apds 24 horas de incubagédo, o sobrenadante foi removido e adicionou-se 50
ML da solugédo de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio -
Thermo Fischer Scientific) solubilizado em RPMI (1 mg/mL). A placa foi incubada por
um periodo adicional de 2 horas (37°C, 5%CO.). Ao final deste intervalo, o
sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan foram ressuspendidos em
DMSO (Dinédmica). A absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro (SpectraMax
M2, Molecular Devices, EUA) a 595 nm. Para calcular a viabilidade foi utilizada a

equacao mostrada abaixo:

100 x DOxosyy

Viabilidade(%) = D0
595CTe

Equacgao 4 — Calculo do percentual de viabilidade. Legenda: DOsgss: valor da densidade o6ptica
das amostras testadas; DOsescre: Valor médio da densidade 6ptica do controle néo tratado.
Fonte: ISO 10993-5: 2009.
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4.5.5 Determinacgao da producao de 6xido nitrico

A determinacdo da producdo de Oxido Nitrico (NO) foi realizada de maneira
indireta, avaliando-se a concentragao de nitrito (NO2’) no sobrenadante das culturas
de células J77A.1 através da Reacao de Griess. Para isso, células J774A.1 foram
plaqueadas conforme descrito previamente, na concentracéo de 5x10* células/pogo.
Apdbs 24 horas de incubagao, o meio foi removido e as células foram estimuladas com
0,1ug/mL de LPS de Escherichia coli (Sigma-Aldrich®) juntamente com 0,9 ng/mL da
citocina interferon-y (IFN-y) por 60 minutos, quando ent&o procedeu-se os tratamentos
com 50uL do extrato nas concentragcdes desejadas. Apds 48 horas de incubagao os
sobrenadantes foram coletados e a concentragdo de nitrito determinada conforme
descrito abaixo. Em todas as analises, a viabilidade celular também foi determinada
nestas células (teste de MTT conforme previamente descrito), de forma a excluir
fatores externos.

Para determinar a concentracao de nitrito, 50 yL os sobrenadantes das
culturas de células foram plaqueados (50uL /pogo) em placas de 96 pogos de fundo
chato. Em seguida adicionou-se 50uL do reagente de Griess (Sulfanilamida 1% e alfa-
naftiletilenodiamina 0,1%). Apds 10 minutos de incubagao a temperatura ambiente, foi
realizada a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro a 540 nm. A quantidade
de nitrito (NO2) nas amostras foi calculada por meio de uma curva padrao de uma
solugao de nitrito de sddio (NaNO2) (Guevara et al., 1998). O ensaio foi realizado em

quadruplicata e os resultados expressos em M.

4.5.5Dosagem de Citocinas

Para a determinacdo da producao de citocinas, células J774A.1 foram
cultivadas e plaqueadas conforme descrito previamente, na concentragdo de 5x10*
células/pogo. Em seguida, as células foram estimuladas com 1 ug/mL de LPS de
Escherichia coli (Sigma-Aldrich) e incubadas por uma hora (37°C, 5%CO2). Apos o
periodo de incubagdo, as células foram tratadas com 50uL do extrato nas

concentragdes desejadas. Apos 24 (TNF-a) ou 48 horas (IL-6, IL-12) do tratamento, o
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sobrenadante foi coletado e a concentragdo de citocinas determinada por ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) do tipo sanduiche, usando kits comerciais
(Becton & Dickinson Company), conforme protocolo do fabricante. O ensaio foi
realizado em quadruplicada, sendo repetido por, no minimo, duas vezes. Os

resultados foram expressos em pg/mL.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo. A analise
estatistica dos dados foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 8 (verséo
8.0, GraphPad Software Inc.), por meio na analise de variancia (ANOVA), seguido
pelo pés-teste de Tukey. As diferengcas foram consideradas estatisticamente

significativas com p < 0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FENOLICOS TOTAIS E TEOR DE FLAVONOIDES

Os valores correspondentes ao conteudo de fendlicos totais e flavonoides

estao representados na tabela 2.

Tabela 2 - Analise de fenois totais e teor de flavonoide

Fendlicos Totais (mg de equivalentes Teor de Flavonoides (mg de
de acido tanico/g de amostra) equivalentes de quercetinal/g de
amostra)
Ocimum Basilicum 121,34 + 8,40 Ocimum basilicum 6,17 £ 0,58

Valores expressos em média + desvio padrao (n=3).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A partir desses resultados é possivel observar uma quantidade reduzida de

flavonoide no extrato aquoso de OB, sugerindo a presenga de outras classes de
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compostos fenélicos na amostra. Sabe-se que a producao de metabdlitos secundarios
pelas plantas ocorre a partir de condicbes que possam colocar em risco a
sobrevivéncia e a perpetuacéo da espécie vegetal (Yang et al., 2018). Dessa forma,
estudos relatam que a sintese de compostos fendlicos, em especial de flavonoides, é
favorecida em condigcdes de alta incidéncia solar, pois a radiacao ultravioleta e
temperaturas elevadas sédo fontes de estresse ambiental. Ferrera et al. (2016)
mostraram uma producdo 4,5 vezes maior de flavonoides no verdo, quando
comparada a estagdo de outono. Dessa forma, uma provavel explicagdo para uma
quantificacao diminuida de flavonoides no extrato aquoso de OB poderia ser a estacao
do ano na qual houve a coleta da planta.

O consumo de alimentos fontes de fitoquimicos tem apresentado efeitos
promissores que diz respeito as propriedades biolégicas observadas em relagao as
doencgas crbénicas ndo transmissiveis e esses beneficios podem ser atribuidos a
presenca dos compostos fendlicos como acidos fendlicos e flavonoides, por exemplo.
Nesse sentido, Naz et al. (2023) atribuiram a presenga de polifendis aos efeitos
antihiperglicémicos a partir de estudos utilizando modelos in vitro e in vivo. Dentre os
mecanismos de acido observados pode-se listar a inibicao das enzimas a-amilase e
a-glicosidase relacionadas a absor¢éo de carboidratos, regulacédo da secrecao e
sinalizagao de insulina, estimulo a proliferagao de células B-pancreaticas, manutengao
da saude intestinal, modulagédo do sistema imunolégico e inibicdo da formagao de
produtos finais de glicagdo avangada.

