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RESUMO

As plantas correspodem a uma valiosa fonte de moléculas bioativas com funcéo na
prevencdo e tratamento de diversas doengas. Nesse contexto, as plantas condimentares se
destacam pela producdo de grandes quantidades de agentes antioxidantes, anti-inflamatorios e
antimicrobianos. Espécies como Laurus nobilis, Ocimum basilicum, Origanum vulgare,
Petroselinum crispum, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis e Thymus vulgaris séo ricas
em compostos fenolicos. E tem sido usadas na medicina popular para tratamento de desordens
digestivas e gastrointestinais, com func6es anti-inflamatdria, cicatrizante e microbicida. De
igual importancia, os probidticos exercem efeitos benéficos sobre a microbiota intestinal e
funcionalidade do trato intestinal, com funcdo adjuvante aos tratamentos com antibidticos e
anti-inflamatorios. As fosfolipases A2 (PLA2s) e proteases sdo enzimas que participam de
diferentes processos fisioldgicos no organismo humano. Tais como coagulacdo, cicatrizacdo e
regeneracgdo tecidual, e defesa, sendo importantes alvos no estudo mecanicista de diversas
patologias e para o desenvolvimento de novos farmacos. O alto grau de homologia existente
entre enzimas presentes em peconhas de serpentes e enzimas humanas, aliado a grande
facilidade de obter estas enzimas para utilizacdo em estudos cientificos, fazem destas
poderosas ferramentas laboratoriais para o estudo de compostos com potencial clinico-
farmacéutico. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de
extratos de plantas condimentares e probioticos sobre a atividade de enzimas presentes na
peconha de Bothrops moojeni, visando caracterizar a¢Ges farmacologicas exercidas pelos
extratos. Desta maneira, foi realizada atividade PLA.s, hemolitica, anti-inflamatoria,
trombolitica e coagulante nos extratos de plantas condimentares. Todas as doses dos extratos
avaliados tanto na auséncia como na presenca de probio6tico exerceram inibi¢des entre 15% e
56% sobre a atividade de PLA.s induzida pela peconha de B. moojeni, mesmo quando
submetidos a diferentes pHs, com excessdo apenas do extrato de R. officinalis em pH 8,0.
Para a atividade hemolitica, com adi¢cdo ou ndo do probidtico, durante as incubagdes, todos 0s
extratos apresentaram inibigdes siginificativas, que ficaram entre 19% a 60% nas diferentes
doses avaliadas. Na atividade anti-inflamatdria, todos os extratos inibiram a hemdlise na
auséncia e presenca de probidtico, mas os melhores resultados foram para os extratos de L.
nobilis, O. basilicum, P. crispum e R. officinalis na menor dose apresentando os menores
valores de hemdlise entre 0,82% a 15,63%. Todos os extratos apresentaram inibicdo das
atividades trombolitica e coagulante significativas tanto na auséncia como presenca de
probiotico, exceto a P. crispum que apresentou atividade coagulante na presenca de
probiédtico. Os resultados demonstram o potencial dessas plantas em modular a atividade de
enzimas que atuaram na fisiologia humana, sobretudo nos processos de hemostase e resposta
inflamatdéria. No entanto, futuros estudos devem ser realizados, ampliando assim 0s
conhecimentos sobre seus mecanismos de acdo e possibilitando futuras aplicagdes na area da
salde humana.

Palavras-chave: Plantas nutracéuticas. Alimentos funcionais. Microorganismos simbi6ticos.
Moduladores enzimaticos.



ABSTRACT

Plants are a valuable source of bioactive molecules with a role in the prevention and
treatment of various diseases. In this context, aromatic plants stand out for the production of
large amounts of antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial agents. Species such as
Laurus nobilis, Ocimum basilicum, Origanum vulgare, Petroselinum crispum, Rosmarinus
officinalis, Salvia officinalis and Thymus vulgaris are rich in phenolic compounds. And it has
been used in folk medicine to treat digestive and gastrointestinal disorders, with anti-
inflammatory, healing and microbicidal functions. Equally important, probiotics exert
beneficial effects on the intestinal microbiota and functionality of the intestinal tract, with an
adjuvant function to treatments with antibiotics and anti-inflammatories. Phospholipases A
(PLA:s) and proteases are enzymes that participate in different physiological processes in the
human body. Such as coagulation, healing and tissue regeneration, and defense, being
important targets in the mechanistic study of various pathologies and for the development of
new drugs. The high degree of homology between enzymes present in snake venoms and
human enzymes, together with the great ease of obtaining these enzymes for use in scientific
studies, make these powerful laboratory tools for the study of compounds with clinical-
pharmaceutical potential. In this context, the present work aimed to evaluate the effects of
aromatic plant extracts and probiotics on the activity of enzymes present in the venom of
Bothrops moojeni, aiming to characterize the pharmacological actions exerted by the extracts.
In this way, PLA.s, hemolytic, anti-inflammatory, thrombolytic and coagulant activity was
performed in the aromatic plant extracts. All doses of extracts evaluated both in the absence
and in the presence of probiotic exerted inhibitions between 15% and 56% on the activity of
PLA:s induced by the venom of B. moojeni, even when submitted to different pHs, with the
exception of the extract of R. officinalis at pH 8.0. For hemolytic activity, with or without the
addition of probiotic, during incubations, all extracts showed significant inhibitions, ranging
from 19% to 60% at the different doses evaluated. In the anti-inflammatory activity, all
extracts inhibited hemolysis in the absence and presence of probiotic, but the best results were
for the extracts of L. nobilis, O. basilicum, P. crispum and R. officinalis at the lowest dose
presenting the lowest values of hemolysis between 0.82% to 15.63%. All extracts showed
significant inhibition of thrombolytic and coagulant activities both in the absence and
presence of probiotics, except P. crispum which showed coagulant activity in the presence of
probiotics. The results demonstrate the potential of these plants to modulate the activity of
enzymes that act in human physiology, especially in the processes of hemostasis and
inflammatory response. However, future studies must be carried out, thus expanding the
knowledge about its mechanisms of action and enabling future applications in the area of
human health.

Keywords: Nutraceutical plants. Functional foods. Symbiotic microorganisms. Enzyme
modulators.
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1 INTRODUCAO

Plantas condimentares produzem metabolitos secundérios biologicamente ativos, que
modulam positivamente a microbiota, melhoram a digestdo dos nutrientes e a absorgéo
através do aumento da atividade de enzimas digestivas, diminuem processos oxidativos e
controlam a multiplicacdo de bactérias patogénicas no organismo humano (AROWOLO; HE,
2018).

Compostos a base de plantas podem ser utilizados com fungéo protetiva e preventiva
ao desenvolvimento de doencas — promovendo a manutencao da satde, com funcao adjuvante
aos tratamentos medicamentosos, uma vez que atuam restaurando parametros fisioldgicos
normais, favorecendo a multiplicacdo de microorganismos benéficos e fortalecendo o sistema
imunolégico, estando, portanto, associados a melhora na qualidade de vida dos individuos.
Alguns estudos relatam a acdo sinérgica benéfica a satde, do consumo de produtos naturais
vegetais e aumento da microbiota probidtica (GUPTA; ABU-GHANNAM, 2012;
SHIPRADEEP et al.,, 2012; YOUSAF et al.,, 2016; MAHMOUDI et al., 2017), mas o
conhecimento sobre as indmeras varidveis de interacdo entre vegetais e probioticos é ainda
muito limitado.

Tendo em vista que o consumo de alimentos contendo probid6ticos tem aumentado a
cada ano, diversos estudos ja demonstraram que o consumo de probiético pode melhorar o
sistema imunoldgico e prevenir doencas e disturbios intestinais (AMER et al., 2018;
FONTANE et al., 2018; WIEERS et al., 2020). Bactérias probi6ticas sdo organismos vivos
gue habitam os intestinos ap6s o consumo e tém efeitos positivos na salde humana,
compondo a microbiota natural dos intestinos e contribuindo assim com a digestéo e absorcgao
de nutrientes (ROSS et al., 2002).

Os probidticos sdo alvos de crescente interesse médico e cientifico, sendo
reconhecidos como alimentos funcionais promissores devido aos beneficios que promovem
para a salde intestinal e prevencdo de doencas. Para serem considerados probidticos, os
microorganismos devem ter a capacidade de resistir ao baixo pH do estdmago e sais biliares e
pancreatina do intestino delgado (VIZOSO PINTO et al.,, 2006; JENSEN et al., 2012). A
adicdo de probidticos aumenta o nivel de acido lactico e diminui os niveis de &cidos graxos
volateis totais em alimentos, preservando muito mais os nutrientes (JIN et al., 2019) presentes

nos alimentos.
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Em estudos de caracterizacdo de produtos naturais e busca por inibidores enzimaticos,
diversas classes de enzimas presentes em peconha de serpentes tém sido utilizadas como
ferramentas laboratoriais, uma vez que possuem ampla homologia estrutural e funcional a
proteinas humanas com acdo sobre processos fisio-patoldgicos, tais como os relacionados a
hemostase, resposta inflamatoria e regeneracdo de tecidos. As principais classes relatadas séo
fosfolipases A. (PLA2s) e proteases, havendo um extenso e promissor campo para a
exploracdo de outras classes de enzimas tais como hialuronidases, nucleotidases,
colinesterases e L-aminoacido oxidases (OLIVEIRA et al., 2021a; OLIVEIRA et al., 2021b).

Nesse contexto, destaca-se a importancia de prospectar cientificamente os beneficios
das plantas condimentares e probioticos — de facil acesso e consumo pela populagdo, para a
salde humana por meio da modulacdo da atividade de enzimas, envolvidas em processos
bioquimicos/fisioldgicos humanos, tais como PLA.s e proteases, cujas atividades, na presenca
de extratos obtidos de plantas condimentares e probidticos, serdo exploradas no presente
trabalho. No presente trabalho, objetivou-se a avaliacdo da a¢do moduladora de solucdes
aquosas obtidas de folhas de Laurus nobilis, Ocimum basilicum, Origanum vulgare,
Petroselium crispum, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis e Thymus vulgaris, na
presenca ou auséncia de probioticos, sobre a atividade de PLA:s e proteases que atuam nos
processos de coagulacao e fibrindlise, inflamacdo, regeneracdo de tecidos e cicatrizacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas condimentares

O emprego da definicdo "plantas condimentares™ se deve ao fato do uso genérico para
definir plantas empregadas com a finalidade de temperar, aromatizar e/ou conservar
alimentos. O grande potencial dessas plantas em conservar alimentos esta relacionado a
atividade antioxidante das mesmas. Foram encontrados em extratos vegetais compostos como
acido carnosico, carnosol, acido rosmarinico, entre outros, que contém agdo contra oxidagéo
lipidica responsavel pela deterioracao dos alimentos (SILVA; SANTOS; PENTEADO, 2011).
As plantas condimentares sdo mundialmente utilizadas para aumentar e/ou acrescentar sabor
ao alimento, e, secundariamente, com finalidade de conservacdo, devido também as suas
propriedades antimicrobianas.

Os antioxidantes protegem 0s organismos vivos contra o dano oxidativo causado pelos
radicais livres. Especies reativas estdo envolvidos em uma variedade de disturbios que
ocorrem em seres humanos, como dano tecidual, morte celular, cancer, lesdo do sistema
nervoso central, envelhecimento, artrite, aterosclerose, doencas cardiovasculares, doencas
isquémicas do coracdo, obesidade, disturbios neurais, inflamacdo, gastrite e lesdes de
reperfusdo de muitos tecidos (GULCIN et al.,, 2010; KOSE et al., 2015). Os efeitos de
oxidantes podem ser inibidos por meio da doacdo de atomos de hidrogénio ou por quelagdo de
metais (BURSAL, KOKSAL, 2011; GULCIN, BEYDEMIR, 2013).

Devido a preocupacdes relacionadas a baixa eficacia antioxidante sintética, hd um
interesse crescente no desenvolvimento de antioxidantes naturais. As principais fontes de
antioxidantes naturais, correspondem as frutas e muitas plantas, incluindo as condimentares
(ELMASTAS et al., 2006; GULCIN et al., 2012). Compostos fendlicos apresentam alta
atividade antioxidante, agindo na protecdo das células contra o dano oxidativo causado por
especies reativas de oxigénio (TOPAL et al., 2016).

As plantas condimentares, por exemplo, da familia Lamiaceae tém sido
extensivamente estudadas devido ao carater antioxidante de seus compostos fenolicos
(MORAES; CAVALCANTI; COSTA, 2009). Esta descrito em literatura, compostos naturais
pertencentes a familia Lamiaceae, que sdo responsaveis pela atividade antioxidante (Figura 1)
e suas aplicacdes em produtos alimenticios (MARIUTTI; BRAGANOLO, 2007).
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Figura 1 - Compostos com atividade antioxidante: A) eugenol; B) acido carndsico; C)
carnosol; D) rosmanol; E) acido cafeico; F) luteolina; G) acido rosmarinico.

OH
OH OH

HO
o— Ho HO 0

0 A\

o)
C
A B
Q OH
HO HO HQ
N on
o}
HO
D
OH
E
OH OH
o}
o}
HO Vi | OH
o G

HO

Fonte: Lu, Foo, 2002; Petiwala, Johnson, 2015; Vrsalovic et al., 2016; Chen et al., 2017

As plantas condimentares contém uma ampla gama de compostos fitoquimicos com
efeitos antimicrobianos que podem ter um impacto benéfico ou prejudicial na vida de seres
vivos, dependendo do tipo e da concentragdo desses compostos (KISIRIKO et al., 2021).
Extratos de plantas condimentares, isolados ou combinados, podem melhorar parametros
bioquimicos-fisiologicos do organismo humano, promovendo a manutencdo da salde
(NOVAIS et al., 2021).

Extratos de plantas podem atuar como aditivo alimentar sendo uma alternativa para
prevenir o uso de antibidticos, e melhorar a efetividade de probidticos (FERNANDES
JUNIOR, 2012). Para um bom desempenho na aplicagdo de extratos de plantas, na
conservacao de alimentos e para criar um preservativo antimicrobiano natural benéfico, eles

devem ser avaliados isoladamente e em combinagdo com outros fatores de preservagao, como
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bactérias probioticas, para determinar se ha efeitos sinérgicos e planejar formulacGes eficazes
(HOLKEM; DA SILVA; FAVARO-TRINDADE, 2022).

2.1.1 Laurus nobilis

Laurus nobilis (Figura 2), conhecido como louro, pertencente a familia Lauraceae, é
muito utilizado em paises ocidentais e asiaticos como uma especiaria culinaria (SILVEIRA et
al., 2014). As folhas de louro sdo usadas como um valioso condimento e aromatizante nas
industrias alimenticias e de cosméticos como componente de fragancias (MERGHNI et al.,
2016).

Investigagdes fitoquimicas revelaram que o flavonol é um dos compostos fendlicos
mais encontrados nas folhas de louro. O a-pineno, B-pineno, mirceno, limoneno, linalol, neral,
a-terpineol, acetato de geranil e eugenol sdo compostos ativos volateis encontrados.
Numerosos compostos possuem varias atividades farmacoldgicas entre elas estdo anti-séptica,
digestiva, anti-cancer (DIAZ et al., 2014), antimicrobiana (AUMEERUDDY-ELALFI,
GURIB-FAKIM; MAHOMOODALLY, 2015), antifungica (HOUICHER et al., 2016),
antioxidante (BRAHMI et al., 2015) e anti-inflamatéria (MAZZIO et al., 2016). O uso do
louro tem se dado no tratamento de doencas como reumatismo, diarréia, infecgdes virais e
indigestdo (SHARMA; SINGH, 2012).

Figura 2 - Laurus nobilis

Fonte: Horto Didatico de Plantas Medicinais do HU/CCS, 2023a
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Estudos mostraram que o extrato e Oleo essencial obtidos das folhas de louro
aumentam a secrecdo do fluido gastrico e podem ser Uteis no tratamento de distarbios
gastrointestinais (QNAIS et al., 2012; MERGHNI et al., 2016). As folhas de louro apresentam
diferentes acbes farmacolOgicas tais como inibicdo de espécies reativas de oxigénio,
diminuindo a expressdo de marcadores inflamatorios e aumenta a sensibilidade a insulina em
pessoas com diabetes tipo 2 (BOUREBABA et al., 2021).

2.1.2 Ocimum basilicum

Ocimum basilicum popularmente conhecido como manjericdo, é uma planta
condimentar utilizada em varias partes do mundo pertencente a familia Lamiaceae. Originario
nato da India e de outras regides da Asia, 0 manjericio é muito usado nas dietas como
ingrediente nas culinarias ocidentais e mediterraneas (LU et al., 2014). Esta planta também
possui aplicacdo em alimentos industrializados e produtos de higiene oral, sendo seu 6leo
essencial usado em perfumaria (BILAL et al., 2012). O 6leo essencial extraido das folhas do
manjericdo contém forte aroma, na culinaria, sdo utilizadas as folhas e brotos frescos ou secos
(KHALIQ; TITA; SAND, 2017; NADEEM et al., 2020). Dependendo do cultivo, as folhas
podem apresentar cheiro forte, pungente, e as vezes doce. O manjericdo normalmente é usado
em receitas, sendo acrescentado por Gltimo, evitando o cozimento e mantendo assim o sabor
(HOZAYEN et al., 2016), apresenta forte odor de cravo-da-india, derivado do eugenol
(SHAROPOV et al., 2016). Para a fabricacdo de produtos farmacéuticos, biopesticidas e
cosmeéticos, a industria também se utiliza dos extratos de manjericdo (NADEEM et al., 2020;
BRAVO et al., 2021).