Ibrahim et al. (2019) avaliaram o efeito protetor do extrato aquoso de Ocimum
basilicum na indugao de lesdo testicular em ratos, realizou uma triagem fitoquimica e
quantificou o conteudo de fendlicos totais e flavonoides. Os valores observados nessa
pesquisa foram similares aos observados no presente estudo, diferindo de forma mais
notavel na dosagem de flavonoides.

E importante considerar que a constituicdo fitoquimica sofre influéncia de
varios fatores como espécie, area geografica, época de colheita, parte anatébmica da
planta, clima, solo, incidéncia solar, armazenamento, tipo de extragéo, etc. (Firenzuoli
& Gori, 2007) e esses determinantes podem justificar as diferengas observadas em
relagao aos estudos.

Nesse mesmo contexto, Kaurinovic et al. (2011) realizaram uma investigagao
arespeito das atividades antioxidantes de diferentes extratos de plantas com diversos

solventes, dentre eles destaca-se o extrato aquoso de Ocimum basilicum, que
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comparativamente apresentou concentragées semelhante referentes a fendlicos totais
e flavonoides. Os autores fizeram uma correlacao entre os teores de fendis e
flavonoides com a capacidade antioxidante dos extratos e sugeriram que a quantidade
de metabdlitos secundarios nao é um fator que deve ser considerado exclusivamente
determinante para justificar a atividade antioxidante dos extratos, mas os tipos de
compostos bioativos presentes sao também fundamentais para determinar a
efetividade biolégica, que mesmo em concentragdes reduzidas, podem apresentar
efeitos promissores.

Por outro lado, Nadeem et al. (2022) investigaram a toxicidade, a atividade
antioxidante e o perfil fitoquimico de diferentes extratos de Ocimum basilicum e dentre
os resultados encontrados, a quantidade de flavonoide do extrato aquoso foi similar
com o valor observado neste trabalho (6,49 mg de equivalentes de quercetina/g de
amostra), embora a concentragcao de fendlicos totais tenha sido expressivamente
inferior.

Outro estudo investigou as atividades biolégicas de algumas plantas do
género Ocimum através da extragdo comparativa com diferentes solventes. Em
relacdo aos outros solventes avaliados (acetona, metanol e etanol), Sharma et al.
(2022) notou que o extrato aquoso da espécie Ocimum basilicium foi o que apresentou
menor conteudo de fendis e flavonoides e coincidentemente exibiu valor semelhante
de fendlicos totais em relagado ao notado nesta pesquisa (168 mg de equivalentes de
acido galico/g de amostra). Essa quantificagdo inferior pode ser justificada pela
polaridade do solvente, visto que os fitoconstituintes presentes em caules e folhas
possuem natureza mais apolar e a utilizacao de solventes como etanol e metanol
podem favorecer a extracdo de determinadas substancias (Eloff, 2019).

Dudonné et al. (2009) fizeram um estudo comparativo entre diferentes
técnicas para avaliagdo da atividade antioxidante de diversos trinta extratos aquosos
de plantas, destacando a importancia do conteido de compostos fendlicos para
justificar as propriedades apresentadas pelas plantas avaliadas, explicando que a
presenca de hidroxilas é responsavel pela formacgao de radicais fenoxil estabilizados
por ressonancia. Os autores destacaram também a relevancia da avaliacdo da
atividade biolégica de extratos aquosos e sua aplicabilidade na produgdo de
nutracéuticos e conservantes alimentares, visto que sdo mais seguros para o uso

humano.
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5.2 CARACTERIZACAO DOS CONSTITUINTES POR UFLC-MS-Q-TOF

Observa-se na Tabela 3 que a maioria dos compostos presentes no extrato
aquoso de Ocimum basilicum sao acidos fendlicos e apenas dois flavonoides foram
caracterizados. Todas as substincias anotadas foram determinadas por razao
massal/carga (m/z) do ion molecular e dos fragmentos nos modos positivos e
negativos, seguido da comparagédo a partir de trabalhos na literatura avaliando a
mesma espécie de planta.

No tempo de retengado de 1,1 minuto, o acido p-hidroxibenzoico mostrou m/z
2941551 [M + H]" e 175,1079 [M + CII" no modo positivo. O acido quinico foi
encontrado no modo negativo com m/z de 191,0582, seguido do acido chicdrico
identificado no modo positivo e m/z de 513,1374. A rutina, um dos flavonoides
caracterizados, apresentou-se no modo positivo com m/z de 609,1481. Outros
polifenois anotados foram os acidos clorogénico (Tr = 2,9; m/z = 355,1684), caftarico
(Tr =3,9; m/z = 349,1207), galico (Tr = 4,6; m/z = 193,1167), ferulico (Tr = 5,2; m/z =
231,1310) e rosmarinico (Tr = 8,0; m/z = 329,1939). Por fim, no tempo de retencéo de

10,4 minutos foi encontrada a quercetina com m/z de 339,2029.



49

Tabela 3 - Identificagdo dos compostos do extrato aquoso de Ocimum basilicum por UFLC-MS-Q-TOF. Tempo de retencao por minuto (TR),

modos negativo e positivo [M-H] / [M-H]*, massa dos fragmentos do ion molecular MS? [M-H] e [M+H]*, compostos identificados e referéncias.

N° Tr Modo Fragmentagao Compostos Referéncias
(min) Caracterizados
1 1,1 [M+H]* 294,1551 [2M + NHa]*; Acido p-hidroxibenzoico Housse et al., 2023
175,1079 [M + CIT;

2 14 [M-HJ 191.0582 [M — HT; Acido quinico Fernandes et al., 2019

3 1,6 [M+H]* 513,1374 [M + K]*; Acido chicérico Ibrahim et al., 2020

4 2,3 [M-HJ 609,1481 [M — HJ; Rutina Housse et al., 2023; Ibrahim et al., 2020; Ullah et

523,2349 [M - H - CO2- COJ; al., 2022

5 2,9 [M+H]* 355,1684 [M + H]; Acido clorogénico Ibrahim et al., 2020

6 3,9 [M+H]* 349,1207 [M + CIJ; Acido caftarico Ibrahim et al., 2020

7 4,6 [M+H]* 193,1167 [M + Na]*; Acido galico Housse et al., 2023; Ullah et al., 2022

8 5,2 [M+H]* 231,1310 [M + CIJ; Acido ferulico Ibrahim et al., 2020

9 8,0 [M+H]* 329,1939 [M + K]; Acido rosmarinico Housse et al., 2023; Nadeen et al., 2022; Ullah et
al., 2022

10 104 [M-HJ 339,2029 [M + CIT; Quercetina Housse et al., 2023; Ibrahim et al., 2020; Ullah et
al., 2022

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Condizente com os resultados de fendis e flavonoides obtidos previamente,
na caracterizacido do extrato de OB, foi possivel observar que o conteludo de
flavonoides na amostra apresentou-se pouco expressivo e que a presencga de acidos
fendlicos prevaleceu. Nesse contexto, todos os metabdlitos secundarios
caracterizados apresentam atividades biolégicas descritas na literatura.

Os fitoquimicos sao produzidos por espécies vegetais com multiplas
finalidades, que vao desde a prote¢cao da planta contra estresse ambiental e agentes
predadores, a atragdo de polinizadores para germinagao e dispersdo de sementes
(Martinez et al., 2017). Na saude humana, as funcionalidades também sao amplas e
varias pesquisas relatam efeitos benéficos relacionado ao consumo de substancias
bioativas (Kussmann et al., 2023; Sorrenti et al., 2023).

Apds a quantificagao do teor de fendlicos totais e flavonoides foi realizada a
caracterizagao dos fitoconstituintes empregando o método de cromatografia liquida
de alta eficiéncia associado a espectrometria de massas (UFLC-MS-Q-TOF). Foram
caracterizados dez compostos, sendo eles os acidos fénilocos p-hidrozibenzoico,
quinico, chicdrico, clorogénico, caftarico, galico, ferulico e rosmarinico; além dos
flavonoides rutina e quercetina.

Amplamente distribuido em fontes alimentares, o acido p-hidroxibenzoico é
um composto fendlico que apresenta diversos efeitos positivos a saude, exercendo
atividade antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatéria, antiaterogénica, além de atuar
como agente antimutagénico e hipoglicemiante (Kalinowska et al., 2021; Manuja et
al., 2013;), atraindo, dessa forma, o interesse de industrias nas areas de tecnologia
de alimentos, suplementos alimentares e medicamentos (Gong & Zha, 2022).

O &cido quinico é encontrado em uma variedade de alimentos como batata,
cenoura, tomate e café e alguns estudos destacam suas propriedades anti-
inflamatérias e antivirais (Zanello et al., 2015; Zeng et al., 2009). O acido chicérico &
um derivado do acido cafeico, sendo bastante utilizado no ambito medicinal, quimico
e agricola. Seus efeitos na saude baseiam-se na sua atuacdo como agente
hipoglicemiante, hipolipemiante, antienvelhecimento, antioxidante, anti-inflamatério e
contra afecgdes do trato gastrointestinal (Yang et al., 2022).

Outro acido fenolico observado no extrato foi o acido clorogénico, cuja fonte
mais abundante é o café verde. A utilizacdo deste metabdlito confere protecao ao

sistema renal, hepatico e nervoso, somado as suas atividades antioxidante,
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antitumoral, antimicrobiana, anti-inflamatéria, hipoglicemiantes e reguladora do
metabolismo lipidico (Wang et al., 2022).

Com excegao do acido galico que é derivado do &cido hidrozibenzoico, os
acidos caftarico, rosmarinico e ferulico sdo derivados do &cido hidroxicinadmico e
conjuntamente apresentam atividades biolégicas bem consolidadas, seja em estudos
in vitro e in vivo. Estudos demonstram atividade imunomoduladora, atuacao
promissora em doencas de carater metabdlico como obesidade e sindrome
metabdlica, além da redugdo de marcadores de estresse oxidativo ao mesmo tempo
que complementa o sistema antioxidante enddégeno (Kahkeshani et al., 2019).
Presente em altas concentragdes na semente e no suco de uva, o acido caftarico é
utilizado com propriedades hipoglicemiante e anti-hipertensiva. Estudos em modelo
animal sugerem atividade antimutagénica e quimipreventiva (Koriem, 2020). O &cido
rosmarinico esta presente em uma variedade de plantas da familia Laminaceae e suas
aplicagdes sao relevantes em disturbios alérgicos, osteoartriticos e dermatoldgicos,
além de seus efeitos em doengas metabdlicas (Hitl et al., 2021). O acido ferulico
apresenta atividade antiplaquetaria, atuando no combate aos radicais livres,
inflamacgao e processos fibréticos, além de apresentar efeitos antiapoptéticos (Li et al.,
2021).

Por fim, a quercetina e a rutina sdo dois flavonoides que estao inseridos no
subgrupo dos flavonols, sendo a rutina um glicosideo da quercetina. A rutina
apresenta propriedades antifungica, antimicrobiana e antialérgica (Negahdari et al.,
2021), enquanto pesquisas inferem que a quercetina exerga protegao cardiovascular,
além de atuar contra toxicidade de micotoxinas e no tratamento da imunossupressao
(Yang et al., 2020). Ambas compartilham efeitos contra o estresse oxidativo e

inflamacao.