O. basilicum (Figura 3), é rico em compostos fendlicos, em especial, acidos fendlicos,
como é&cido cinamico, &cido siringico, acido ferulico, &cido cafeico, &cido clorogénico,
catequina e rutina (ANTONESCU et al., 2019). O 6leo pode ser extraido tanto das folhas
como das sementes, ambos ricos em 6leo, tendo grande potencial como repelente de insetos
(KADHIM; MOHAMMED; HAMEED, 2016).
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Figura 3 - Ocimum basilicum

Fonte: Gardenia Creating Jardens, 2023

O manjericdo é utilizado para tratar distdrbios relacionados ao trato respiratorio,
incluindo asma, bronquite, tosse, distdrbios gastrointestinais (OTHMAN et al., 2021;
TOUISS et al.,, 2021), distarbios neurocognitivos (HESHAMI et al., 2021) e distarbios
metabolicos (KIYOSE et al., 2021).

O. basilicum contém diversas propriedades farmacoldgicas ja investigadas tais como
anti-osteopordtica (HOZAYEN et al., 2016), sedativa, anti-hipertensiva, anti-trombdtica,
hepatoprotetora, hipoglicémica, anti-plaquetaria, anti-cancer, antimicrobiana, anti-
inflamatéria (MIRAJ; KIANI, 2016; KAYA; YIGIT; BENLI, 2008) antioxidante e
antimicrobiano (ALTAMEME; HAMEED; ABU-SERAG 2015; HAMEED; HUSSEIN;
KAREEM, 2015; HUSSEIN; MOHAMMED, 2016).

O extrato metanolico de O. basilicum foi descrito com acédo protetora sobre moléculas
de DNA, impedindo que células da linhagem MCF-7 fossem danificadas (AL-ALI et al.,
2013). O extrato de O. basilicum promoveu um aumento na producdo de 6-ceto-
prostaglandina F1-a e reducdo na producdo de prostaglandina E2 e tromboxano B2, indicando
efeito inibidor sobre ciclooxigenase-2 (COX-2) e estimulador sobre COX-1 endotelial,
quando avaliado em células endoteliais humanas e cultura de macréfagos celiacos de
camundongos (UMAR et al., 2014).

Para o extrato aquoso de O. basilicum, também foi descrita acdo protetora contra a
perda dssea induzida por glicocorticoides em ratos, sugerindo seu poencial de uso na
prevencédo de osteoporose. O mesmo extrato mostrou-se inibidor de a-glicosidade e a-amilase,
podendo ter acdo benéfica no controle da diabetes (EL-BESHBISHY; BAHASHWAN, 2012).
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2.1.3 Origanum vulgare

O género Origanum (Lamiaceae) compreende 39 espécies, entre elas esta 0 Origanum
vulgare (Figura 4), nome popular, orégano, planta condimentar amplamente utilizada e de
grande importancia na culinaria do sul da Europa, sendo muito popular nos paises do
mediterraneo (SOZMEN et al., 2012). Assim como outras plantas condimentares, a folha do
oregano é rica fonte de diversos compostos fendlicos, tais como, &cido rosmarinico e o
carvacrol, que apresentam alto potencial antioxidante (SHEIBANI et al., 2011;
COCCIMIGLIO; ALIPOUR; JIANG, 2016).

O dregano possui uma variedade de atividades biol6gicas importantes tais como
atividades antifingica, anti-genotéxica (KURSAT et al, 2011; GULLUCE et al., 2012). Os
efeitos positivos a sadde humana séo atribuidos a sua atividade antioxidante, contido tanto no
6leo, quanto nas fracBes fendlicas (DE TORRE et al., 2020; SIMIRGIOTIS et al., 2020).
Foram encontrados no extrato etandlico de O. vulgare os compostos fendlicos, &cido
rosmarinico, &cido coumarico, quercetina, apigenina e carvacrol (CHUANG et al., 2018). O
acido rosmarinico € um éster de cafeoil que apresenta atividade anti-inflamatoria (COLICA et
al., 2018; ALDOGHACHI; AL-MOUSAWI; SHARI, 2021).

Figura 4 - Origanum vulgare

Fonte: Horto Didatico de Plantas Medicinais do HU/CCS, 2023b
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O. vulgare e usada no alivio de distirbios reumaticos, digestivos e respiratdrios, baixa
0s nivéis de colesterol e glicose no sangue, ameniza desconfortos menstruais e suprimi o
progresso de certos tumores (GOZE; CETIN; GOZE, 2010; SHEIBANI et al., 2011). Estudos
recentes in vitro e in vivo mostraram que extratos de O. vulgare possuem propriedades
antioxidantes (TARGHI; CHANGIZI; HADDAD, 2016), hepatoprotetores (HABIBI;
SHOKRZADEH; CHABRA, 2015), anti-inflamatérias (CHUANG et al.,, 2018),
antidiabéticas, antiapoptoticas (MOHAMED; NASSIER, 2013; VUJICIC et al., 2015) e
antimicrobianas (MARTINS et al., 2014; BRDANIN; BOGDANOVIC; KOLUNDZIC, 2015;
SARIKURKCU et al., 2015). O extrato etanolico do orégano demonstrou grande potencial de
neutralizar radicais livres, quando avaliado pelo teste de DPPH (1,1-difenil-2-piorilhidrazil)
(CONFORTI; MARRELLI; MENICHINI, 2011; TEIXEIRA; MARQUES; RAMOS, 2013),
além de inibir o crescimento de Salmonella typhimurium e Escherichia coli (TEIXEIRA;
MARQUES; RAMOS, 2013; COCCIMIGLIO; ALIPOUR; JIANG, 2016).

2.1.4 Petroselium crispum

Petroselium crispum (Figura 5), da familia Apiaceae, comumente conhecida como
salsa, ¢ uma planta condimentar medicinal (ELSHAFIE; CAMELE, 2017). E muito utilizada
para dar sabor aos alimentos no Sudeste Asiatico, China, India, América do Sul e México
(WONG; KITTS, 2006). Apesar de originaria da Europa € muito utilizada no Brasil e em
diversos paises como condimento. Essa planta geralmente é vendida in natura, desidratada ou
em sua forma minimamente processada (MPV) (CORREA FILHO et al, 2018;
CATUNESCU et al.,, 2019). MPV sdo comumente definidos como aqueles que foram
submetidos a uma ou mais etapas de processamento, por exemplo, selecionar, descascar,
cortar, lavar, desinfetar, enxaguar, secar e embalar, resultando em um produto pronto para uso
(CASTRO-IBANEZ; GIL; ALLENDE, 2017; SANT’ANNA; FRANCO; MAFFEI, 2020;
SANTOS et al., 2020).
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Figura 5 - Petroselium crispum

Fonte: Horto Didatico de Plantas Medicinais do HU/CCS, 2023c

A salsa é muito utilizada popularmente para tratar doencas de pele, otite, fungo,
distarbios gastrointestinais, hemorroidas, calculos renais, hipertensdo, doencas cardiacas,
hepatotoxicidade, hiperlipidemia e infeccdo do trato urinario, e como aromatizante de
alimentos e diurético. A P. crispum exibe ainda propriedades anticoagulante, antimicrobiana,
gastrintestinal, analgésica, antidiabética, hepatoprotetora (FARZAEI et al., 2013; SHARIFI-
RAD et al., 2017) e anticancer (TANG et al., 2015).

P. crispum é rica em metabolitos secundarios e fonte de compostos biologicamente
ativos e estruturas fitoquimicas como apigenina, cumarina, miristicina, apiol, galocatequina,
epicatequina, acido hidroxibenzdico, acido galico e acido clorogénico usadas em sistemas de
medicina tradicional (FARZAEI et al., 2013; EPIFANIO et al., 2020; YU et al., 2021,
FOUDAH et al., 2022).

Foi verificado que folhas de P. crispum diminui o estresse oxidativo in vivo
(EPIFANIO et al., 2020). O extrato de P. crispum, promoveu prote¢do contra danos no DNA
induzidos por H202. em linhagem de células de cancer de mama. O consumo regular de P.
crispum como suplemento pode favorecer os sistemas antioxidantes do organismo e diminuir
os efeitos carcinogénicos induzidos por radicais livres (TANG et al., 2015).



23

2.1.5 Rosmarinus officinalis

Entre as varias plantas da familia Lamiaceae estd a Rosmarinus officinalis (Figura 6)
conhecida popularmente como alecrim. E originéria da regido mediterranea da Europa, mas se
encontra cultivada em muitos paises de clima tropical, como o Brasil (SILVA et al., 2010).

Nas folhas de R. officinalis foram encontrados carnosol, rosmanol, betulina, metil
carnosato, apigenina, luteolina, hispridina, hispidulina, genkvanina e &cidos carndsico,
rosmarinico, cafeico, oleandlico, ursolico e betulinico. Os &cidos rosmarinico e carndsico séo
0s principais constituintes bioativos das folhas de alecrim, que possuem propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias e anticancerigenas (KAMLI et al., 2022).

Figura 6 - Rosmarinus officinalis

Fonte: Horto Didatico de Plantas Medicinais HU/CCS, 2023d

A infusdo das folhas e flores de alecrim é utilizada na medicina popular no tratamento
de desobstrucdo nasal, na eliminagdo de catarros, como diurética e digestiva, cicatrizante,
antimicrobiana, ameniza problemas circulatorios e reumaticos (AFONSO; SANT’ANA;
MANCINI-FILHO, 2010). As folhas de R. officinalis apresentam atividade antioxidante
(KAMLI et al., 2022), antiparasitaria (KASEM et al., 2019), anti-inflamatoria (YU et al.,
2013) e antitumoral (HUSSAIN et al., 2010).
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Outras propriedades farmacoldgicas importantes foram encontradas, como acéo
hipoglicemiante, atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase e¢ da a-amilase, efeito
hepatoprotetor contra agentes hepatotdxicos (YESIL-CELIKTAS et al., 2010) e anti-cancer
(PETIWALA; JOHNSON, 2015).

2.1.6 Salvia officinalis

A Salvia officinalis (Figura 7), familia Lamiaceae, € uma espécie originaria da
Europa, Asia e América Latina, no entanto, é plantada em todo o mundo (GARCIA et al.,
2016). Suas partes aéreas sdo utilizadas na medicina, perfumaria, industria alimenticia
(MARTINS et al., 2015; ALTINDAL; ALTINDAL, 2016), culindria e medicina tradicional
devido as suas propriedades aromatizantes e terapéuticas (GARCIA et al., 2016). O extrato
das folhas de S. officinalis é usada popularmente no tratamento de inflamagdes na boca e
garganta, gengivites, feridas, micoses, alivia picadas de insetos, auxilia na digestdo, insonia, e
como descongestionante das vias respiratorias (ILKIU-VIDAL; SOUZA; VIANI, 2010),
alivia dores do estomago e reumaticas (SALEM et al., 2013). N&o é recomendada o seu uso
em mulheres gravidas, pois pode ocorrer estimulos de contracfes uterinas, no caso de
mulheres amamentando, pode reduzir a secrecdo do leite, e também ndo é recomendado em
casos de insuficiéncia renal. Deve ser evitada a sua ingestdo em grande quantidade e por
longo periodo de tempo, podendo provocar aumento da pressdo arterial, bradicardia e ser
toxica para o sistema nervoso central (GARCIA; ELY; WASUM, 2012).
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Figura 7 - Salvia officinalis

Fonte: Horto Didatico de Plantas Medicinais do HU/CCS, 2023e

A S. officinalis € fonte rica de compostos fendlicos, os principais constituintes
fitoquimicos séo terpenos, acidos fenolicos e flavonoides, tais como, apigenina, kaempferol,
acidos galico, caféico, rosmarinico, siringico, p-cumarico e ferulico (JEDIDI et al., 2020).
Foram atribuidas diversas propriedades farmacoldgicas a S. officinalis, tais como
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria, citotoxica entre outros efeitos benéficos
(JASSBI et al.,, 2016; OZKAN et al.,, 2016; GHORBANI; ESMAEILIZADEH, 2017;
AFONSO et al., 2019; JAKOVLIJEVIC et al., 2019).

2.1.7 Thymus vulgaris

Thymus vulgaris (Figura 8), conhecida popularmente como tomilho, da familia
Lamiaceae, € uma planta condimentar e medicinal, até agora, 928 espécies do género Thymus
ja foram identificadas na Europa, Norte da Africa, Asia, América do Sul e Australia (LI et al.,
2019). As folhas do tomilho s&o pequenas, ovais e enroladas nas bordas, e muito perfumadas.
Tém sido utilizadas desde a antiguidade no tratamento de queimaduras e intoxicacGes
causadas por serpentes e escorpides. O tomilho é amplamente utilizado na medicina popular
por suas propriedades antiespasmddicas, anti-helminticas, diuréticas, sedativas
(HOSSEINZADEH et al., 2015), anti-inflamatoérias, antalgicas (TURAL; TURHAN, 2017) e
antifungicas (BENABED et al., 2017). No tomilho, a principal parte utilizada comercialmente
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sdo as folhas, com as finalidades que variam desde tempero até fitoterapia. A sua esséncia tem
maltiplas aplicagfes, tanto na medicina quanto na perfumaria. Da esséncia do tomilho
extraem-se substancias balsdmicas e vermicidas para as mais diversas utilizagdes (NIETO,
2020).

Figura 8 — Thymus vulgaris

Fonte: Natural Alchemy, 2023

Uma das aplicacbes medicinais importantes do T. vulgaris é contra infeccdes
intestinais variadas, como parasitas, bactérias gram-positivas e gram-negativas. O timol, um
dos constituintes ativos do tomilho, é eficaz contra bactérias coccidas. O tomilho pode
melhorar o funcionamento do figado e é um estimulante de apetite (AMIRI, 2012). E
conhecido por suas propriedades antimicrobianas (MANCINI et al., 2015), antioxidantes e
ndo apresenta efeitos citotoxicos renais ou hepéticos, sendo encontrado ao alto teor de
polifendis como a quercetina, &cidos rosmarinico, ferulico, siringico, caféico, p-cumarico e
vanilico (AIROLDI et al., 2013; QUIROGA; ASENSIO; NEPOTE, 2014; BAHRI et al.,
2022).
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2.2 Probiéticos

A Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e a
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) definem os probidticos como “microorganismos vivos
que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem benéficios a saude do
hospedeiro”. Os probidticos sdo usados constantemente para melhorar a hemostase da
microbiota interna a fim de manter a salde intestinal humana (SANDERS et al., 2011). Como
consequéncia, 0 nimero de bactérias nocivas que ndo conseguem sobreviver em um ambiente
acido é reduzido, e as bactérias benéficas que crescem bem em um estado &cido proliferam,
equilibrando assim a microbiota intestinal (KIM et al., 2019).

Lactobacillus, Bifidobacterium e Saccharomyces sdo 0s géneros de cepas probioticas
mais utilizadas pelo homem (BUTEL, 2014). A populacio de bactérias que reside no trato
gastrointestinal humano da-se o nome de microbiota intestinal (BURITI; SAAD, 2007). Foi
encontrado e isolado do Enterococcus faecium, o metabdlito chamado E297 que apresentou
caracteristicas probioticas in vitro (SCHITTLER et al., 2019). A bactéria probidtica
Pediococcus pentosaceus, € uma bacteria que tem a capacidade de absorver e degradar a
aflatoxina em metabdlitos menos toxicos (MARTINEZ et al., 2019).

A ingestdo de probidticos tem sido sugerida para melhorar a salde geral e a
imunidade. E reconhecido que a microbiota intestinal humana pode desempenhar um papel no
desenvolvimento de doengas metabdlicas, incluindo obesidade, diabetes e doenca inflamatéria
intestinal (CHOI et al.,, 2017). A administracdo de probidticos demonstrou melhorar o
prognostico e o manejo dessas doencas (QIN et al., 2010). Doencas como distlrbios
intestinais (ECKBURG et al 2005; BUTEL, 2014), infec¢des urogenitais (MARELLI;
PAPALEO; FERRARI, 2004), obesidade (AGUIRRE; VENEMA, 2015), doencas
cardiovasculares (IVEY et al., 2015) e doencas dentérias e hepaticas (VAJRO et al., 2014;
CHAVEZ-TAPIA et al., 2015; DALIRI; LEE, 2015) podem ser prevenidas e até melhoradas
com a ingestdo de L. casei, por exemplo. Deficiéncias na composi¢do da microbiota intestinal
tém sido associadas a varios disturbios psiquiatricos, como distarbios do espectro do autismo,
depressédo e distdrbios relacionados ao alcool (KELLY et al., 2016).