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A andlise do percentual de inibicdo foi avaliada e a partir do que esta
representado na Figura 3, sendo possivel verificar que entre as concentragdes de 250
a 31,25 yg/mL o extrato aquoso de OB apresentou percentual de inibigdo superior a
90% e estatisticamente igual a quercetina (p<0,05). Os percentuais de inibicao

apresentaram decaimento em seus valores conforme a reducdo das concentracdes
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do extrato, diferentemente da quercetina, que sé apresentou redugcdo em seu
percentual de inibicdo a partir da penultima concentragéo (0,98 ug/mL).

E interessante notar, que mesmo ap6s diluigdo, o percentual de inibicdo do
extrato aquoso de OB manteve-se constante a partir da concentragéo de 7,81 pg/mL,
apresentando capacidade de inibicdo acima de 40% mesmo na concentracdo mais
reduzida de 0,49 pg/mL.

Figura 3 — Percentuais de inibicdo do radical livre DPPH pelo extrato aquoso de Ocimum
basilicum e quercetina em diferentes concentracgoes.
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Diferencas estatistica em relagdo ao controle positivo quercetina séo representadas por letras
diferentes (p < 0,05). ANOVA seguido de teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Além do percentual de inibicdo, outra forma de representar os resultados de
atividade antioxidante é baseado no valor de Clso, que equivale a concentracado de
uma substancia necessaria para promover a inibicdo do radical livre em 50%
(Swinney, 2011). De acordo com a Tabela 4, observa-se que ndo houve diferenca

estatistica entre o extrato e a substancia de referéncia, evidenciando que em
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pequenas concentragoes o extrato aquoso de OB foi efetivo em inibir pela metade a

concentracao do radical.

Tabela 4 — Avaliagdo da atividade antioxidante do extrato aquoso de OB e quercetina,
através do meétodo de inibicdo do radical livre DPPH. Resultados expressos em valores
de Clso.

DPPH - Clso (ug/mL)
Quercetina 0,20 + 0,032

Ocimum basilicum 2,78 +0,612

Valores expressos em média + desvio padrao (n=3). Médias com letras iguais nao diferem
estatisticamente (p<0,05). ANOVA seguido de teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Substancias com propriedades antioxidantes sdo de extrema importancia
visto que possuem atuagao na neutralizagéo e eliminagao de espécies reativas. Nesse
sentido, é relevante pensar na notabilidade do consumo de alimentos com
propriedades antioxidantes contrapondo a grande tendéncia ao surgimento de DCNT,
uma vez que a sua incorporacao a dieta potencializa o sistema de defesa antioxidante
enzimatico no combate aos radicais livres e atua contra o processo de estresse
oxidativo que ocorre de forma comum em todas essas doengas crénicas (Phillips et
al., 2019).

Kashino et al. (2019) conduziram um estudo de coorte prospectivo com a
populagao japonesa e chegaram a conclusédo de que a capacidade antioxidante n&o
enzimatica, ou seja, o conteudo de antioxidantes obtidos por meio da alimentagao
apresentou correlacdo inversa com o risco de mortalidade por doencas
cardiovasculares, sugerindo que quanto maior o consumo de alimentos com potencial
antioxidante, maior é o efeito cardioprotetor.

De acordo com Yamauchi et al. (2024) existem trés mecanismos possiveis de
estabilizar o radical livre DPPH, os quais sdo mostrados na Figura 4. A primeira
possibilidade compreende a capacidade da substancia antioxidante em doar um unico
elétron seguido da transferéncia de um préton (a); a segunda opgao consiste na

doagdo de um atomo de hidrogénio; e o terceiro mecanismo € a transferéncia
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sequencial de elétrons por perda de prétons (c). O tipo de reacéo estabilizadora é

influenciado por varios fatores como perfil antioxidante, pH, solvente, dentre outros.

Figura 4: Mecanismos de agido na redugao do radical livre estavel 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH)
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Fonte: Yamauchi et al. (2024).

Um estudo de Elansary & Mahmoudc (2015) avaliaram a atividade
antioxidante e antiproliferativa de seis diferentes cultivares de manjericao, dentre elas,
o extrato aquoso e metandlico de Ocimum basilicum. Curiosamente, os percentuais
de inibicao do extrato aquoso foram menores quando comparados aos Nnossos
resultados, diferenga que poderia ser justificada pela forma de extragdo. No trabalho
citado, os autores realizaram a infusdo da planta e o0 emprego de temperaturas mais
elevadas pode ter sido um dos fatores responsaveis pela degradagéo de substancias
com propriedades bioativas. Santos & Tonin (2019) estudaram a influéncia da
temperatura de secagem e tipo de solvente extrator na capacidade antioxidante de
uma determinada substancia e observaram reducido da atividade antioxidante
dependente da temperatura, mas auséncia da influéncia desta sobre o conteudo de
flavonoides, embasando a justificativa de que nao apenas a concentragdo da

substancia tem papel importante na atividade biolégica, como também o tipo de
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fitoconstituinte presente no extrato produzido e a metodologia utilizada para avaliagao

das propriedades bioldgicas.

A analise da atividade antioxidante do extrato aquoso de OB também foi
avaliada pelo ensaio baseado na capacidade de absorgao de radical oxigénio (ORAC),
metodologia muito utilizada na analise de alimentos. Nesse teste, é observado, a partir
de parametros cinéticos, a capacidade da substancia avaliada em inibir a propagacgao
de radicais peroxil - a medida que a reagao progride, mais antioxidante € consumido,
visto que a geragdo de radicais apresenta fluxo constante. Quanto menor a
capacidade de inibir a formagdo de radicais peroxil gerados pela decomposi¢céo
térmica de um composto azo (AAPH), maior a intensidade de decaimento da
fluorescéncia, maior a oxidacdo e, consequentemente, menor a capacidade

antioxidante da substancia testada (Carvalho et al., 2023; Huang et al., 2005).

Conforme observado na Tabela 5, a atividade antioxidante do extrato foi
menor quando comparado ao controle positivo Trolox, um analogo soluvel da vitamina
E.

Tabela 5 — Avaliagdo da atividade antioxidante do extrato aquoso de OB e trolox, através do
ensaio baseado na capacidade de absorgdo do radical oxigénio (ORAC). Resultados

expressos em valores de Clso.

Clso (pglmL)
ORAC
Trolox 4,48 + 0,732

Ocimum basilicum 10,03 + 0,21°

Valores expressos em média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras iguais nado diferem
estatisticamente (p<0,05). ANOVA seguido de teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Por outro lado, através da observacado da area sobre a curva de decaimendo

da fluorescéncia representada na Figura 5, € possivel reparar a capacidade do extrato
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em manter a fluorescéncia do sistema ao longo do tempo de forma muito semelhante

ao trolox, nao diferindo do controle positivo ao longo dos 60 minutos do teste.

Figura 5 — Perfil de decaimento da fluorescéncia avaliada com filtro de excitagdo de 485 nm

e emissao de 538 nm, durante 60 minutos.
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Atividade antioxidante do extrato aquoso de Ocimum basilicum e trolox por meio da
preservacgao da fluorescéncia ao longo de 60 minutos. Valores expressos em média + desvio
padrao (n=3). Médias com letras iguais nao diferem estatisticamente (p<0,05). ANOVA de
duas vias seguido de teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Carvalho et al. (2023) indicaram formas de interpretacdo de dados do ORAC
em seus estudos, onde foram apresentados a dindmica de eliminagao dos radicais
gerados no sistema e a comparagao do uso de diferentes controles positivos ma
eficiéncia da analise. Um dos pontos discutidos na pesquisa referiu-se a importancia
de considerar a diferenga entre o comportamento de compostos puros e matriz
alimentar complexa, enfatizando que os resultados podem diferir mesmo se tratando
do mesmo sistema, levando a subestimacdao da capacidade antioxidante da
substancia avaliada quando esta € uma mistura de compostos. Essa consideracao
pode aplicar-se ao extrato aquoso bruto de OB, que apresentou atividade antioxidante

inferior ao Trolox comparando-se os valores de Clso.

Besaid et al. (2022) realizaram um estudo comparativo relacionado ao
conteldo de fendlicos, capacidade antioxidante, caracterizacdo fitoquimica e
potencial imunomodulador entre os extratos aquoso e etandlico de folhas e caules de
Ocimum basilicum. Os extratos etandlicos de folhas e caules apresentaram resultados
da atividade antioxidante pelo método ORAC superiores aos extratos aquosos de
ambas as partes da planta, ao mesmo tempo que o extrato etandlico das folhas e
aquoso dos caules tiveram teores mais elevados de compostos fendlicos. Os autores
justificaram as diferengas observadas devido as fungdes metabdlicas distintas
associadas a determinadas partes especificas da planta, além da consideracido da
presenca de variaveis externas como condi¢des climaticas, periodo do ano, solvente

utilizado e demais fatores ja mencionados anteriormente.

A atividade antioxidante de uma determinada substancia sofre influéncia de
varios fatores ja mencionados anteriormente, abrangendo desde fatores ambientais a
tipos diferentes de metodologias. Dessa forma, uma revisdo de Frankel & Meyer
(2000) evidenciou a importancia de se avaliar de forma unidimensional a atividade
antioxidante de um composto, utilizar de técnicas adicionais de forma a abranger
condicdes que incluam testar diversas condicbes de oxidacdo, mimetizar processos
biolégicos, mensurar produtos iniciais e finais de oxidag&o, utilizar as mesmas
concentracoes entre extrato e substancia padrao a nivel de comparacao da atividade
antioxidante e expressar os resultados de diferentes formas. Por isso, outra forma de
avaliar a capacidade antioxidante do extrato de manjericéo foi analisada pelo sistema
B-caroteno/acido linoleico, técnica que avalia a capacidade da amostra testada de

inibir os radicais livres gerados durante a peroxidacgao lipidica do acido linoleico.
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Portanto, trata-se de uma técnica espectrofotométrica que analisa a eficiéncia
da amostra em proteger o substrato lipidico da oxidagao do -caroteno, induzida pelos
produtos de degradagéo do acido linoleico (Miller, 1971; Marco,1968). Dessa forma,
quanto maior a degradagéo oxidativa do acido linoleico maior a descoloragéo do j-

caroteno, reduzindo a absorbancia do teste.

A Figura 6 apresenta o percentual de inibicdo de acordo com as
concentragcdes testadas, indicando uma atividade acima de 50% na maior

concentracao, porém inferior a quercetina em todas as concentragoes.

Figura 6 - Percentual de inibicdo do extrato aquoso de Ocimum basilicum e
quercetina em diferentes concentragdes.
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Legenda: Diferengas estatistica em relagcao ao controle positivo quercetina sdo representadas
por letras diferentes (p < 0,05). ANOVA seguido de teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A Figura 7 apresenta a oxidacdo do B-caroteno durante 120 minutos. E
possivel observar atividade antioxidante de Ocimum basilicum semelhante a
quercetina, justificada pelo baixo decaimento da absorbancia ao longo do tempo,

evidenciando a capacidade do extrato em agir como inibidor da peroxidagéo lipidica.
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Figura 7 — Perfil de decaimento da absorbancia do B-caroteno (curva de oxidacgao), avaliada

em 470 nm, mostrando a preservacgao de sua coloragao ao longo de 120 minutos de reagao
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Legenda: Atividade antioxidante do extrato aquoso de Ocimum basilicum por meio da inibigao

da peroxidagao lipidica e preservacgao da coloragédo do 3-caroteno ao longo de 120 minutos.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Além dos graficos representando o percentual de inibicdo e a curva de
oxidagdo do acido linoleico ao longo de 120 minutos, a técnica descrita permite
realizar algumas intepretagdes adicionais relacionadas ao resultado da metodologia,
dentre elas, o estudo cinético pelo método das tangentes, o qual determina que
valores do fator 1 (F1) - referente a capacidade de bloqueio da formagao de peréxidos
(entre 15 e 45 minutos) - e do fator 2 (F2) - correspondente a eficiéncia na inibicao de
produtos da decomposigao de perédxidos e outras espécies radicalares (entre 75 e 90
minutos) -, proximos a 1 estdo relacionados a baixa atividade antioxidante do

composto avaliado (Duarte-Almeida et al., 2006).