Sdo multiplas e diversificadas as influéncias das bactérias probidticas no hospedeiro.
As bacteérias probioticas tm mecanismos de agdo semelhantes aos dos componentes presentes
na microbiota, j& que séo isolados desse ecossistema. A sua funcédo é reforcar as fungdes da

microbiota ou compensa-las quando esta apresentar falhas. As bactérias probioticas interagem
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com a superficie da mucosa intestinal permitindo uma exclusdo por competicdo de patégenos
(HAJELA et al., 2012).

A eficacia dos efeitos de um probiotico e seu mecanismo dependem geralmente da
interacdo entre hospedeiro e microbiota especifica ou com células imunocompetentes da
mucosa intestinal (SAAD et al., 2013). A microbiota intestinal ¢ modulada por a¢do dos
microorganismos probioticos, cujo mecanismo é conhecido como exclusdo competitiva
(Figura 9). Ocorre através do impedimento da colonizacdo da mucosa intestinal pelos
microorganismos patogenos, pela competicdo por sitios de adesdo, por nutrientes e por
producdo de compostos antimicrobianos (GUARNER; MALAGELADA, 2003; SAAD,
2006). Um mecanismo fundamental para explicar essa constatagdo, que € a exclusdo
competitiva, que ocorre entre probioticos e bactérias patogénicas, se baseiam na ligacdo dos
mesmos sitios receptores glicoconjugados na superficie epitelial (WOHLGEMUTH; LOH,;
BLAUT, 2010).

Figura 9 - Diagrama esquematico com 0s mecanismos de acdo potenciais e conhecidos dos
probidticos na microbiota
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Em caso de condicBes ambientais desfavoravéis, a atividade antioxidante pode
proteger 0s microorganismos, tais como os probi6ticos (GUNENC et al., 2016). E requerido,
para sua eficicia associada a todos os beneficios a saude humana, a ingestdo de uma
quantidade suficiente de unidades formadoras de colénia (UFC) (KUMARI et al., 2016).
Entretanto, durante condi¢cdes ambientais severas, muitas das células probioticas ingeridas ndo
sobrevivem ao passar pelo suco gastrico (RANADHEERA; EVANS; ADAMS, 2012; DE
PRISCO; MARESCA; ONGENG, 2015). O encapsulamento das células ou associagdo com
outros compostos que possam atuar em sua protecdo, configuram meios alternativos para
amenizar esse problema (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2016; COGHETTO; BRINQUES;
SIQUEIRA, 2016; FARNWORTH; CHAMPAGNE, 2016).

Probioticos, bacteriocinas, acidos graxos de cadeia curta, 6leos essenciais e extratos
de plantas receberam recentemente maior atencdo por apresentarem potencial como agentes
naturais bioprotetores (NOOMHORM; AHMAD; ANAL, 2014; DUBEY et al. 2018). As
cepas de Lactobacillus, por exemplo, muito utilizadas como iniciadoras na producdo de
alimentos lacteos, podem atuar como cultura probioética ou como bioprotetora, uma vez que
produzem compostos antimicrobianos que atuam sobre varios patdgenos bacterianos
transmitidos por alimentos (CAREY et al., 2008).

Assim, um importante campo de pesquisa consiste em estudar produtos capazes de
fornecer um meio mais adequado para a sobrevivéncia e manutengdo de microrganismos
probidticos por mais tempo (RANADHEERA; HO; LUO, 2007; MAHMOUDI et al., 2017).
Os probidticos podem ser usados como solucBes potenciais para prevenir ou tratar doencas
associadas ao microbioma intestinal humano, e seus efeitos sobre a saude humana é a chave
essencial no desenvolvimento de novos probidticos, bem como de farmacos (KIM et al.,
2019).

2.3 Hemostasia

A hemostasia € um sistema bioldgico complexo no qual o equilibrio dos processos
pré-coagulantes e anticoagulantes mantém a fluidez do sangue em vasos intactos e forma
trombos quando € necessario prevenir 0 sangramento de vasos rompidos
(HRACHOVINOVA, 2018). Na visio classica da hemostasia, o principal iniciador da cascata
de coagulacéo é o fator tecidual (TF), através do dano vascular, ocorre a exposi¢do ao TF, o
gue gera quantidades pequenas de trombina que exercem efeitos sobre os fatores de
coagulacdo e plaquetas (CIMMINO; CICCARELLI; GOLINO, 2015). As plaguetas quando
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sdo ativadas, aderem ao local, e 0 tampdo hemostético entdo, é formado. As quantidades de
fibrina garantem a estabilizacdo do agregado plaquetéario (CIMMINO; GOLINO, 2013).

Atualmente, a coagulacdo pode ser dividida em fases separadas e indiferentes: 1) fase
de iniciacdo, onde ocorre a geracdo de pequenas quantidades de fatores prd-coagulantes
ativos. 2) fase de ampliagcdo, na qual ocorre um aumento na quantidade de fatores de
coagulacdo ativos. 3) fase de propagacgéo, em que séo gerados fatores ativos de coagulacéo. 4)
fase de estabilizacao, o polimero, composto por moléculas de fibrina € covalentemente ligado,
estabilizando o coagulo (RIDDEL JR. et al., 2007). As plaquetas invadem o local da leséo, se
agregam e se aderem, aumentando a rigidez do coagulo. Simultaneamente, as plaquetas, 0
complexo do TF — fator VII ativado, ativa a formacao da cascata de proteases da coagulagéo
(GROVER; MACKMAN, 2018) (Figura 10).

Figura 10 - Ativacdo e inibicdo enddgena da cascata de proteases da coagulagdo e sistema de
fibrindlise
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31

Uma desregulagdo nos sistemas de coagulacdo e fibrinolitico, pode resultar em
hemorragia ou trombose. Diversos componentes presentes em peconhas de serpente podem
modular os sistemas de coagulacdo e fibrindlise de mamiferos, através de enzimas como
proteases e fosfolipases A.. Estudos com variadas classes dessas enzimas, objetivam o
desenvolvimento de novas drogas terapéuticas, kits diagnosticos, e ainda a elucidacdo de
mecanismo de acdo de moléculas naturais sobre a hemostasia (SACHETTO; MACKMAN,
2019) (Figura 11).

Figura 11 - Ativadores e inibidores exdgenos do sistema de coagulacdo de mamiferos e do
sistema fibrinolitico
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Daboia russelli (RVV-X); ativador do fator V isolado da peconha de serpente Vipera lebetina
(VLFVA).

Fonte: Adaptado do Sachetto, Mackman, 2019.

As peconhas de serpente interferem na hemostasia atuando em vérias fases da
coagulacdo, destacando-se enzimas homologas a trombina, enzimas fibrinogenoliticas,
ativadoras da protrombina, enzimas que atuam nos fatores V, VII e X, na proteina C, na

agregacdo plaquetaria e no plasminogénio (serinoproteases). Outras enzimas ativam a
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protrombina e fator X, sdo fibrinogenoliticas, inibem a agregacdo plaquetéria e causam
hemorragia (metaloproteases) (SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ, 2011; McCLEARY;; KINI,
2013).

2.4 Fosfolipases A: e seus inibidores naturais

As fosfolipases Az (PLA:s) sao enzimas que hidrolisam a segunda ligagéo éster de um
fosfolipidio liberando um &cido graxo e um lisofosfolipidio (LAMBEAU; GELB, 2008). Em
peconhas de serpentes, dois grupos de sPLA.s (GI e GII) foram identificados. O Grupo |
inclui PLA2s de peconhas de serpente (svPLA2s) de Elapinae e Hydrophiinae, com 115-120
residuos de aminoacidos e estas svPLA2s sdo homologas as do pancreas de mamiferos GI1B
sPLA.. O Grupo Il compreende as sVPLAzs de Crotalinae e Viperidae, com 120-125 residuos
de aminoécidos, sendo estas homdlogas as sPLAzs do grupo A n-pancreico de mamiferos
(BURKE; DENNIS, 2009). Estes grupos de svPLA2s sdo conhecidos por exibir uma ampla
variedade de efeitos fisioldgicos e patoldgicos que inclui a inducéo de reacdes inflamatdrias e
alteracdes na hemostasia (DOLEY; ZHOU; KINI, 2010). Em humanos, elevados nivéis de
sPLA.s estdo associados a diversos processos fisiopatolégicos como doencas cerebrais,
disturbios cardiovasculares, cancer, asma, sindrome da angustia respiratéria e progressdo da
amigdalite (EZZEDDINI et al., 2012).

O ion Ca?, e o principal cofator para atividade das svPLAzs, e um residuo de Asp na
posicdo 49 é essencial para a ligacdo e catalise dos substratos (YU et al., 1998). A sua
atividade catalitica sobre fosfolipidios de membranas de células de tecidos especificos sugere
um papel importante destas enzimas na toxicidade das peconhas (SAMY;
GOPALAKRISHNAKONE; CHOW, 2012). As peconhas de serpente sdo utilizadas como
ferramentas para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, com uma grande
variedade de efeitos farmacoldgicos, devido aos seus componentes ativos (EL-AZIZ;
SOARES; STOCKAND, 2019; OLIVEIRA et al., 2021a; OLIVEIRA et al., 2021b). As
PLA>s tém sido descritas como de grande interesse médico-cientifico e aplicacdes
biotecnoldgicas, devido ao seu envolvimento com diversas atividades, como miotoxicidade,
hemolise e processos inflamatorios (JIA et al., 2019).

Diversos extratos de plantas e seus componentes tem sido descritos como inibidores
de PLA:s (KISHORE; YARLA; ZAMEER, 2016; FATIMA et al., 2019; OLIVEIRA et al.,
2021a; OLIVEIRA et al., 2021b). O extrato de Bredemeyera floribunda neutralizou a
atividade de PLAzs de B. jararacussu (ALVES et al., 2019). Flavonoides como a quercetina e
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a rutina, inibiram PLA>S (LINDAHL; TAGESSON, 1997; COTRIM et al., 2011; TOYAMA
et al., 2014). Cynanchum paniculatum, inibiu atividades PLA.S, induzidas por pegonha
Deinagkistrodon acutus (XIONG et al., 2018). Os compostos 2-hidroxi-3-metoxibenzaldeido,
2-hidroxi-4-metoxibenzaldeido, alcool de 2-hidroxi-3-metoxibenzil apresentaram inibicdo de
100% sobre a atividade enzimatica de PLA2s (ALAM et al., 2016). Foi isolado do extrato de
Clematis gouriana, o composto ikshusterol3-0-glicosideo, que inibiu PLAss isoladas de Naja
naja (MUTHUSAMY et al., 2017; MUTHUSAMY et al., 2018). Os extratos de Eryngium
foetidum, Neurolaena lobata, Pimenta dioica e Urospatha sagittifolia, inibiram a atividade de
PLA>s de pegonhas do género Bothrops (SARAIVA-OTTEN et al., 2022; VERA-PALACIOS
et al., 2022). Até o momento, j& foram estudados diversos compostos isolados de plantas que
apresentaram inibicdo sobre PLAs de diferentes peconhas de serpentes (CARVALHO et al.,
2013; GUIMARAES et al. 2014; CASTANEDA et al., 2020).

O é&cido rosmarinico (AR) demonstrou ser eficiente contra efeitos miotoxicos
induzidos por peconhas de serpentes botrdpicas e toxinas isoladas (TICLI et al., 2005; AUNG
et al., 2010a; AUNG et al., 2010b; DOS SANTOS; CARDOSO; SOARES, 2011; AUNG et
al., 2011). Recentemente, foi demonstrado que o AR reduz significativamente a ocorréncia do
bloqueio neuro-muscular causado pela miotoxina MjTX-Il, isolada da pegonha de B. moojeni
(SALVADOR et al., 2019). Para a inibigdo exercida pelo AR sobre a PrTX-I isolada da
peconha de B. pirajai, foi descrita a formagdo de complexos, por meio de interagcdes do AR
com os residuos da regido N-terminal de um monémero da toxina (DOS SANTOS;
CARDOSO; SOARES, 2011).

O mecanismo molecular de ativagdo da PrTX-1, ocorre com a entrada de uma molécula
de &cido graxo, desse modo, a molécula de AR bloqueia o canal hidrofébico impedindo a
ativacdo da PrTX-l. Analogamente, o complexo MjTX-II/AR, caracteriza mecanismo de
inibicdo semelhante. Contudo, nesse modelo, os dois mondmeros da toxina interagem com o
AR simultaneamente em regiGes diferentes da molécula (TEIXEIRA et al., 2011). Os
polifendis presentes nas plantas podem interagir com proteinas contidas nas peconhas de
serpente através de ligagbes de hidrogénio, interacBes hidrofébicas ou ligagbes covalentes,
formando complexos sollUveis ou insoluveis em condi¢Bes estequiométricas favoraveis
(HAGERMAN, 2012), alterando assim as estruturas e fun¢des destas enzimas.

SVPLA2s contém inumeras propriedades bioldgicas e alto grau de homologia com
enzimas presentes no organismo humano e podem atuar em diferentes processos fisioldgicos e

patologicos. Devido a estas caracteristicas, as sSvPLA2s podem ser utilizadas como ferramenta
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laboratorial, induzindo efeitos farmacotdxicos que simulem e/ou modulem as enzimas
humanas (ROMERO et al., 2010).

2.5 Proteases e seus inibidores naturais

Diferentes proteases de pegconha de serpente [metaloproteases (SVMPs) e
serinoproteases (SVSPs)] atuam na hemostasia. Algumas atuam sobre as plaquetas e sistema
hemostatico e outras podem interagir com fatores especificos da cascata de coagulacdo (KINI,
2011; SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ, 2011; SLAGBOOM et al., 2017). Peconhas de
serpente botrépicas, da familia Viperidae, sdo ricas em SVMPs (TASOULIS; ISBISTER,
2017), que causam hemorragia, inflamacdo, mionecrose e edema local (GUTIERREZ;
RUCAVADO, 2000; GUTIERREZ et al., 2016).

Na pegonha de B. moojeni foram encontradas quantidades significativas de SVMPs
(46,63%), seguida das SVSPs (26,18%), PLAxs (9,02%) e hialuronidases (0,51%) (AMORIM
et al., 2017). Estas enzimas danificam o endotélio vascular e estdo envolvidas em varios
efeitos patologicos (CHOUDHURY et al., 2018). A facilidade com o que ocorre a difusdo de
toxinas na circulacdo é devido as SVMPs que degradam a membrana basal e tecidos
conjuntivos que circundam os vasos sanguineos (ANAI et al., 2002). Objetivando reduzir a
difusdo de toxinas sistémicas, inibidores de proteases, principalmente naturais, tem sido
amplamente estudados (CHOUDHURY; SENTHILVADIVEL; VELMURUGAN, 2018).

Vaérias plantas sdo responsaveis pela inibicdo de proteases de diferentes peconha de
serpente, tais como os extratos de Hedychium coronarium (MIRANDA et al., 2014), Jatropha
gossypiifolia (FELIX-SILVA et al., 2014), Sapindus saponaria (DA SILVA et al., 2012),
Hypericum brasiliense (ASSAFIM et al., 2011), Luffa egyptiaca, Nicotina rustica (IBRAHIM
et al.,, 2011), Mangifera indica (DHANANJAYA et al., 2011), Nectandra angustifolia
(TORRES et al.,, 2011), Fagonia cretica (RAZI et al., 2011) e Hibiscus aethiopicus
(HASSON et al., 2010).

Algumas classes de moléculas naturais tem se destacado na inibicdo de
metaloproteases e seus efeitos patoldgicos, tais como os terpenoides, esterdides, polifendis e
flavonoides (BIRT et al., 1997; SANTHOSH et al., 2013). A galocatequina, a isoquercitrina, a
pinostrobina e a quercetina-3-o-ramnosideo sdo flavonoides, isolados de diferentes espécies
de plantas, apresentaram inibicdo sobre SVMPs de diversas espécies de viperideos e elapideos
(CASTRO et al., 1999; VALE et al., 2011; GOMEZ-BETANCUR et al., 2014; GOPI et al.,
2016). Flavonoides (apigenina, luteolina, kaempferol, quercetina, miricetina, genisteina,
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hesperidina, naringenina, (+)-catequina e (-)-epicatequina) também apresentaram inibicéo
sobre metaloproteases da matriz humana (CRASCI et al., 2017; YADAYV et al., 2017).
Ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofdbicas, quelacdo de metais e interacdes de ligacdes
pi, entre o nucleo fendlico dos flavonoides e interacBes entre as proteinas foram responsavéis
por essas inibicdes (ANDERSEN; MARKHAM, 2005).

Outras proteases que desempenham um papel crucial na atividade fisiopatoldgica
induzida pelas peconhas sdo as SVSPs. As SVSPs catalisam a clivagem das ligacdes
peptidicas nas proteinas e desempemham papel fundamental em diversos processos bioldgicos
que vdo da digestdo ao controle e regulacdo da coagulacdo sanguinea, sistema imunoldgico e
inflamagdo (KANG et al.,, 2011). Devido as SVSPs serem proteinas moduladoras da
hemostase sanguinea diversos estudos revelaram o seu potencial terapéutico no tratamento da
coagulopatia do sangue (PAINE; DESMOND; THEAKSTON, 1992; FOX; SERRANO,
2008; ZELANIS et al., 2011). Os disturbios na hemostase estdo diretamente associados a
eventos proteoliticos causados, em sua maior parte, pelas serinoproteases (SERRANO;
MAROUN, 2005; KINI, 2005). Essas enzimas afetam a coagulacdo sanguinea, agregacédo
plaquetaria e fibrindlise, causando perturbacdo da coagulacdo e efeitos drasticos do
envenenamento por serpentes da familia Viperidae.