Dessa forma, os achados sugerem que a atividade antioxidante do extrato foi
mais efetiva no bloqueio da formacao de perodxidos, devido a um valor reduzido do
fator 1 (OB =0,23339 + 0,039752), em comparagao ao fator 2 (OB = 0,727551 +
0,13398). No entanto, mesmo apresentando resultados mais proximos de 1, é possivel

sugerir que o extrato aquoso de OB também apresentou capacidade de inibigdo dos
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produtos finais de degradagao de peréxidos mesmo que de forma menos eficiente,
visto que nao diferiu estatisticamente da quercetina, como pode ser observado na
Tabela 6.

Tabela 6 — Avaliagdo da atividade antioxidante do extrato aquoso de OB e quercetina
pelo ensaio do B-caroteno/acido linoleico, através do estudo cinético pelo método das

tangentes.
Amostras F1 F2
Quercetina 0,19 + 0,012 0,75 + 0,102
Ocimum basilicum 0,23 + 0,04° 0,73 +0,132

Valores expressos em média + desvio padrao (n=3). Médias com letras iguais nado diferem
estatisticamente (p<0,05). ANOVA seguido de teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

E possivel comparar o gréfico que representa a curva de oxidag&do do acido
linoleico junto aos resultados do estudo cinético pelo método das tangentes e observar
qgue nos primeiros 45 minutos iniciais de reagao o extrato de manjericao foi capaz de
manter a absorbancia do sistema de forma mais eficiente, justificando-se valores mais
reduzidos do fator 1; em contrapartida, é possivel perceber um maior decaimento da
absorbancia nos minutos finais de reacao, isso condiz com os valores mais elevados
do fator F2. Portanto, é possivel inferir que o extrato apresentou maior efetividade na
inibicdo da formacao de perdxidos quando comparado a capacidade de inibicao de

produtos da decomposicio de perdxidos e outras espécies de radicais livres.

Poucos trabalhos avaliaram a atividade antioxidante de Ocimum basilicum
pelo sistema B-caroteno/acido linoleico e mesmo aqueles que foram pesquisados, nao
realizaram o estudo cinético pelo método das tangentes. Ademais, os estudos obtidos
a partir da busca na literatura sao referentes aos dOleos essenciais e espécies
diferentes da planta, ndo sendo possivel realizar a comparacao de resultados. Por
outro lado, é importante destacar a originalidade em reproduzir essa técnica no
presente estudo. Elansary & Mahmound (2015) avaliaram as atividades antioxidante

e antiproliferativa de diferentes extratos de cultivares de manjericdo. Os percentuais
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de inibicdo do ensaio B-caroteno/acido linoleico apresentaram-se superiores aos
observados no presente estudo, cuja justificativa pode ser pautada na diferenca de
extracdo. No trabalho citado, os autores produziram o extrato a partir da infusao da
planta, diferentemente do que foi realizado neste estudo, que empregou a maceragao
a 40°C. A temperatura é um dos fatores que pode influenciar na concentracao e tipo

de fitoconstituinte extraido.

5.4 VIABILIDADE CELULAR E ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO

A Figura 8 representa o grafico de viabilidade celular em linhagem de
fibroblastos (L929) analisada pelo método MTT. Seguindo como referéncia a
ISO10993-5:2009, que considera aceitavel uma taxa de sobrevivéncia celular acima
de 70% é possivel observar que o extrato, mesmo na maior concentracdo de 400
pug/mL, foi capaz de manter o percentual de células viaveis em cerca de 96%,
evidenciando baixa citotoxicidade.

Figura 8 — Avaliagédo da citotoxicidade do extrato aquoso de Ocimum basilicum na linhagem
celular L929 em diferentes concentragdes.
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Legenda: Alinha tracejada indica o percentual de viabilidade celular de 70% (minimo aceitavel
de acordo com a 1S010993-52009). Legenda: OB — Ocimum basilicum, NT: nao tratado.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Em seguida a mesma técnica foi utilizada para avaliar os efeitos do extrato
aquoso de OB na linhagem celular de macréfagos murinos - J774A.1 -, conforme
Figura 9. Da mesma forma como observado na linhagem celular L929, a cultura de
macrofagos apresentou percentual de viabilidade correspondente a 89% na maior
concentracao e esses percentuais foram aumentados proporcionalmente a reducao

das concentracdes do extrato.

Figura 9 — Avaliagao da citotoxicidade do extrato aquoso de Ocimum basilicum e em linhagem
celular J774A.1 em diferentes concentracgoes.
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Legenda: Alinha tracejada indica o percentual de viabilidade celular de 70% (minimo aceitavel
de acordo com a ISO10993-52009). Legenda: OB — Ocimum basilicum, NT: nao tratado, LPS:

lipopolissacarideo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O aumento na prevaléncia das DCNTs despertou o interesse pela busca do
entendimento sobre os mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na génese dessas
alteracdes. Varias pesquisas relacionam a mudanca de estilo de vida, a qual pode-se
destacar a inadequagao de fatores dietéticos como um dos pilares para o surgimento

de uma inflamacao metabdlica crénica, chamada de metainflamacao, caracterizada
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pela alteragcdo da homeostasia imunometabdlica (Christ et al., 2019; Phillips et al.,
2019; Hariharan et al., 2022).