Diferentes plantas e compostos isolados tém capacidade de neutralizar as diversas
enzimas proteoliticas presentes nas peconhas (MARQUES et al., 2018; CESAR et al., 2019).
A hesperetina, flavonoide glicosilado, encontrado em frutas citricas, inibiu a atividade
catalitica de duas SVSPs, que foram denominadas de SVSP1 e SVSP2 e foram isoladas de
Crotalus simus (SANTOS et al., 2018). Em adicdo, flavonoides e compostos fenolicos
contidos em extratos de plantas sdo conhecidos por quelar ifons zinco no sitio ativo das
enzimas, impedindo assim sua acdo (CHAYAMITI, 2013).
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3 CONCLUSAO

As plantas medicinais sdo constituidas de uma diversidade de compostos com
potencial bioativos e com acéo na prevencéo e tratamento de diferentes doencas. Em adicéo,
0s probidticos produzem metabdlitos benéficos ao organismo humano que favorecem o
crescimento de uma microbiota intestinal saudavel prevenindo contra infeccbes e diversas
doengas cronicas resultantes de processos inflamatorios. A possivel agdo sinérgica que ha
entre os extratos de plantas e as bactérias probioticas foi observada na modulagéo da atividade
das enzimas avaliadas no presente trabalho. Os efeitos exercidos pelos extratos de Laurus
nobilis, Ocimum basilicum, Origanum vulgare, Petroselium crispum, Rosmarinus officinalis,
Salvia officinalis e Thymus vulgaris em conjunto com bactérias probidticas podem
desempenhar um papel fundamental e benéfico a salde humana, atuando na prevencdo de
doencas provenientes de distarbios nos sistemas hemostaticos e inflamatério. Com isso, 0
aprofundamento desta pesquisa podera contribuir para futuras aplicacfes terapéuticas dos
extratos e bactérias avaliados.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effects of extracts from aromatic plants and
probiotics on the enzymatic activities induced by Bothrops moojeni venom, as well as to
assess their potential as anti-inflammatory agents. The venom’s phospholipase and hemolysis
activities were found to be inhibited by incubation with pure plant extracts or probiotics at
different pH levels. Additionally, all plant extracts with and without probiotics displayed an
inhibitory effect on heat-induced hemolysis and venom-induced thrombus lysis. The greatest
inhibitions were observed for extracts of Laurus nobilis and Ocimum basilicum. Furthermore,
the extracts of L. nobilis, O. basilicum and Origanum vulgare with and without probiotics
were found to exert an inhibitory action on coagulant enzymes present in the venom,
prolonging the clotting time. Interestingly, the Petroselium crispum extract in the presence of
the probiotic appeared to potentiate the coagulant effect of the venom’s enzymes, as observed
by a reduction in the clotting time. The findings demonstrate the potential of these plants to
modulate the action of enzymes that play a crucial role in the regulation of hemostasis and the
inflammatory response, providing a valuable laboratory tool for the study of compounds with

pharmaceutical potential.

Keywords: Hemostasis. Aromatic plants. Probiotic bacteria. Enzyme modulators.

INTRODUCTION

The use of medicinal plants for the treatment of various diseases, inciuding
hemostatic disorders, has a long history. Hemostatic disorders such as hemorrhages and
thrombosis can lead to serious complications. Phenolic compounds found in plants are know
to play a signigicant role in their diverse actions on human health. Aromatic plants such as
Laurus nobilis, Ocimum basilicum, Origanum vulgare and Petroselium crispum have been
shown to possess anti-inflammatory, antioxidant, hypoglycemic and antimicrobial
properties.[* 2 34,51

Probiotics, which are live microorganisms that confer health benefits when
consumed in adequate amounts, have been shown to play a crucial role in maintaining the
balance of the gut microbiota. Probiotic bacteria are commonly used to alleviate intestinal
disorders, by exerting a variety of beneficial effects on the host, such as controlling the
growth of pathogenic microorganisms, improving gut barrier function, and modulating the

immune system. Among the most commonly used probiotic strains are those belonging to the
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genera Lactobacillus and Bifidobacterium. These microorganisms commonly used in the food
industry to manufacture various products such as fermented dairy, probiotic beverages, and
dietary supplements. [l

Snake venom is a complex mixture of biologically active compounds, including
enzymes such as phospholipases A> (PLA>s), metalloproteases and serine proteases, which
have been shown to play a critical role in the venom’s toxicity by promoting coagulation or
bleeding and participating in the inflammatory response. These enzymes share structural and
functional similarities with their human counterparts. In this sense, the present work aimed to
evaluate the modulating action of aqueous extracts obtained from leaves of L. nobilis, O.
basilicum, O. vulgare and P. crispum in the presence and absence of probiotics, on activities

induced by PLA:s and proteases and suggest possible effects in human physiology.

MATERIALS AND METHODS
Obtaining and preparing samples

The aromatic plants of the species, Laurus nobilis, Ocimum basilicum, Origanum
vulgare and Petroselium crispum were commercially purchased at a market in the city of
Lavras, MG, Brazil. The dried leaves were crushed, sieved, weighed 4 g and dissolved in 40
mL of PBS (phosphate buffered saline solution, pH 7.4, 2 mM NaH2POs, 3 mM NaxHPOs,
154 mM NaCl) and remained under agitation for approximately 12 h. Then, they were taken
to the ultrasound machine for 1h10min. After this step, the solution was centrifiged for 10
min. at 3.5 g and the supernatant was collected and frozen until the moment of use in the
assays.

The probiotic bactéria (Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus, L. paracasei and
Bifidobacterium lactis) in powder form, were purchased under the trade name Probiatop. Each
1 g was diluted in 10 mL of PBS and then quantified using the McFarland scale method.!]
Subsequently, a screening was performed with different values of colony-forming units
(CFU), to identify ideal amounts of probiotic bacteria to be used in the tests, so that they
would not saturate the reaction environment. Then, the bacteria were diluted in PBS pH 7.4

and 8.0 for the phospholipases Az (PLA2s) activity and PBS pH 7.4 for the other activities.

Snake venoms
The crystallized venom of Bothrops moojeni (registered in Sisgen under the number

ADF95EA) was purchased commercially from the serpentarium Bioagents (Batatais-SP). At
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room temperature, the crude venom was weighed 10 mg, dissolved in 1.0 mL of PBS and
stored at -20 °C.

All activities [except anti-inflammatory (without the use of venom)] were
performed with plants extracts and probiotics alone. Extracts and probiotic bacteria were pre-

incubated with enzyme source (venom) in different proportions for 30 minutes at 37 °C.

Obtaining human blood

The blood was obtained from healthy volunteers and collected in tubes containing
heparin (anti-inflammatory and hemolysis activities), citrate (coagulant activity), and without
anticoagulant (thrombolytic activity). All tests using human blood or its components were
carried out with the previous authorization of the Ethics Committee on Human Research
(COEP) of the Federal University of Lavras, under the registration number: CAAE:
57151322.4.0000.5148.

Identification of phenolic compounds by HPLC

Phenolic compounds were identified and quantified for each extract. The phenolic
standards used were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). High performance
liquid chromatography (HPLC) was performed using a Shimadzu UHPLC chromatograph
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japéo). Equipped with two LC-20AT hogh pressure pumps,
an SPD-M20A Uvwvis detector, a CTO-20AC oven, a CBM- Interface 20 A, and an auto-
injector with a SIL-20A autosampler. Separations were performed using a VP-ODS-C18 (250
mm X 4.6 mm) Shim-pack column, attached to a Shim-pack pre-column (10 mm x 4.6 mm)
(Shimadzu, Japédo). The addition of patterns to the extracts was also used as an identification
parameter. Stock standard solutions were prepared in methanol (HPLC grade; Sigma-Aldrich,
EUA). Extracts and standards were filtered through a 0.45 pum nylon membrane (EMD
Millipore, USA) and injected directly into the chromatographic system, in three replications.
The phenolic compounds in the extracts were identified by comparing the retention times of
the standards. Quantification was performed by constructing analytical curves obtained
through linear regression using Origin 6.1 computer software (OriginLab, Northampton, MA,

USA) and considering the coefficient of determination (R2) equal to 0.99.

Anti-inflammatory activity
To carry out the anti-inflammatory activity adapted from Williams et al.l®l; Tatiya

and Salujal®; Nkeh-Chungag et al.[*l, the blood of the volunteers was collected in tubes
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containing heparin. The blood was then centrifuged at 1500 xg for 5 min., and the plasma
removed. The packed red blood cells were used to prepare a 2 % (v/v, mL/mL) suspension in
PBS, pH 7.4. The red blood cell concentrate were used to prepare a 2 % (v/v, mL/mL)
suspension in PBS, pH 7.4. The extracts at doses of 1.75 and 3.5 mg and the probiotic bacteria
9.6x10° CFU were previously prepared in volume of 200 L and then 800 pL of the red blood
cell suspension was added. Controls were performed with steroidal anti-inflammatory drug
prednisolone [126 pg and 180 ug (anti-inflammatory action as a comparison parameter)], PBS
(corresponding to mechanical hemolysis), and water (corresponding to total hemolysis — 100
% hemolysis). The suspensions containing the samples were incubated at 37 °C for 30 min.
After incubation, the tubes containing the incubated remained in a thermostatic bath at 54 °C
for 20 min., followed by centrifugation at 1200 xg for 10 min. Then, the absorptions were
read in a spectrophotometer at 540 nm. The protective capacity of the extracts against
temperature-induced hemolysis was evaluated. The anti-inflammatory potential of plant
extracts previously incubated with probiotic bacteria was also evaluated. The calculation of

the percentage of inhibition of hemolysis was done using the following formula:

AHS — AUS
% Hemolysis =100 — 11— X 100
C+ — AUS

AHS - absorbance of the heated sample
AUS - absorbance of the unheated sample
C+ - positive control absorbance

To infer possible interferences, present in the extracts, capable of performing
absorption at the wavelength used for the evaluation of the tests, a scan of each extract was

performed before the thermal hemolysis tests.

Phospholipase and hemolysis activity

The phospholipase and hemolysis activities were evaluated in a solid medium, as
described by Gutiérrez et al.['¥l The gel for the evaluation of the phospholipase activity was
prepared with 0.01 mol L CaCl,, egg yolk lecithin’s 1:3 v/v, PBS, 1 % bacteriological agar,
and 0.005 % sodium azide. The medium was poured into Petri dishes at 45-50 °C. After gel
solidification, the treatments were applied in 0.5 cm diameter holes, and the dishes were
maintained in a cell culture chamber for 12 hours at 37 °C. The gel for hemolysis activity was

prepared by replacing egg yolk lecithin’s for human erythrocyte concentrate calculated to a
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hematocrit of 1 %. The newly collected blood was centrifuged at 900 xg for 5 min. to obtain
the erythrocytes. The erythrocytes were suspended in 5 mmol L of PBS (pH 7.4) and
centrifuged under the same conditions, repeating this washing step twice. The results of both
tests were evaluated by measuring the diameter of the translucent halos formed in the gels
around the holes where the samples were applied. Inhibition of PLA2s and hemolysis
activities were evaluated on B. moojeni venom 10 and 20 pg, respectively. The venom was
previously incubated with extracts of L. nobilis, O. basilicum, O. vulgare, P. crispum at doses
(0.1, 0.4, 0.7, 1.8, 2.5 mg) and with probiotic bacteria (2.6x10° CFU) for 30 min. at 37 °C.
Dexamethasone and Prednisolone were used at doses of 2.5 ug, 5 ug and 10 pg to compare

the effects of the extracts.

Coagulant activity

The evaluation of clotting time was performed according to Rodrigues et al.? The
pure extracts at doses of 0.1, 0.4, 0.7, 1.8, 2.5 mg, and associated with probiotic bacteria
2.6x10° CFU, were previously incubated with B. moojeni venom (10 pg) for 30 min. at 37 °C.
Controls containing extracts with and without probiotics, and pure venom was also
performed. Tubes containing citrated plasma were kept in a 37 °C bath. The incubated
samples were added to the plasma (200 pL), and then the time until the formation of a rigid
clot was measured. The minimum coagulant dose was previously defined, which was the
lowest amount of venom capable of inducing plasma coagulation in a range between 50 and

180 seconds.

Thrombolytic activity

The thrombolytic activity was assessed on human blood clots formed in vitro,
according to the methodology described by Cintra et al.[*® The clots, 100 pL distributed in
microplate wells, were incubated for 24 h at 37 °C with the samples, prepared in a volume of
30 pL, containing B. moojeni venom (30 pg), probiotic bacteria 2.6x10° CFU, PBS, and plant
extracts at doses 0.4, 0.7, 1.8, 2.5 mg. Thus, the venom was previously incubated (30 min at
37 °C) with the pure extracts and with these added probiotics. The activities were calculated
by measuring the volume of fluid released by each thrombus. The data were converted in
percentages. The final volume applied to each well, corresponding to blood + sample, 130 pL,
was considered as 100 % activity. The mean value of controls containing only PBS were

subtracted from the means of incubated samples.
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Statistical analysis

The results were presented as the mean of triplicates + standard deviation. The data
were evaluated by analysis of variance, and the means were compared using the Scott Knott
test (p<0,05).1*4]

RESULTS
Identification of phenolic compounds by HPLC

In the present work, significant amounts of phenolic compounds were found in the
extracts of Laurus nobilis, Ocimum basilicum, Origanum vulgare, and Petroselium crispum
(Table 1). Caffeic acid was found in the extracts of L. nobilis and P. crispum and, in greater
concentration, in the extract of O. vulgare. Caffeic acid can exert ant-inflammatory effects by
inhibiting cyclooxygenase 2 and one of its products, prostaglandin 2.[*® The catechin
identified in the extracts of L. nobilis and O. basilicum has microbicidal action on pathogenic

bacteria favoring the multiplication of beneficial bactéria.[*®]

Table 1: Identification of phenolic compounds by HPLC in aromatic plants

Phenolic compounds  Laurus Ocimum Origanum Petroselium
(mg 100g7) nobilis basilicum vulgare crispum
Caffeic acid 8.164 - 35.859 5.172
Chlorogenic acid - 5.037 16.110 -
Catechin 6.939 5.856 - -
Ferulic acid ung - 32.222 -
Gallic acid - ung 11.500 40.276

m-coumaric acid - - - .
o-coumaric acid - - - .
p-coumaric acid 1.113 1.155 5.143 10.154

Resveratrol - - ung -
Trans-cinnamic - 23.965 7.069 -
Vanillic acid 2.812 1.198 1.710 1.691
> Phenolic 19.028 37.211 109.513 57.293
compounds

unq = unquantified (identified, but below the limit of quantification).

The ferulic acid found in the extract of O. vulgare has multiple functions such as
antioxidant, anti-inflammatory, inhibiting platelet aggregation and substances similar to
thromboxane with inhibitory action on the formation of thrombi.[*"l Gallic acid was found in
the extracts of O. vulgare and P. crispum in expressive concentrations. This compound has
anti-inflammatory, antioxidant*® and antimicrobial activity.[*® Trans-cinnamic acid has great

potential in the wound healing processt?” and was found in significant amount in the extracts
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of O. vulgare and O. basilicum. The p-coumaric acid was identified in all extracts and is used
in the treatment of cardiovascular, neuroinflammatory and liver diaseases.[?!! In this context,
extracts of aromatic plants containing a diversity of actives compounds and their association
with probiotic bacteria were analyzed for the effects on different activities induced by the
main classes of enzymes present in the snake venom of the species B. moojeni,
phospholipases A2 (PLA2S) and proteases. The anti-inflammatory potential of these samples

was evaluated using heat-induced hemolysis assays.

Anti-inflammatory activity

—— O.vulgare
—— P.crispum
—— O.basilicum
— L.nobilis

Absorbance

3&0 ' 4(I)O ' 4:10 ' 4£I§0 ' SéO ' SéO ' 6(I)O
Wavelength (nm)
Figure 1 — Spectrophotometer scans of different aromatic plant extracts (100 pg/pL): black-

Origanum vulgare; red- Petroselium crispum; blue- Ocimum basilicum; purple- Laurus
nobilis.

The wavelength of hemoglobin absorption is 540 nm, and is released and measured
in the liquid hemolysis test for evaluation of anti-inflammatory potential. A scan was made in
the extracts to investigate possible interferences in the evaluation of the activity. No peak was
identified at 540 nm wavelength, leading to the conclusion that the extracts do not absorb in
this wavelength (Figure 1).

The extracts of L. nobilis, O. basilicum, O. vulgare, and P. crispum showed
significant anti-inflammatory in vitro potential when compared with prednisolone and
mechanical (C-) hemolysis control. Samples containing the extract of P. crispum presented a

high protective effect on membranes lysis with heat-induced hemolysis percentages of 2.26 %
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and 1.53 % in absence of probiotics and, 0.98 % and 0.82 % in the presence of probiotics
(1.75 and 3.5 mg doses, respectively). For the extract of O. basilicum evaluated in absence of
probiotics, heat-induced hemolysis percentage was 7.39 % and 8.13 %, and in the presence of
probiotics, the values of hemolysis (1.75 and 3.5 mg doses) were 4.75 % and 5.02 %,
respectively. The incubation with the extract of L. nobilis in absence of probiotics resulted in
12.22 % and 13.65 % of hemolysis and in the presence of probiotics with the previous doses
the values were 10.03 % and 9.28 %. The extract of O. vulgare had the lowest inhibition
potential of heat-induced hemolysis with results of 51.71 % and 55.18 % of hemolysis in absence of

probiotics and 46.66 % and 52.72 % in presence of probiotics in the same doses of the previous
extracts (Table 2).

Tabela 2: Anti-inflammatory potential evaluated on heating-induced erythrocyte lysis

(54 °C)

Controls Hemolysis %

C- (PBS) 8.15 + 1.5147

Probiotic (9.6x10° CFU) 6.89 + 0.3084

Prednisolone (126 pg) 6.73 £ 0.4661

Prednisolone (180 pg) 5.63 +0.6729

C+ (H20) 100 + 0.0087

Samples 1.75 mg 3.5mg
Laurus nobilis 12.22 + 1.4255*b 13.65 £ 0.3814*a,b
Laurus nobilis+Probiotic 10.03 + 0.8586b 9.28 £ 0.8743b
Ocimum basilicum 7.39 £ 0.3125b 8.13 £ 0.7020b
Ocimum basilicum+Probiotic 4.75 + 0.8060b 5.02 £ 0.1578b
Origanum vulgare 51.71 £1.1919*a,b 55.18 + 1.8249*a,b
Origanum vulgare+Probiotic 46.66 + 2.5233*a,b 52.72 + 2.5065*a,b
Petroselium crispum 2.26 £ 0.7237a,b 1.53 + 0.6545*a,b
Petroselium crispum+Probiotic 0.98 + 0.8460*a,b 0.82 £ 0.7150*a,b

a - It differs from the negative control (C-), p < 0.05.
b - It differs from the positive control (C+), p < 0.05.
*Statistically different from the drug, p < 0.05.
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Phospholipase and hemolysis activity

In the present work, alterations in the activity of PLA,S were observed after
incubation of B. moojeni venom with extracts of aromatic plants and probiotic bacteria. The
extract of L. nobilis in pH 8.0 (Figure 2B), had a better inhibition on the activity of PLA2S
than in pH 7.4 (Figure 2A) at doses of 0.4, 1.8 and 2.5 mg with and without probiotic (values
from 20 % to 25 %) (Figure 2B). The extracts of O. basilicum had significant inhibitions at
pH 7.4 and pH 8.0 in all evaluated doses, with and without probiotics, with inhibitions values
from 15 % to 17 % (Figure 2C and 2D).

O. vulgare extract exerted the best inhibitions, around 23 %, when evaluated at pH
7.4 at doses of 1.8 and 2.5 mg, both in the absence and in the presence of probiotics (Figure
2E). For the evaluations at pH 8.0, in the absence of probiotics, there were no significant
inhibitions and in the presence of probiotics, the greatest inhibitions were 39% at doses of 0.1
and 0.4 mg and 56 % at doses of 1.8 and 2.5 mg (Figure 2F).

The extracts of P. crispum at pH 7.4 in the presence and absence of probiotics,
inhibited 15 % and 23 % at doses of 0.4, 0.7 mg, and 1.8, 2.5 mg, respectively (Figure 2G). At
pH 8.0 the inhibitions in absence of probiotics were 17 % at doses of 0.4, 0.7 and 2.5 mg. In
presence of probiotics, inhibitions were 44 % at doses of 0.1, 0.7, and 1.8 mg and 50 % at
doses of 0.4 and 2.5 mg (Figure 2H).

In this research, Prednisolone and Dexamethasone at doses of 2.5, 5 and 10 pg were
used for comparison to the effects caused by the extracts. The drugs did not show statistically
significant inhibitions compared to the control performed only with crude venom, considered

as 100 % of the activity (data not shown).
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Figure 2 — Phospholipase activity (%) induced by Bothrops moojeni venom, previously
incubated with probiotic bacteria (pH 7.4 and pH 8.0) and extracts of Laurus nobilis (A,B),
Ocimum basilicum (C,D), Origanum vulgare (E,F) and Petroselium crispum (G,H). Positive
control 1 (C+ 1): containing only venom (10 pg) was considered as 100 % activity. Positive
control 2 (C+ 2): Venom + Probiotic (2.6x10° CFU). The results correspond to the means of
triplicates obtained in each proportion (venom: extract) and (venom: extract + probiotic) and
their calculated standard deviations.

*Statistically different from the positive control.

**Statistically different from the positive control and those incubated without probiotic.

In the present work, was observed the inhibition of 19 % on the hemolysis after
incubation of the venom with 2.5 mg of L. nobilis extract in the absence of probiotics, and
inhibitions between 25 % and 56 % for all doses evaluated in the presence of probiotics
(Figure 3A). The extract of O. basilicum, showed significant inhibitions in absence of
probiotics of 37.5 % and 50 % at doses of 1.8 and 2.5 mg, respectively. In the presence of
probiotics, the inhibitions were 50 % at 0.1 mg, 37.5 % at 0.7 mg, and 44 % at 0.4, 1.8, and
2.5 mg (Figure 3B). The extract of O. vulgare presented significant inhibition only in
presence of probiotics, exerting 19 % inhibition at the dose of 0.1 mg and 37.5 % to the other
doses evaluated (Figure 3C). The extract of P. crispum in the absence of probiotics inhibited
the erythrocytes lysis in 19 % at the dose of 0.7 mg and 37.5 % at the dose of 1.8 and 2.5 mg.
In presence of probiotics, the inhibitions were 25 % at 0.1 mg, 37.5 % at 0.4 mg, 44 % at 0.7
mg, 50 % at 1.8 mg and 56 % at 2.5 mg (Figure 3D). In this study, the probiotic bacteria and
the extracts didn’t induce hemolysis in any evaluated doses, except for O. vulgare, which

showed hemolytic potential at the highest doses, 1.8 and 2.5 mg (data not shown).
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Figure 3 — Hemolysis activity (%) induced by Bothrops moojeni venom, previously incubated
with probiotic bacteria and extracts of Laurus nobilis (A), Ocimum basilicum (B), Origanum
vulgare (C) and Petroselium crispum (D). Positive control 1 (C+ 1): containing only venom
(20 pg) was considered as 100 % activity. Positive control 2 (C+ 2): Venom + Probiotic
(2.6x10° CFU). The results correspond to the means of triplicates obtained in each proportion
(venom: extract) and (venom: extract + probiotic) and their calculated standard deviations.
*Statistically different from the positive control.

**Statistically different from the positive control and those incubated without probiotic.
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Thrombolytic and coagulant activity

The extract of L. nobilis inhibited the thrombolytic activity in percentages that varies
from 46 % to 67 % in absence and presence of probiotics, in all evaluated doses (Figure 4A).
O. basilicum extract inhibited thrombolytic activity at all doses evaluated in the absence and
presence of probiotics, with values between 25 % and 44 % observed (Figure 4B). For the O.
vulgare extract, the inhibition was significant both in the absence and in presence of
probiotics at all evaluated doses, with values ranging from 57 % to 82 % (Figure 4C). For the
extract of P. crispum, the inhibitions of thrombolytic activity were observed at the doses of
0.4, 0.7, and 1.8 mg with and without probiotics, the values ranging between 26 to 47 %
(Figure 4D). Extracts of L. nobilis, O. basilicum, P. crispum and isolated probiotic bacteria
and extracts associated with probiotic bacteria did not show significant thrombolytic activity.
Except for the extract of O. vulgare, that showed 39 % and 22 % of thrombolytic activity

when isolated and when associated with probiotic bacteria, respectively (data not shown).
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Figure 4 — Thrombolytic activity (%) induced by Bothrops moojeni venom, previously
incubated with probiotic bacteria and extracts of Laurus nobilis (A), Ocimum basilicum (B),
Origanum vulgare (C) and Petroselium crispum (D). Positive control 1 (C+ 1): containing
only blood (100 pL) + [venom (30 pg) in 30 pL of sample] was considered as 100 % activity,
and therefore not shown in the graphs. Positive control 2 (C+ 2): Venom (30 ug) + Probiotic
(2.6x10° CFU). The results correspond to the means of triplicates obtained in each proportion
(venom: extract) and (venom: extract + probiotic) and their calculated standard deviations.
*Statistically different from the positive control.

**Statistically different from the positive control and those incubated without probiotic.

The extracts of L. nobilis, O. basilicum and O. vulgare showed coagulation
inhibition in all evaluated doses (in the absence and presence of probiotics). The extract of P.
crispum showed coagulation activity in presence of probiotics in all evaluated doses. The

coagulation inhibition was observed at doses of 0.1 and 0.7 mg and, pro-coagulation activity
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at doses of 0.4, 1.8 and 2.5 mg (Table 3). The extracts and probiotic bacteria isolated and both
showed anticoagulant activity (data not shown).

Table 3: Effect of aromatic plants extracts with and without probiotic on the coagulant activity
induced by B. moojeni venom

Clotting times (s)

Controls

Venom 10ug 127+0.0100

Venom-+Probiotic 2.6x10° CFU 77+0.0153 a

Sample mg Laurus Ocimum Origanum Petroselium

nobilis basilicum vulgare crispum

0.1 186+0.0503 b  214+0.0305b  246+0.0153 b 135+0.020 b
0.4 209+£0.2773b  255+0.0462b  268+0.0265 b 111+0.2715a

without Probiotic 0.7 250+0.0283 b  247+0.0436 b  310+0.0608 b 132+0.0416 b
1.8 254+0.0265b  231+0.3782b  319+0.0208 b 750.0265 a
2.5 256+0.0231b  213+0.4908 b  320+0.0305 b 74+0.0351 a
0.1 254+0.0305b  206+0.0305b  151+0.0321 b 113+0.2524 a
0.4 258+0.0603 b  223+0.2916 b  200+0.0208 b 91+0.0305 a

with Probiotic 0.7 190+0.2887 b  233+0.2639b  247+0.0321 b 91+0.0361 a
1.8 180+0.0666 b  252+0.1332b  262+0.010 b 91+0.0321 a
2.5 174+0.0351b  263+0.010b  304+0.0361 b 90+0.0379 a

a — Differ from the positive control (p < 0.05) — reduces time.
b — Differ from the positive control (p < 0.05) — increases time.
The results are presented as the average of triplicates + standard deviation p < 0.05.

DISCUSSION

Medicinal plants are known for their diversity of molecules with therapeutic
activities with proven effectiveness against a wide variety of pathophysiological disorders.
Isolated phytochemical molecules of several plant species have been described with action in
reducing edema, inflammation, myotoxicity, neurotoxicity and hemorrhage.?>%! Several
chemical compounds effect various enzymes in humans. These compounds exhibit therapeutic
effects by altering the activities of enzymes drastically.?*]

Medicinal plant extracts have been studied for their potential anti-inflammatory
action[®® and the phenolic compounds present in these extracts are the main responsible for
this action.[?®! The extract of the leaves of L. nobilis exerted an anti-inflammatory effect by
reducing the expression of pro-inflammatory cytokines in vitro and in vivo.[! The extract of
leaves of O. basilicum showed anti-inflammatory properties and, inhibit nitric oxide (NO)

production showing the capacity to extinguish free radicals of NO,?"l and the expressions
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interleukins (IL-6, IL-1B) and chemosin ligant 2 decreased significantly when treated with the
leaf extract.[®]

The extract of leaves of O. vulgare showed anti-inflammatory and antioxidant
activities by inhibiting pro-inflammatory cytokines [IL-6 and tumor necrosis fator-a (TNF-a)]
and NO without affecting cell viability.”®) In the extract of the leaves of P. crispum was
identified anti-inflammatory activity®% by inhibition of inflammatory cytokines (IL-1p and
TNF-0) through modulation of the oxidative stress which also increased the antioxidant
activity of the extract.®¥ For all these plant extracts described in the literature, the anti-
inflammatory effect was attributed to phenolic compounds that represent a large part of their
composition.®2 Some compounds present in these plant extracts were also found in the
extracts of aromatic plants evaluated in the present work such as caffeic, chlorogenic,
pherulic, gallic, p-coumaric, vanillic acids and catechin.[?6:33:343536.37]

It is known that free radicals are important mediators that act by inducing and
aggravating inflammatory process. Thus, free radical scavenger compounds present in the
extracts reduce inflammation.®®3%1 Phenolic compounds have several properties such as
antimicrobial, anti-inflammatory, antihyperglycemic, and antioxidant.**  Phenolic
compounds, found in plants, are known to possess strong antioxidant properties and can
capture free radicals, which leads to metal chelation, interactions with adenosine receptor
enzymes, and biomembranes.*2 These compounds have been described as enzymatic
modulators and have been shown to exert inhibitory or potentiating effects on several classes
of enzymes. The literature suggests that these interactions are typically weak, and involve
amino acid residues present in the active site of enzymes or residue regions that coordinate an
ionic cofactor. Some phenolic compounds have also been shown to form complexes with
cofactors that are unavailable to bind in enzymes. In the context of snake venom, inhibition of
phospholipases A2 (PLAs) and proteases by phenolic compounds plays a fundamental role in
reducing the inflammatory response.[4344451

In addition, strains of probiotic bacteria can exert beneficial effects on the host
through their immunomodulatory activity and regulation of the inflammatory process.
Probiotics administered orally can increase the activity of Natural Killer cells, the production
of interferon (INF) and INF-y.[*l The probiotic strain Lactobacillus casei acts in the
elimination of free radicals (in vitro) and reduces oxidative damage, improving lipid
metabolism and reducing lipid peroxidation.[*’! Probiotics containing Bifidobacterium, L.
acidophilus, L. plantarum, and L. paracasei decreased the levels of TNF-a and 1L-6“®! and

inhibit the nuclear factor kappa B (NF-kB) pathway.[*l The interaction between probiotic
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strains Lactobacillus and Bifidobacterium significantly reduced the expressions of IL-8, p-
p65, NF-kB, p-p38 MAPK, vascular system adhesion molecule, and cyclooxygenase-2 (COX-
2). The combination of probiotic strains showed better anti-inflammatory activity.

Steroid drugs are known as PLA>s inhibitors. Although they are widely used in the
treatment of inflammatory diseases, they have adverse effects such as accelerated protein loss,
decreased protein synthesis, and bone demineralization.®X! Prednisolone is a glucocorticoid
often used to suppress the immune response and treat inflammatory diseases.®? The most
common side effects are fatigue, increased blood pressure and blood glucose, mental
disorders, headaches, and its prolonged use can cause cataracts.®*l

The synthetic anti-inflammatory drugs used in the treatment of inflammation are
becoming less acceptable due to serious adverse effects on human health®™! mainly due to
their use in high doses, continuous or chronic. Treatment with these drugs in the long term has
some effectiveness, but is associated which depression, growth retardation, osteoporosis,
hypertension, kidney, and liver problems.®® The development of new and safe strategies to
prevent and treat inflammatory diseases is of extreme medical and scientific relevance.
Therefore, the extracts of L. nobilis, O. basilicum, O. vulgare and P. crispum showed anti-
inflammatory potential and seem to be amplified by association with probiotics bacteria, since
they also act in control of the inflammatory response. ¢!

Venom is a complex mix of proteins and active peptides, including PLA2s,
metalloproteases (SVMPS), serine proteases (SVSPs), C-type lectins, L-animo acids oxidases,
hyaluronidases and myotoxinst®”%! that affect the hemostatic system, act on the inflammatory
response, debridement and tissue regeneration, among other physiological effects® involved
in hemolysis and cytolysis.®¥ Snake venom is rich in PLA;s enzymes. Those enzymes
hydrolyze membrane phospholipids in position sn-2[61 and release lysophospholipids and
fatty acids. The arachidonic acid leads to the production of pro-inflammatory mediators by the
pathways of COX and lipooxygenases.[6%

Inflammation is triggered by a complex biological response of body tissues
extending to internal and external stimuli, which involve pathogens, and damaged or irritated
cells. However, when there is an excess of inflammation, characterized by dilation of blood
vessels, production of pro-inflammatory molecules, the release of cytokines, and recruitment
of leukocytes, there can be serious damage and losses to cells, tissues, and organs.[®] The
inhibition of PLA2s causes the decrease of eicosanoid levels and reduced inflammatory
response.[®1 Many plants with anti-inflammatory potential are rich in phenolic compounds

and some of these have been described as inhibitors of PLA>s, such as extracts of grape bark,
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Averrhoa carambola and Morinda citrifolia.[8¢%71 In this way, wide research of the toxins
and pharmacological effects exerted by various plants species can result in valuable
knowledge that will allow their use for promoting human health through the prevention and
treatment of diseases.

In the present study, significant amounts of gallic acid were found in O. vulgare and
P. crispum extracts. Zhang et al.[® showed that gallic acid acts as a possible inhibitor of
thrombin activity. Gallic acid is a chelator of metalsf® which justifies the inhibitory effect of
the extracts of the present study on the activity of PLA>s and hemolysis, partially induced by
this class of enzymes, since these enzymes are dependent on Ca?* ions to perform most of
their functions.