Por outro lado, cresce na mesma proporgao a busca por compostos bioativos
que exercam fungdes imunomoduladora, preventiva e atue na melhora de parametros
inflamatérios com fungao coadjuvante ao tratamento medicamentoso (Rangel-Huerta
& Gil, 2016). Nessa perspectiva, destacam-se as especiarias, que ganharam
notoriedade nao apenas pelo emprego na culinaria, atribuindo sabor, cor e aroma aos
alimentos, como também atuando para fins medicinais e terapéuticos em condicdes
de doengas cronicas (Jiang, 2019). Contudo, é de extrema relevancia considerar que
o uso de fontes vegetais para fins medicinais deve ser seguro, justificando a

necessidade de estudos que avaliam sua toxicidade.

Besaid et al. (2022) realizaram um estudo, no qual, buscaram avaliar os
efeitos bioldgicos dos extratos aquoso e etandlico de folhas e caules de Ocimum
basilicium. Além da analise antioxidante e fitoquimica, os autores investigaram a
citotoxicidade dos extratos na linhagem celular de macrofagos J774A.1 estimulados e
observaram que ambos os extratos - etandlico e aquoso de folhas e caules - nao
alteraram a viabilidade da célula avaliada em concentracdes que variaram de 200 a
50 pg/mL. Esses resultados foram compativeis aos adquiridos no nosso estudo,
sugerindo a possibilidade de explorar novas agdes bioldgicas, considerando a

auséncia de citotoxicidade.

5.5 DETERMINAGCAO DO POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO IN VITRO

5.5.1Influéncia do extrato na producao de NO por células J774A.1

Foi avaliado a influéncia do extrato aquoso na producao de 6xido nitrico por
células J774A.1 estimuladas, por meio da reacdo de Griess. Conforme ilustrado na
Figura 10, é possivel observar que todas as concentragdes testadas foram capazes
de reduzir a producao de 6xido nitrico quando comparadas ao controle nao tratado,

evidenciado a atividade promissora do extrato de OB.
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Figura 10 — Avaliacdo da capacidade de inibicdo da produgdo de 6xido nitrico do extrato

aquoso de Ocimum basilicum em linhagem celular J774A.1 em diferentes concentragoes.
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Legenda: OB — Ocimum basilicum, NE: ndo estimulado, NT: n&o tratado. Estatistica: analise
de variancia, seguido pelo pos-teste de Tukey (p<0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O surgimento das DCNTs compartilha em comum um estado inflamatério
cronico, que recebe grande influéncia do sistema imunoldgico na secregao de diversas
substancias, dentre elas o oxido nitrico, um radical livre produzido por neutréfilos a
partir do aminoacido arginina, cuja reagdo é catalisada pela enzima oxido nitrico
sintase (Kumar & Dikshit, 2024; Cinelli et al., 2020).

A producdo de oéxido nitrico esta relacionada a eliminagdo de patdgenos
invasores, mas também a ativagdo das enzimas ciclo-oxigenases (COX), que agem
sobre o acido aracddnico, culminando com a produg¢do de producao dos mediadores
lipidicos, prostaglandinas e tromboxanos. Prostaglandinas e tromboxanos exercem
grande influéncia na inflamagéo, uma vez que atuam promovendo a vasodilatagao e

podem induzir a produgao de quimiocinas e citocinas (Salvemini et al., 2013).
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Nesse contexto, destaca-se a importancia de identificar compostos que atuem
na regulacdo da resposta inflamatéria com a finalidade de modular a atividade
imunoldgica e prevenir a perpetuagdo de um processo inflamatério, reduzindo os
efeitos adversos observados no tratamento alopatico (Garg et al., 2023).

De acordo com pesquisas realizadas nas bases de dados, até o momento,
nao existem trabalhos avaliando a capacidade do extrato aquoso de Ocimum
basilicum na redugado da producéo de 6xido nitrico na linhagem celular J774A.1. Os
estudos concentram-se na avaliacao da atividade de Oleos essenciais e/ou extratos

utilizando solventes diferentes, bem como outras linhagens celulares.

5.5.2Influéncia do extrato na producgao de citocinas por células J774A.1

Considerando a capacidade do extrato aquoso de Ocimum basilicum em
reduzir a producdo de Oxido nitrico em macrofagos estimulados, analises
subsequentes para avaliagao do comportamento relacionado a reducao da produgéao
de algumas citocinas pro-inflamatérias (IL-6, IL-12 e TNF-a) foram avaliadas.

A IL- 6, é uma citocina pro-inflamatéria produzida por varios tipos de células,
tais quais, mondcitos, macréfagos, linfécitos, fibroblastos, células endoteliais, dentre
outras. A partir da Figura 11 é possivel observar que nas concentragdes de 400 e 200
Mg/mL o extrato foi capaz de reduzir a produgéo de IL-6, porém, a menor concentragéo

avaliada nao apresentou diferenca estatistica com o controle nao tratado.
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Figura 11 — Avaliagéo da influéncia do extrato de Ocimum basilicum na produgéo de citocina
IL-6 por células J774A.1 estimuladas.
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Legenda: OB — Ocimum basilicum, NE: ndo estimulado, NT: n&o tratado. Estatistica: analise
de variancia, seguido pelo pos-teste de Tukey (p<0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A expressao de IL-6 tem sido associada com a imunopatogénese de varias
doencas inflamatdrias cronicas e autoimunes, uma vez que esta citocina possui acées
pleiotrépicas que vao desde o estimulo da produgédo de proteinas de fase aguda a
hematopoiese, desenvolvimento embrionario, diferenciacdo, metabolismo, e indugcao
de apoptose celular (Uciechowskia & Dempkeb, 2021; Hirano, 2020). Junto ao fator
de crescimento transformador  (TGF-B) a IL-6 € capaz de induzir a diferenciacéo de
linfécitos T virgens em células Tu17, estando, dessa forma, também relacionada ao
surgimento de doengas autoimunes (Aliyu et al., 2022). Nesse contexto, a redugao de
IL-6 encontrada poderia impactar na diferenciacao de células Tn17.

Conforme apresentado na Figura 12, é possivel observar que todas as

concentragdes testadas o extrato foi capaz de reduzir a produgéo de IL-12.
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Figura 12 — Avaliagéo da influéncia do extrato de Ocimum basilicum na produgéo de citocina

IL-12 por células J774A.1 estimuladas.
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Legenda: OB — Ocimum basilicum, NE: ndo estimulado, NT: n&o tratado. Estatistica: analise
de variancia, seguido pelo pos-teste de Tukey (p<0.05).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A IL-12, por sua vez, também é uma citocina pré-inflamatéria secretada por
células fagociticas que atua na interface entre as imunidades inata e adaptativa a
partir da sinergia com outros estimulos moduladores. O estimulo para sua secregao
consiste no contato da célula com bactérias, virus, fungos ou parasitas a partir do
reconhecimento de PAMPs pelos receptores do TRLs. A ligagao da IL-12 a receptores
presentes em células NK e linfécitos T culmina com a produgao de IFN-y, estimulando
a atividade de células Tu1. Além disso, essa citocina causa um impacto indireto na
diferenciacao de células Tw17, a partir da sua relacdo com a IL-23, estando
relacionada a inflamacgao cronica (Croxford et al., 2014). Dessa forma, a redugao de
IL-12 observada em todas as concentracdoes analisadas do extrato aquoso de OB
permite sugerir a capacidade de equilibrar as respostas Tn1 e TH17 em condi¢des

inflamatorias.
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Muitos modelos de estudos em animais e humanos descrevem o
envolvimento desta citocina em diversas doencas como diabetes mellitus, artite
reumatoide, psoriase, lUpus eritromatoso, doencgas inflamatérias intestinais, e
esclerose multipla (Chyuan & Lai, 2020; Ullrich et al., 2020).

E possivel observa, a partir da Figura 13, que a concentracdo de 400 ug/mL
foi a mais efetiva na redugdo da producdo da citocina TNF-a e as demais

concentracoes nao diferiram do controle nao tratado.

Figura 13 — Avaliagéo da influéncia do extrato de Ocimum basilicum na produgéo de citocina

TNF-a por células J774A.1 estimuladas.
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Legenda: OB — Ocimum basilicum, NE: ndo estimulado, NT: n&o tratado. Estatistica: analise
de variancia, seguido pelo pos-teste de Tukey (p<0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), assim como a IL-6, apresenta efeitos
em varios tipos celulares. Além da sua atuacao como uma citocina pré-inflamatéria
produzida principalmente por macrofagos, células dendriticas e linfocitos T ativados,
nas ultimas décadas foi elucidada sua atuacao como uma adipocina, secretada em
altas concentragdes pelo tecido adiposo em quadros de obesidade (Sethi &
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Hotamisligil, 2021). Sua ligagao a receptores especificos direciona o tipo de resposta
apresentada pela célula, que pode cursar com o desenvolvimento de inflamacao,
degeneragéao tecidual, defesa do hospedeiro, proliferagéo, sobrevivéncia celular ou
necroptose (Jang et al., 2021). Estudos indicam que individuos portadores DCNTs
cursam com niveis elevados marcadores inflamatérios, dentre os quais pode-se incluir
o TNF-a (Furman et al., 2019).

Diante dos resultados mencionados, € possivel inferir que o extrato aquoso
de OB apresentou potencial anti-inflamatério através da capacidade de reduzir as
citocinas pro-inflamatérias IL-6, IL-12 e TNF-a. Uma possivel justificativa para essa
pronunciada atividade imunomoduladora in vitro pode ser atribuida ao conteudo de
compostos fendlicos presentes na amostra. Estudos mostram o papel dos polifendis
na regulagdo de células imunoldgicas, influéncia na produgcdo de citocinas e

expresséo de genes pro-inflamatérios (Yahfoufi et al., 2018).

6. CONCLUSAO

O presente trabalho nos permitiu sugerir que o extrato aquoso de Ocimum
basilicum apresentou promissora atividade biolégica, que pode ser justificada pelo
conteldo expressivo dos acidos fendlicos p-hidroxibenzoico; quinico, chicdrico,
clorogénico, caftarico, galico, ferulico e rosmarinico; e pela presenga dos flavonoides
quercetina e rutina, fitoquimicos estes que apresentam diversos efeitos positivos a
saude ja descritos na literatura.

Os ensaios para avaliar a atividade antioxidante permitiram sugerir a
capacidade do extrato em inibir ndo apenas os radicais livres, mas atuar frente as
reagoes de peroxidagéo, retardando a propagacéo e atuando na inibigdo de produtos
da decomposicao de perdxidos e outras espécies radicalares.

A respeito da atividade imunomodulatéria in vitro é importante enfatizar que,
até o momento, este foi o Unico trabalho que avaliou o potencial citotoxico e anti-
inflamatério, através da dosagem indireta de éxido nitrico e citocinas IL-6, IL-12 e TNF-
a do extrato aquoso de Ocimum basilicum em linhagem celular de macrofagos
murinos J774A.1. Nesse sentido, a capacidade de manter a viabilidade celular das

culturas de células avaliadas, somado aos provaveis efeitos anti-inflamatérios
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observados reforca a seguranga no uso desse extrato, permitindo amplas
aplicabilidades.

Por fim, diante do potencial biolégico promissor apresentado pelo extrato
aquoso de Ocimum basilicum é possivel sugerir que trabalhos futuros se fazem
necessarios no sentido de avaliar mais especificamente a atuacao deste extrato frente
a um modelo especifico de doenga crénica ndo transmissivel, visto que a génese
dessas doencas inicia-se com alteragdes que cursam com o desenvolvimento de um
estado inflamatério crénico e presenca de estresse oxidativo no qual a atividade

antioxidante e imunomoduladora sdo de extrema relevancia.
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