In a study, the gallic acid inhibited 100 % of the hemolytic activity induced by
Bothrops jararaca venom.[’™™ The gallic acid was isolated from the aqueous extract of
Anacardium humile and inhibited the activities of PLA2s of the B. jararacussu venom and its
PLA2s isolated BthTX-11.I"  Quercetin-3-o-rhamnosideo, a compound isolated from
Euphorbia hirta extract, inhibited the hemolysis activity induced by snake venom of the
species Naja naja, suggesting inhibition of inflammatory activity, proteases and PLA:s, in
vivo.[’?l The aqueous extract of leaves of Aniba fragrans neutralized the activity of PLA2s of
the B. atrox venom.[”®l The aqueous extract of the leaves of Averrhoa carambola inhibited the
activity of PLA2s from the venoms of B. moojeni and B. alternatus, and the same extract of A.
carambola inhibited the hemolysis induced by the of B. atrox and Crotalus durissus terrificus
(C. d. t) venom.l"]

The extract of Eucalyptus urophylla showed an inhibitory effect on proteases, being
this effect attribute to phenolic compounds, terpenoids, alkaloids, and steroids.” The extract
of Cissampelos parreira inhibited the activity of PLAs induced by B. diporus venom.l®! The
aqueous extract of leaves of Schawartiza brasilienis inhibited the proteolysis induced by the
venom of B. jararaca and B. jararacussu, besides inhibiting the hemolysis induced by the
venom of B. jararaca.l’’ All these inhibitions described in the literature, for extracts from
different plants acting on snake venoms of the Bothrops and Crotalus genera, corroborated
the results of the present study, considering the rich phenolic composition attributed to plant
extracts and the main classes of enzymes, potentially inhibited in the test carried out, focusing
on PLAs and several proteases.

Antioxidants present in plant extracts have protective effects against inflammation.
Probiotics can stimulate the host’s antioxidant system to improve antioxidant enzyme

levels.[® According to Zeng et al.[”®1, probiotics presented antioxidant potential and did not
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presented hemolytic activity. There is evidence that probiotics have valuable benefits in
modulating inflammation®, producing specific effects in healthy individuals.®! The
probiotic bacteria most commonly used are Bifidobacterium and Lactobacillus spp.[®
Probiotic strains such as Bifidobacterium, L. rhamnousus and L. acidophilus regulate
inflammation, producing anti-inflammatory effects.[*881 In addition to anti-inflammatory
effects, immunomodulatory, antioxidant, and anti-lipidemic properties have been
demonstrated for strains of Bifidobacterium.[“381

Considering the existing scientific information and the data from the present work,
we can suggest that the reduction in hemolysis activity, observed after incubation of the
venom with the different extracts of aromatic plants and probiotics, is the result of the
inhibitory effect of the phenolic compounds present in the extracts and the metabolites
produced by probiotic bacteria such as trimethylamine and short-chain fatty acidst®! on
PLA>s and proteases present in the venom. These polyphenols can act as complexes with
metal ions, such as Ca®*" and Zn?* for example, decreasing the activity of PLA2s and
proteases, that use metallic ions as cofactors in their catalytic activity®86l can still make
hydrogen bonds, hydrophobic interactions, pi bonds between the nucleon of the compound
present in the extracts and the proteins presents in the B. moojeni venom, reducing its catalytic
activity.[8"]

The B. moojeni venom is made up of 30 % to 60 % of SVMPs.®l This SVMPs
affect the hemostasis, inducing defibrinogenesis, activating coagulation cascade factor X and
prothrombin.® The SVMPs have the potential to act as thrombolytic agents and act as
anticoagulants. The SVMPs have also the capacity to decrease fibrinogen levels and inhibit
thrombogenesis.[*®! Equally important, the B. moojeni venom is made of 10 % to 30 % of
SVSPs, being kallikrein-type enzymes that generate bradykinin with vasodilator and
inflammatory function. %%

The isolated action of enzymes present in bothropic venoms, such as PLA2s, SVMP,
and SVSP, as well as their joint action®®, results in a series of disturbs in the hemostatic
systems. Those toxins activate the coagulation system, consuming the coagulation factors,
mainly fibrinogen. The fibrinogen is hydrolyzed in intravascular fibrin, which is also
hydrolyzed, forming degradation products. This results in increased blood clotting time
causing bleeding.[*4

Corroborating the data of the present study, in which all the evaluated extracts
exerted an inhibitory effect on the thrombolytic activity induced by the venom of B. moojeni,

the extract of the leaves of A. carambola was described with the same action potential.[’4l The
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aqueous extracts of Aniba fragans and Philodendron megalophyllum showed the potential to
inhibit hemorrhages caused by B. atrox venom.!”>%I Plants like Diospyro discolor, Enobotrya
deflez, Machulius japonica, and Pyros taiwanensis showed high phenolic amounts in the
chemical composition of their extracts also exert inhibition on the activity of the
metalloproteases.l®® The fact that plants are natural sources for inhibiting the SVMPs was
noted in many research pappers, such as those that describe the Euphoria longana,®’!
Macrocystis pyrifera, Camellia sinensis, Eucommia ulmoides® and Renealmia alpinia.[*"]

Corroborating the data of the present study, the gallic acid found in significant
amounts in the extracts of O. vulgare and P. crispum, presented anticoagulant activity and
inhibited the proteolytic and hemorrhagic activities induced by the venoms of B. jararaca and
B. jararacussu.l’® The extracts of Schwartiza brasiliensis, Andrographis paniculata and
Stryphnodendron adstringens inhibited anticoagulant, proteolytic and hemorrhagic activities
induced by B. jararaca, Naja naja and B. jararacussu venom.’":100101 |n the present study, P.
crispum showed pro-coagulant activity, enhancing the action of enzymes present in the venom
of B. moojeni, as well as the aqueous extract of the leaves of A. carambola showed pro-
coagulant activity when evaluated after incubation with the venom of C.d.t.["4

Studies suggest an improvement in the intestine condition through the administration
of beneficial bacteria such as Lactobacillus and Bifidobacterium.['%21%%1 Probiotic bacteria
release bioactive mediators that contribute to the maintenance of intestinal homeostasis and
platelet aggregation without thrombotic tendency.[** During thrombus formation, various
coagulation factors are involved in the action of thrombin, fibrinogen (FIB) is continuously
transformed into fibrin, the main component of thrombus.*%! Zeng et al.l*%! demonstrated
that L. plantarum can control PT, APTT, TT and FIB, indicating interfering with thrombosis
formation in vivo. Platelet aggregation is an initial key event in thrombus formation. The L.
rhamnosus and Bifidobacterium lactis are considered probiotic strains that don’t participate of
thrombotic disorders.’1 Metabolites produced by probiotic strains dissolve thrombi and
improve blood flow.1% Metabolites of L. rhamnosus, L. casei, and L. plantarum can
modulate/regulate metalloproteases to prevent inflammatory diseases.['®! Probiotic stains
such as L. casei and L. rhamnosus are able to beneficially modulate the inflammation-
coagulation interaction by reducing blood clotting activation.[*10111]

In addition, the presence of phenolic compounds in vegetables is correlated with
beneficial effects on human health, the various biological actions have been attributed
especially to phenolic acids.**?l The suggested mechanisms of action for these compounds are

based on their ability to bind to metals such as Zn?* and/or Ca?* and macromolecules, and
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interaction with amino acid residues present in protein structures, thus blocking the
pharmacological activities of enzymes.[1%3l

For the most part, the drugs found in the pharmaceutical market were developed
from compounds extracted mainly from plants. Based on studies found in the literature and on
our results, the synergetic actions between the extracts of aromatic plants and their bioactive
compounds with probiotic bacteria are promising in the treatment and prevention of diseases
related to homeostatic and inflammatory disorders. The extract of L. nobilis, O. basilicum, O.
vulgare and P. crispum exert modulating action on the activities induced mainly by PLA>s
and proteases, presenting anti-inflammatory, anti-hemolytic and anti-thrombolytic potential,
in addition to interfering with the action of coagulant enzymes present in the venom used as a
laboratory tool. Considering the experimental conditions evaluated in this work, we
concluded that the extracts represent cheap and safe sources of natural antioxidants, active in
the prevention and adjuvant treatment of inflammatory diseases, that can have their culinary
consumption reinforced by doctors and nutritionist. Therefore, understanding the action of
extracts and probiotic bacteria on the modulation of hemostasis and the inflammatory
response still requires further studies. However, due to the complexity of the composition of
these extracts and the pathophysiological processes inherent to the human body,
complementary scientific studies need to be carried out to elucidate possible mechanisms of
action that are responsible for the benefits to human health.
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ARTIGO 2 - Plantas condimentares e probi6ticos: investigacao de propriedades funcionais

na prevencéo de doengas

RESUMO

As plantas condimentares produzem uma grande quantidade de compostos com
diferentes efeitos farmacologicos, podendo atuar como agentes moduladores sobre enzimas
que atuam na manutencgéo da hemostasia e nas respostas
imunologicas/inflamatorias/alergénicas. Em adicéo, as bactérias probidticas contribuem com
o0 equilibrio da microbiota intestinal, bem como na inflamacdo, imunidade e prevencdo de
infeccdes. As peconhas de serpentes sdo ricas fontes de enzimas fosfolipases Az (PLA2S),
metaloproteases e serinoproteases. Essas enzimas participam dos processos de distdrbios
hemostaticos e sdo homoldgas as enzimas humanas, podendo ser utilizadas para modular
atividades enzimaticas como coagulacdo, agregacdo plaquetaria, hemorragia, inflamacéo e
cicatrizacdo. No presente estudo foram incubados extratos de folhas de R. officinalis, S.
officinalis e T. vulgaris e bactérias probidticas com peconha de B. moojeni, para avaliar 0s
efeitos sobre as atividades de hemdlise, tromboliticas, coagulantes e de PLAzs, além de
avaliar o potencial anti-inflamatorio dos extratos por meio de sua acdo protetora sobre a lise
de eritrocitos induzida por alta temperatura. Os extratos em associa¢cdo com probiotico
demonstraram um significativo potencial anti-inflamatorio, e efeitos inibidores sobre a
coagulacdo, atividade de PLA>s, hemolise e trombolitica induzidas pela peconha. Os extratos
de R. officinalis, S. officinalis, T. vulgaris e as bactérias probidticas demonstraram acdo
moduladora sobre as atividades enzimaticas, reforcando a relevancia de seu consumo
alimentar e suplementacdo, para fins de prevencdo de doencas relacionadas a distarbios
hemostaticos e processos inflamatorios.

Palavras chave: alimentos funcionais, bactérias probidticas, moduladores enzimaticos.

INTRODUCAO

As plantas séo consideradas como agentes preventivos de baixo custo para diferentes
problemas de salde, apresentando baixa e/ou praticamente inexistente toxicidade com
possibilidade de serem administradas via oral e com boa aceitacdo por grande parte da
populacdo. As plantas séo ricas fontes de compostos bioativos cujos diversos mecanismos de
acdo ja foram descritos, outros resultam de agdo sinérgica entre varios compostos e outros

ainda sdo desconhecidos. As plantas condimentares conferem aroma, sabor e cor aos
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alimentos, sendo possivel substituir o uso de sal e gordura por elas, resultando em beneficios
a saude humana, e destacando a importancia destas na culinaria em todo o mundo (CUNHA et
al., 2016). Diferentes grupos de compostos fendlicos sdo conhecidos por estarem presentes
nas plantas condimentares e dao a elas propriedades farmacoldgicas como antioxidantes, anti-
inflamatorias,  antidabéticas, anticarcinogénicas, com acbes cardiopreventivas,
hepatoprotetoras e neuroprotetoras (FERREIRA, MARTINS, BARROS, 2017; SYTAR et al.,
2018; TUNGMUNNITHUM et al., 2018; NOVAIS et al., 2021).

Estudos sugerem uma melhor condicdo intestinal pela administracdo de bactérias
probidticas benéficas como as diversas espécies dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium,
no qual ajudam a evitar o desenvolvimento de inflamagdes cronicas, tumores gastrointestinais,
disfuncdo hepatica, doencas cerebrais e neurologicas (PACE, PACE, QUARTARONE, 2015;
MATSUOKA et al., 2018; WANG et al., 2008; NISHIDA et al., 2018).

As PLAs, metaloproteases e serinoproteases sdo enzimas presentes nas peconhas de
serpente, essas enzimas sdo responsaveis por alteracbes na hemostasia causando inflamacéo,
atividade fibrinolitica excessiva, agregacdo plaquetaria que podem levar uma série de
distdrbios hemorragicos e trombéticos. Essas enzimas sdo homoldgas as enzimas humanas,
podendo ser utilizadas como ferramentas de estudo para prospectar os efeitos moduladores
exercidos por compostos vegetais, assim como pelos extratos de plantas condimentares
avaliados no presente trabalho.

Diante deste contexto, o presente estudo teve por objetivo investigar a acdo das
plantas condimentares Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis e Thymus vulgaris incubados
com e sem bactérias probidticas sobre a atividade de enzimas que atuam na inflamacédo e
processos hemostaticos, presentes na peconha de Bothrops moojeni, assim como avaliar o

potencial anti-inflamatdrio destes extratos em teste de hemolise induzida por calor.

MATERIAIS E METODOS
Obtencéo e preparo das amostras

As plantas condimentares das espécies, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis e
Thymus vulgaris foram adquiridas comercialmente em um mercado na cidade de Lavras,
M.G., Brasil. As folhas secas foram trituradas, peneiradas, pesados 4g e dissolvidos em 40mL
de PBS (solugdo salina tamponada em fosfato, pH 7,4, NaH2PO4 2mM, NaHPO4 3mM, NaCl
154mM), e durante aproximadamente 12 horas ficaram sob agitacdo. Em seguida, os extratos

foram mantidos em banho de ultrassom por 1h10min. Apos essa etapa os extratos foram
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centrifugados por 10min. a 3,59 e os sobrenadantes foram coletados e congelados até o
momento de serem usados nos ensaios.

As bactérias probioticas (Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus, L. paracasei e
Bifidobacterium lactis), em po, foram adquiridas com o nome comercial Probiatop. Cada 1g
foi diluido em 10mL de PBS e em seguida, foram quantificadas usando o método de escala de
McFarland (ZAMORA; PEREZ-GRACIA, 2012). Posteriormente foi feito um screening com
diferentes valores de unidades formadoras de col6nias (UFC), para identificar quantidades
ideais de bactérias probidticas a serem utilizada nos testes, de forma que estas ndo saturassem
0 ambiente reacional. E entdo, as bactérias foram diluidas em PBS pH 7,4 e 8,0 para a

atividade de PLA,s e PBS pH 7,4 para as demais atividades.

Peconha de serpente

A peconha cristalizada de Bothrops moojeni (registrada no Sisgen sob 0 ndmero
ADF95EA) foi adquirida comercialmente do serpentario Bioagents (Batatais-SP). Em
temperatura ambiente, a peconha bruta, foi pesada 10mg, dissolvida em 1,0mL de PBS e
acondicionada a -20°C.

Todas as atividades [exceto a anti-inflamatdria (sem uso de pegonha)] foram
realizadas com 0s extratos vegetais e probidticos isoladamente e em seguida extratos e
bactérias probioticas pré-incubados com fonte enzimatica (peconha) em diferentes propor¢des

por periodo de 30 minutos a 37°C.

Obtencéo do sangue humano

O sangue obtido de voluntarios saudavéis foram coletados em tubos contendo
heparina (atividade anti-inflamatéria e hemdlise), citrato (atividade coagulante) e sem
anticoagulante (atividade trombolitica). Todos os testes usando sangue humano ou seus
componentes foram realizados com a prévia autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (COEP) da Universidade Federal de Lavras, registrada sob o nimero: CAAE:
57151322.4.0000.5148.

Identificacéo de compostos fendlicos por HPLC

Os compostos fendlicos foram identificados e quantificados para cada extrato. Os
padrdes fenolicos usados foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi realizada usando um cromatdgrafo

Shimadzu UHPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) equipado com duas bombas de
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alta pressdao LC-20AT, um detector SPD-M20A UVvis, um forno CTO-20AC, um CBM-
Interface 20A, e um injetor automatico com um amostrador automatico SIL-20A. As
separacOes foram realizadas utilizando uma coluna VP-ODS-C18 (250mm x 4,6mm) Shim-
pack, ligada a uma pré-coluna Shim-pack (10mm x 4,6mm) (Shimadzu, Japdo). A adicdo de
padrGes aos extratos também foi utilizada como pardmetro de identificacdo. As solucdes
padréo estoque foram preparadas em metanol (grau HPLC; Sigma-Aldrich, EUA). Os extratos
e os padrdes foram filtrados através de uma membrana de nylon de 0,45um (EMD Millipore,
EUA) e injetados diretamente no sistema cromatografico, em trés repeticdes. Os compostos
fendlicos nos extratos foram identificados por comparacdo com os tempos de retencdo dos
padrbes. A quantificacdo foi realizada pela construcdo de curvas analiticas obtidas por meio
de regressdo linear utilizando software de computador Origin 6.1 (OriginLab, Northampton,

MA, EUA) e considerando o coeficiente de determinacdo (R2) igual a 0,99.

Atividade anti-inflamatdria

Para a realizacdo da atividade anti-inflamatoria adaptada de Williams et al. (2008);
Tatiya e Saluja (2011); Nkeh-Chungag et al. (2015), o sangue dos voluntarios foi coletado em
tubos contendo heparina. O sangue foi entdo centrifugado & 1500g por 5min, e o plasma
removido. O concentrado de hemécias foi utilizado para o preparo de uma suspensao a 2%
(v:v, mL:mL) em PBS, pH 7,4. Os extratos nas doses 1,75 e 3,5mg e as bactérias probidticas
9,6x10°UFC foram previamente preparadas em um volume de 200uL e em seguida
adicionou-se 800uL da suspensdo de hemacias. Os controles foram realizados com
medicamento anti-inflamatorio esteroidal — prednisolona 126pg e 180ug (agdo anti-
inflamat6ria como pardmetro de comparacdo), PBS (correspondente a hemélise mecéanica), e
agua (correspondente a hemolise total - 100% de hemdlise). As suspensdes contendo as
amostras foram incubadas a 37°C durante 30min. Apos a incubacdo, os tubos contendo os
incubados permaneceram em banho termostatico a 54°C por 20min., seguindo com
centrifugagdo a 1200g por 10min. Em seguida realizou-se a leitura das absor¢fes em
espectrofotdbmetro a 540nm. Foi avaliada a capacidade protetora dos extratos sobre a hemdlise
induzida por temperatura. O potencial anti-inflamatorio dos extratos vegetais previamente
incubados com as bactérias probidticas também foi avaliado. O calculo da porcentagem de

inibicdo de hemdlise foi feito com o uso da seguinte formula:
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AA — ANA
% Hemdlise =100 — 1- X 100
C+ — ANA

AA - absorbancia da amostra aquecida
ANA - absorbancia da amostra ndo aquecida
C+ - absorbancia do controle positivo

Para inferir possiveis interferentes presentes nos extratos, passivéis de realizar
absorcdo no comprimento de onda utilizado para a avaliagdo dos ensaios, uma varredura de

cada extrato foi realizada previamente aos testes de hemolise térmica.

Atividade de fosfolipase e hemdlise

As atividades de fosfolipase (PLA2s) e hemdlise foram avaliadas em meio solido,
conforme descrito por Gutiérrez et al. (1988). O gel para a avaliacdo da atividade de PLA>S
foi preparado com 0,01molL* CaCly, lecitinas de gema de ovo 1:3 v:v, PBS (pH 7,4), 1% de
agar bacterioldgico e 0,005% de azida de s6dio. O meio foi vertido em placas de petri entre 45
e 50°C. Depois da solidificacdo do gel, os tratamentos foram aplicados em orificios de 0,5cm
de didmetro e as placas foram mantidas em uma camara de cultura de células por 12 horas a
37°C. O gel para a atividade de hemdlise foi feito substituindo as lecitinas de gema de ovo por
um concentrado de eritrocitos humanos calculado para obter um hematocrito de 1%. Para a
obtencdo dos eritrocitos, o sangue recém-coletado foi centrifugado a 900g por 5 minutos. Os
eritrocitos foram suspensos em 5mmolL™? de PBS (pH 7,4) e centrifugados nas mesmas
condicdes, repetindo esta lavagem por duas vezes. As placas com meio acrescido de
eritrocitos, contendo as amostras permaneceram em camara de cultura celular por 24 horas a
37°C. Os resultados de ambos ensaios foram avaliados pela medida do didametro dos halos
translicidos formados nos géis ao redor dos orificios onde as amostras foram aplicadas. A
inibicdo das atividades de PLA2s e hemolise foram avaliadas sobre a peconha de B. moojeni
10 e 20ug, respectivamente. A peconha foi previamente incubada com os extratos de R.
officinalis, S. officinalis, T. vulgaris nas doses (0,1; 0,4; 0,7; 1,8; 2,5mg) e com bacterias
probidticas (2,6x10°UFC) por 30 minutos a 37°C. Foram utilizados os medicamentos
Dexametasona e Prednisolona nas doses 2,5; 5 e 10ug a fim de comparar com os efeitos dos

extratos.
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Atividade coagulante

A avaliacdo do tempo de coagulacéo foi realizada segundo Rodrigues et al. (2000). Os
extratos puros e associados as bactérias probioticas, foram previamente incubados com a
peconha de B. moojeni por 30 minutos a 37°C. Controles contendo apenas 0s extratos,
extratos associados aos probidticos e peconha pura foram também realizados. Tubos contendo
plasma citratado (200uL) foram mantidos em banho a 37°C. Os extratos nas doses de 0,1; 0,4;
0,7; 1,8; 2.5mg, as bactérias probidticas (2,6x10°UFC) e a peconha (15pg), foram adicionadas
ao plasma, e entdo o tempo foi cronometrado até a formacao de um coagulo rigido. A dose
minima coagulante foi previamente definida, correspondendo ao menor valor de peconha

capaz de induzir a coagulacéo do plasma num intervalo entre 50 e 180 segundos.

Atividade trombolitica

A atividade trombolitica foi avaliada em coagulos de sangue humano formados in
vitro, de acordo com a metodologia descrita por Cintra et al. (2012). Os coagulos, 100uL
distribuidos em pocos de microplacas, foram incubados, em camara de cultura celular, por 24
horas a 37°C com as amostras, preparadas em um volume de 30puL, contendo peconha de B.
moojeni (30pg), bactérias probidticas 2,6x10°UFC, PBS e extratos das plantas nas doses de
0,1; 0,4; 0,7; 1,8; 2,5mg. Assim, a peconha foi previamente incubada (30 minutos a 37°C)
com 0s extratos puros e com estes acrescidos dos probi6ticos. As atividades foram calculadas
medindo o volume de fluido liberado por cada trombo. Os dados foram convertidos em
porcentagem. O volume final aplicado em cada poco, correspondente ao sangue + amostra,
130uL, foi considerado como 100% de atividade. O valor médio dos controles contendo
apenas PBS foram subtraidos das médias dos incubados.

Anélise estatistica dos resultados

Os resultados foram apresentados como a média da triplicata + desvio padrdo. Os
dados foram avaliados por analise de variancia, e as médias foram comparadas usando o teste
de Scott Knott (p<0,05) (Equipe R Core, 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas condimentares apresentam propriedades nutricionais, funcionais e
medicinais. No presente estudo foi feita analise de identificacdo e quantificacdo dos
compostos fendlicos presentes nos extratos aquosos das folhas de Rosmarinus officinalis,

Salvia officinalis e Thymus vulgaris. O éacido caféico encontrado em quantidades
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significativas nos extratos de R. officinalis, S. officinalis e T. vulgaris apresenta atividade
antioxidante, anti-inflamatéria e outras multiplas atividades (ESPINDOLA et al., 2019;
KASSA et al., 2021). O acido feralico encontrado nos extratos de S. officinalis e T. vulgaris
apresenta atividades antimicrobiana e anti-inflamatorio (CAVALCANTI et al., 2021). O acido
p-cumarico encontrado nos extratos de R. officinalis e S. officinalis apresenta atividades
antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana (BOO, 2019). O trans-cindmico quantificado
somente no extrato de S. officinalis apresenta atividades antioxidantes, antifungica,
antitumoral e anti-inflamatéria (YILMAZ, ERGUN, 2018). O &cido vanilico encontrado em
todos os extratos apresenta atividade anti-inflamatoria (ZIADLOU et al., 2020). O resveratrol
identificado no extrato de T. vulgaris reduz a incidéncia de inflamagdo intestinal
(BERESWILL et al., 2010) (Tabela 1). Os compostos fendlicos presentes nas plantas séo

componentes essenciais da nutricdo humana, que proporcionam varios beneficios a salde.

Tabela 1: Identificacdo de compostos fendlicos por HPLC em plantas condimentares

Compostos fendlicos  Rosmarinus officinalis ~ Salvia officinalis ~ Thymus vulgaris

(mg 100g™)

Acido caféico 28,116 120,102 36,112
Acido clorogénico - - nq
Catequina - ng nq
Acido ferdlico - 6,167 2,950
Acido galico - nq nq
Acido m-cumarico ng ng ng
Acido o-cumarico - - nq
Acido p-cumérico 6,786 8,005 nq
Resveratrol - - [o]
Trans-cindmico - 5,159 ng
Acido vanilico 2,359 5,153 1,831
Y Compostos 37,261 144,586 40,893

fendlicos

ng = ndo quantificado (identificado, porém fora do limite de quantificacdo).

Atividade anti-inflamatoéria

A inflamac&o é um processo altamente dindmico, que pode ser caracterizado como a
primeira resposta protetora do sistema imunologico do organismo com o objetivo imediato de
proteger contra qualquer lesdo ou dano a células e tecidos. Qualquer imperfeicdo da resposta
inflamatoria leva a inflamacg&o crénica e dano tecidual excessivo (MEDZHITQV et al., 2010).
O processo inflamatério envolve diferentes tipos de células e mediadores, que podem regular

a quimiotaxia, migracao e proliferacdo celular de maneira altamente coordenada (WIART,
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2006). A biossintese de eicosanoides ¢ iniciada pela ativagdo de fosfolipases Az (PLAss) que
atuam na hidrdélise de fosfolipidios, resultando na liberacdo de &cidos graxos com variadas
estruturas, sendo muitos deles a estrutura do acido araquiddnico (AA). Este &cido graxo é
metabolizado pela acdo de enzimas ciclooxigenases (COX), lipooxigenases (LOX) e
citocromos p450, originando prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, prostaciclinas e
lipoxinas (ELLISON, 2002).
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Figura 1 - Varredura em espectrofotdmetro dos diferentes extratos de plantas condimentares
(100pg/uL): verde- Rosmarinus officinalis, rosa- Salvia officinalis, beje- Thymus vulgaris.

Considerando que o comprimento de onda de absorcdo da hemoglobina é 540nm, e
esta é liberada e aferida no teste de hemolise liquida para avaliacdo de potencial anti-
inflamatdrio, foi feita uma varredura nos extratos para averiguar possiveis interferentes na
avaliacdo da atividade. Como resultado, ndo foi identificado nenhum pico no comprimento de
onda 540nm, concluindo que os extratos ndo absorvem nesse comprimento de onda (Figura
1).

No presente estudo, os extratos de R. officinalis, S. officinalis e T. wvulgaris
apresentaram acao protetora sobre a lise dos eritrocitos e possivel potencial anti-inflamatério
qguando submetidos a temperaturas elevadas. Os extratos de R. officinalis e T. vulgaris
obtiveram os melhores resultados que variaram de 12,38 a 32,16% de hemolise para o extrato
de R. officinalis tanto na presenca quanto auséncia de probioticos. Para o extrato de T.
vulgaris as porcentagens de hemdlise ficaram entre 18,36 e 32,52% na auséncia e presenca de

probidticos. Ja a S. officinalis obteve de 36,77 a 53,7% de hemdlise com e sem probioticos
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(Tabela 2). Observou-se uma melhor acdo quando os extratos foram incubados com bactérias
probioticas, a acdo conjunta favoreceu a atividade protetora exercida pelos extratos. As
plantas medicinais e seus compostos fendlicos contribuem para a melhora da saide humana
quando utilizadas em tratamentos e prevencdo de doencas, em adicdo, bactérias benéficas
atuam como adjuvantes no fortalecimento do sistema imunol6égico e ampliacdo da
digestibilidade e biodisponibilidade de moléculas com acdo funcional presentes nas plantas
(WIART, 2006; CHEN et al., 2016).

Tabela 2: Potencial anti-inflamatorio avaliado sobre a lise de eritrocitos induzido por
aquecimento (54°C)

Controles Hemolise %

C- (PBS) 8,15 + 1,5147

Probidticos (9,6x10° UFC) 6,89 + 0,3084

Prednisolona (126.9) 6,73 £ 0,4661

Prednisolona (180uQ) 5,63 +0,6729

C+ (H20) 100 + 0,0087

Amostras 1,75mg 3,5mg
Rosmarinus officinalis 15,63 + 0,4962*3,b 32,16 + 1,2664*a,b
Rosmarinus officinalis+Probiotico 12,38 + 1,9062*b 2477 + 1,3823*a,b
Salvia officinalis 41,23 +£0,9410*%a,b 53,70 + 1,7776*a,b
Salvia officinalis+Probiotico 36,77 + 1,6348*a,b 48,11 +1,3728*a,b
Thymus vulgaris 21,98 £ 0,7082*a,b 30,52 + 0,6629*a,b
Thymus vulgaris+Probiotico 18,36 + 0,4165*a,b 26,13 + 1,3032*a,b

a — Difere do controle negativo (C-), p < 0,05
b — Difere do controle positive (C+), p < 0,05
*Estatisticamente diferente do medicamento, p < 0,05

Tasneem et al. (2019) descreveram varios mecanismos que justificam esses efeitos
anti-inflamatorios encontrados nos extratos, como a regulacdo negativa da expressao de
proteina MRNA de COX-2, reduzindo a producgdo de prostaglandinas inflamatorias durante a
via do AA, reducdo da expressdo da proteina 0xido nitrico sintase induzivel (iNOS) inibindo a
geracdo de espécies reativa de nitrogénio inflamatorio, inibicdo da expresséo de fator nuclear
kappa B, proteina p65, supressdo da expressao de interleucinas IL-1p, IL-6 e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (JANG et al., 2014).

O O6xido nitrico (NO) é um dos principais mediadores inflamatérios. Os fitoquimicos

que reduzem a producdo de NO pela iINOS podem ser considerados agentes anti-inflamatorios
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(KIM et al., 2004). Espécies ricas em antioxidantes apresentam efeitos protetores contra
inflamacdo (MUELLER, HOBIGER, JUNGBAUER, 2010) e os extratos de R. officinalis, S.
officinalis e T. vulgaris exerceram potenciais antioxidantes (CHOUKAIRI et al., 2020;
SOLIMAN, ALDHAHRANI, METWALLY, 2021). Apoiando nossos resultados, o potencial
anti-inflamatorio do extrato de R. officinalis foi demonstrado quando esse extrato inibiu a
sintese natural de pré-citocinas inflamatdrias como as IL-1p e TNF-a (DE OLIVEIRA et al.,
2017) e promoveu diminuicao da citocina IL-6 (GRISSA et al., 2017). Afonso et al. (2019) e
Russo et al. (2021) descreveram o extrato de S. officinalis como tendo grande potencial na
modulacéo da inflamacdo em humanos. O tratamento de células humanas com o extrato de S.
officinalis causou uma reducdo em véarios marcadores de inflamac&o, incluindo proteina C
reativa (PCR), TNF-a, amiloide A sérica, molécula de adesao do sistema vascular, molécula
de adesdo intercelular, proteina quimiotatica de mondcitos-1, IL-17, IL-6 e IL-8
(MARGETTS et al., 2022). O extrato de T. vulgaris mostrou propriedades inibidoras
sugerindo um potencial anti-inflamatdrio que poderia inibir o metabolismo do AA reduzindo
a sintese de leucotrienos. Essa inibicdo deve-se principalmente a interagdes pi entre
compostos presentes no extrato e a LOX, bem como as ligagdes de hidrogénio que também
foram relatadas (OLAOYE, OSO, ABERUAGBA, 2021).

O rompimento da membrana celular gera mediadores inflamatérios (FAHMI et al.,
2012). A atividade anti-inflamatéria estd relacionada a regulacdo desses mediadores
inflamatdrios e vérias citocinas in vitro (TURNER et al., 2014). Corroborando com nossos
estudos, Novais et al. (2021), identificaram na mistura dos extratos de plantas condimentares,
Allium schoenoprasum, Petroselium crispum, S. officinalis, Satureja montana, T. vulgaris, T.
mastichina, T. citriodorus, R. officinalis, Origanum vulgare e Artemisia dracunculus
potencial anti-inflamatorio. Foram identificados e quantificados diferentes compostos
fenolicos nos extratos, e estes possivelmente participaram sinergicamente para exercer as
acOes farmacoldgicas descritas.

Em adicdo, probioticos podem produzir &cidos graxos de cadeia curta (SCFAS),
como butirato, propionato e acetato, com propriedades protetoras contra patdgenos intestinais
(MARKOWIAK-KOPEC, SLIZEWSKA, 2020), tendo acdo anti-inflamatdria e promovendo
positivamente a cicatrizacdo de feridas (TSIOURIS, TSIOURI, 2017; YAN et al., 2020). As
bactérias probidticas exercem efeitos protetores por multiplos mecanismos imunes e nédo
imunes (LEBEER, VANDERLEYDEN, DE KEERSMAECKER, 2008). Cepas probioticas
sdo conhecidas por modular as células imunes para suprimir a inflamacdo (KRUMBECK et

al., 2018). Probioticos tém sido associados a diminuicdo da secrecdo de citocinas
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inflamatorias e aumento de citocinas anti-inflamatdrias, como interferon-o e IL-10
(ASHAOLU, 2020; CORTES-PEREZ et al., 2021; VINCENZI, GOETTERT, DE SOUZA,
2021). A administracdo de probioticos é capaz de regular eficazmente a inflamacéo e as
alteracdes hemostaticas, inibindo a producdo de TNF-o, interferon gamma e IL-10,
diminuindo a expresséo de fator tecidual (TF) (ZELAYA et al., 2014).

Cepas como os Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium lactis apresentaram
propriedades anti-inflamatorias, conforme observado pelas reducdes nos niveis de PCR e
citocinas pro-inflamatorias em individuos saudaveis (KEKKONEN et al., 2008). B. infantis
diminuiu as concentracdes de lipopolissacarideo, o que pode reduzir a producdo de citocinas
inflamatorias e células T (RODES et al., 2013). As cepas L. paracasei e L. plantarum juntas
exerceram reducdo na producdo de citocinas pré-inflamatorias, quando avaliadas in vivo
(LAVASANI et al., 2010). A combinacdo de cepas probidticas tais como L. acidophilus, L.
casei e B. bifidum induziram reducdo nos biomarcadores de estresse metabdlico inflamatorio e
oxidativo (HUTCHINSON, TINGO, BRUMMER, 2020). Vale lembrar que as atividades
bioldgicas resultam em sua maioria, da a¢do de seus diversos constituintes trabalhando por
mecanismos diversos e/ou agindo em sinergismo para a obtencdo de cada efeito observado
(DA CUNHA et al., 2012; NOVAIS et al., 2021), e para o presente trabalho os efeitos
somatdrios e complementares observados advém dos extratos das plantas condimentares junto
as bactérias probidticas.

Diante das atividades farmacoldgicas descritas em literatura para 0s compostos
fenolicos identificados nos extratos de plantas das espécies R. officinalis, S. officinalis e T.
vulgaris, observamos no presente trabalho um efeito adjuvante das bactérias probioticas,
qguando estas s@o previamente incubadas com os extratos, ampliando os efeitos protetores
exercidos pelos compostos vegetais sobre as membranas dos eritrocitos desafiados por alta

temperatura.
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Atividade de fosfolipase e hemdlise

A peconha de serpente ¢é composta principalmente por enzimas PLA:s,
metaloproteases hemorragicas, L-aminoacidos oxidades e hialuronidases (KRISHNAN et al.,
2014). As PLA:s catalisam a hidrolise de fosfolipidios, sobretudo os presentes nas membranas
celulares (MOLLER et al., 2019). As PLAss sdo as principais responsaveis pela atividade de
hemdlise juntamente com as proteases.

Extratos vegetais que possuem multiplos constituintes sdo uma fonte extremamente
rica de compostos farmacologicamente ativos. Interagdes de compostos ativos com enzimas
podem levar a reducdo ou até mesmo a neutralizacdo de suas atividades toxico-
farmacoldgicas, sejam elas dependentes da atividade enzimatica ou ndo (AMBIKABOTHY et
al., 2011).
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Figura 2 — Atividade de fosfolipase (%) induzida por peconha de Bothrops moojeni,
previamente incubada com bactérias probidticas (pH 7,4 e pH 8,0) e com o0s extratos de
Rosmarinus officinalis (A,B), Salvia officinalis (C,D) e Thymus vulgaris (E,F). Controle
positivo 1 (C+ 1): contendo apenas peconha (10ug) foi considerado como 100% de atividade
e portanto, ndo apresentado nos graficos. Controle positivo 2 (C+ 2): Pegonha + Probiotic
(2,6x10°UFC). Os resultados correspondem as médias de triplicatas obtidas em cada
propor¢do (peconha: extrato) e (pegonha: extrato + bactérias probidticas) e seus desvios

padréo calculados.
*Estatisticamente diferente

do controle positivo.
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O extrato de R. officinalis em pH 7,4 inibiu a atividade de PLA.s em 29% somente
nas maiores doses, que foram 0,7; 1,8 e 2,5mg, tanto na auséncia como na presenca de
probidticos (Figura 2A). Em pH 8,0 ndo houve inibicGes estatisticamente signicativas (Figura
2B). O extrato de S. officinalis em pH 7,4 inibiu a atividade de PLA>s em 21% e 29% nas
doses de 0,4mg e 0,7; 1,8; 2,5mg, respectivamente, na presenca de probioticos. Na auséncia
de probioticos as inibicbes foram de 21% e 29% nas doses de 0,7mg e 1,8; 2,5mg,
respectivamente (Figura 2C). Em pH 8,0 na auséncia de probidticos as inibicGes foram de
20% nas doses de 0,1; 0,4 e 0,7mg, na presenca de probidticos as inibi¢des foram de 15% na
dose de 0,1mg, 20% em 0,4 e 0,7mg e 25% nas doses de 1,8 e 2,5mg (Figura 2D). Ja o T.
vulgaris inibiu a atividade de PLA2s em pH 7,4 na auséncia de probidticos somente na dose
de 0,7mg em 21%, e na presenca de probidticos as inibi¢bes foram de 21% e 29% nas doses
de 0,4 e 0,7mg, respectivamente (Figura 2E). Em pH 8,0 as inibi¢des foram de 15% na dose
0,4mg; 20% em 0,1 e 0,7mg e 25% nas doses maiores, de 1,8 e 2,5mg (Figura 2F).
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Figura 3 — Atividade de hemdlise (%) induzida por peconha de Bothrops moojeni,
previamente incubada com bactérias probidticas e com os extratos de Rosmarinus officinalis
(A), Salvia officinalis (B) e Thymus vulgaris (C). Controle positivo 1 (C+ 1): contendo apenas
peconha (20pg) foi considerado como 100% de atividade, e portanto ndo foi apresentado nos
graficos. Controle positivo 2 (C+ 2): Pegonha + Probiotic (2,6x10°UFC). Os resultados
correspondem as médias de triplicatas obtidas em cada proporcdo (pegonha: extrato) e
(peconha: extrato + bactérias probidticas) e seus desvios padrao calculados.

*Estatisticamente diferente do controle positivo.

**Estatisticamente diferente do controle positivo e dos incubados sem probiético.

O extrato de R. officinalis inibiu a hemolise induzida por Bothrops moojeni na
auséncia de probidticos em 20% na maior dose, de 2,5mg. Na presenca de probiéticos as
inibicdes foram de 30% na dose de 0,4mg, 35% nas doses de 0,7 e 1,8mg e 60% na maior
dose, de 2,5mg (Figura 3A). O extrato de S. officinalis apresentou inibicdes de 27% na
auséncia de probioticos nas maiores doses, de 0,7; 1,8 e 2,5mg. Na presenca de probioticos as
inibicdes foram de 40% e 47% nas doses de 0,1 e 0,4; 0,7; 1,8; 2,5mg, respectivamente

(Figura 3B). J& o extrato de T. vulgaris inibiu a hemdlise na auséncia de probio6ticos somente
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nas maiores doses que foram de 55% em 1,8mg e 60% em 2,5mg. Na presenca de probidticos
as inibic¢des foram de 35% e 30% nas doses de 0,1; 0,7; 1,8 e 2,5mg, respectivamente (Figura
30).

Foram utilizados como controle para a atividade de fosfolipase os medicamentos
Dexametasona e Prednisolona nas doses 2,5; 5 e 10pg, e ambos ndo apresentaram inibic¢des
estatisticamente significativas em comparagdo com o controle positivo. Os extratos de R.
officinalis, S. officinalis, T. vulgaris e as bactérias probidticas isoladas ndo induziram
hemolise nas condi¢des avaliadas (dados ndo mostrados). A auséncia de atividade hemolitica
é uma das formas de avaliar auséncia de toxicidade, embora os extratos e probioticos
estudados no presente trabalho ja tenham sua auséncia de toxicidade e normatizagdo para o
consumo alimenticio validados cientificamente (PARK et al., 2022).

Apoiando os resultados do presente trabalho, o extrato aquoso das folhas de R.
officinalis foi previamente descrito como inibidor sobre as atividades de PLAzs e hemodlise
(SALAMA, ABDEL-ATY, FAHMY, 2018). O extrato aquoso das folhas de Clusia
fluminensis, reduziu a hemdlise sobre a B. jararaca em 50% na maior dose (DA SILVA et al.,
2019). O extrato de Dracontium dubium inibiu hemdlise induzida por B. asper (CARO et al.,
2017). O extrato das folhas de Aegiphila integrifolia inibiram a atividade de PLA.s da B.
atrox (NASCIMENTO et al.,, 2021). O extrato de Bredemeyera floribunda inibiu
significativamente a atividade de PLA>s induzida por B. jararacussu (ALVES et al., 2019).
Os extratos das folhas de Eryngium foetidum, Neurolaena lobata e Pimenta dioica inibiram a
atividade de PLA:s e proteolitica induzida por B. asper (SARAVIA-OTTEN et al., 2022).

No presente estudo foi identificado quantidades significativas de &cido cafeico e
acido vanilico nos extratos de R. officinalis, S. officinalis e T. vulgaris. O acido cafeico
impede a ligacdo do ion célcio, um cofator essencial para a catalise das PLA-s, 0 que resulta
na incapacidade das Lys49-PLA.s de promoverem hidrolise dos fosfolipidios (SHIMABUKU
et al., 2011). O acido vanilico realizou ligagdes de hidrogénio, se ligando aos residuos
Cys167, Gly170 e Glul46 da enzima que foram as responsaveis por essas interacfes com a
enzima (PITHAYANUKUL, LEANPOLCHAREANCHAI, BAVOVADA, 2010). Em adicdo,
0 &cido vanilico é capaz de interagir com His147 por uma interacdo de empilhamento pi-pi,
apresentando significativo grau de interacdo com PLA:s bothropicas (CESAR et al., 2020).
Quantidades significativas de acido p-cumarico foram encontradas nos extratos R. officinalis e
S. officinalis e identificado no extrato de T. vulgaris. O acido p-cumarico inibiu atividades
PLA:s induzida por B. alternatus e hemolise induzida por B. moojeni. O &cido p-cumarico

promove alteracGes conformacionais nas enzimas por meio da ligacéo ao sitio ativo levando a
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inibicdo da atividade das enzimas PLA.s (CESAR et al., 2019). Identificado somente no
extrato de T. vulgaris, o &cido clorogénico inibiu atividades de PLA.s e proteoliticas
induzidas por B. leucurus (DA SILVA et al., 2022), interagindo com os aminoacidos Asp49,
Lys49 e Trp31 do sitio ativo da PLA2s (NIRMAL, PRABA, VELMURUGAN, 2008).

Todos os extratos citados, incluindo os do presente estudo, contém quantidades de
compostos fendlicos que podem estar se ligando aos sitios cataliticos que impediram e/ou
dificultaram a ligacdo da enzima ao substrato (DA SILVA et al., 2009). As ligaches e
interacdes de aminoacidos sdo importantes mecanismos de inibicdo, especialmente se as
interaces impedirem a coordenacgdo do calcio com o sitio catalitico da enzima (NIRMAL,
PRABA, VELMURUGAN, 2008). Foi proposto que a entrada de um &cido graxo no canal
hidrofébico induz mudancas estruturais que ativam enzimas do tipo Lys49-PLA.s para
exercer sua atividade. Assim, um composto que impeca essa interacdo é considerado um
inibidor dessas enzimas (SARAVIA-OTTEN et al., 2022), podendo estes serem mecanismos
de inibicdo exercidos por compostos presentes nos extratos das plantas condimentares
avaliadas no presente trabalho.

A inflamacdo aguda € uma parte normal da resposta imune, uma coordenagdo
essencial dos mensageiros quimicos, anticorpos e células imunes em locais de lesdo ou
infeccdo (IMMUNITY IN BRIEF, 2022). Entre as varias reacdes induzidas pela peconha esta
a inflamacdo. No entanto, probi6ticos podem ser uma opcdo de tratamento para diferentes
doencas devido a sua capacidade de modificar o equilibrio da microbiota e devido aos seus
efeitos imunomoduladores (OJETTI et al., 2018; TICINESI et al., 2019; LANGENFELD,
2021; PICCIONI et al., 2021). Os probidticos tem efeito na supressdo da inflamag&o incluindo
a influéncia de metabdlitos derivados de bactérias (LIANG et al., 2018). A introducdo de
bactérias benéficas através do consumo de suplementos probidticos tém-se mostrado
especialmente promissora (COSTANTINI et al., 2017).

Algumas cepas probidticas secretam lipopeptideos que inibem PLAS in vivo
(SELVAM et al., 2009). As bactérias probidticas Lactobacillus e Bifidobacterium foram
amplamente estudadas e demonstraram efeitos anti-inflamatdrios (BRON et al., 2017). Foram
isolados das cepas Lactobacillus e Bifidobacterium, o acido y—amino butirico e de
Lactobacillus, a acetilcolina (LYTE, 2011; ESTRADA, CONTRERAS, 2019), que obtiveram
efeitos inibidores em processos inflamatérios (HUTCHINSON, TINGO, BRUMMER, 2020).
Kekkonen et al. (2008) relataram que cepas de L. rhamnosus exerceram agao redutora sobre a
producdo pro-inflamatdria de TNF-a em células do sangue de individuos saudaveis. A cepa B.

lactis combinada com L. acidophilus promoveu melhorias na satde digestiva ao se ligar as
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proteinas derivadas de humanos - por exemplo, a plasmina — e interagir com o hospedeiro
(RASINKANGAS, OUWEHAND, 2017). As vérias cepas de Lactobacillus e Bifidobacterium
juntas, podem reduzir a inflamacéo, diminuindo as concentracdes de homocisteina e aumentar
0s niveis de vitamina B12 (VALENTINI et al., 2015).

Em adicdo, os extratos de R. officinalis, S. officinalis e T. vulgaris contém uma
mistura complexa de compostos que podem atuar sinergicamente para proporcionar inibicéo
das atividades de PLA.s e hemdlise. Os compostos tém a capacidade de formar uma ligacédo
de hidrogénio com o aminoacido Asp49 presente na enzima, e se ligar ao célcio da enzima,
formando um complexo estdvel. Como consequéncia, a coordenacdo do célcio é
desestabilizada e a atividade catalitica das PLA»s ¢ bloqueada (DA SILVA et al., 2009).

Atividade trombolitica e coagulante

A peconha é uma mistura complexa de proteinas e peptideos farmacologimente
ativos, que correspondem a aproximadamente 95%, bem como de uma fracdo ndo protéica,
podendo induzir uma ampla gama de manifestacdes clinicas (McCLEARY, KINI, 2013),
estando inclusos os distirbios na hemostasia com contextos de inflamacdo, hemorragia e
coagulacdo (MALAQUE, FRANCA, 2003). As principais enzimas atuantes nessas disfuncoes
sdo as metaloproteases (SVMPs), serinoproteases (SVSPs) e PLA2s (KAMIGUTI, SANO-
MARTINS, 1995; SANTORO et al., 2008). As SVMPs e SVSPs sdo responsaveis pelo
surgimento de distdrbios patolégicos, e estdo fortemente envolvidas na coagulacao, protedlise
e hemorragia (MALAQUE, GUTIERREZ, 2016). As SVMPs sdo endoproteoliticas
dependentes de zinco (KINI, KOH, 2016; TASOULIS, ISBISTER, 2017), que atuam na
degradacdo endotelial, na acdo inflamatoria e pro-coagulantes (PREZOTO et al., 2019). Essa
interferéncia nos processos de coagulacdo pelas SVMPs permite que elas atuem
simultaneamente em varias etapas da cascata de coagulacdo sanguinea (FERRAZ et al.,
2019), podendo promover uma coagulacdo eficaz, uma coagulacdo fragil e ainda atuar na
fibrindlise e degradacéo do coagulo (SOUZA et al., 2020).

As SVMPs podem ativar o fator X e a protrombina (KINI, KOH, 2016). Tal
atividade faz com que essas enzimas proteoliticas interfiram diretamente na coagulacdo
sanguinea e na atividade plaquetéaria, levando a ocorréncia de manifestacdes clinicas
(SANCHEZ et al., 2017) como por exemplo, trombose microvascular (REZENDE, 2010). A
patogénese do sangramento envolve danos diretos aos microvasos, 0 que esta relacionado a
atividade proteolitica exercida pelas SVMPs (GUTIERREZ et al., 2016). Em adicfo, as

SVMPs também podem inibir a agregacdo plaquetéria e desencadear a liberacdo de citocinas
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(GOMEZ-BETANCUR, BENJUMEA, 2014). Vérios compostos do metabolismo das plantas
como os compostos fendlicos estdo associados a capacidade de inibir os principais grupos de
enzimas ativas presentes na peconha, sendo os efeitos atribuidos sobretudo aos compostos
fenolicos (MORS et al., 2000; DE OLIVEIRA et al., 2016).
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Figura 4 — Atividade trombolitica (%) induzida por peconha de Bothrops moojeni,
previamente incubada com bactérias probidticas e com os extratos de Rosmarinus officinalis
(A), Salvia officinalis (B) e Thymus vulgaris (C). Controle positivo 1 (C+ 1): contendo apenas
0 sangue (100uL) + [peconha (30ug) em 30pL de amostra] foi considerado como 100% de
atividade, e portanto ndo foi apresentado nos graficos. Controle positivo 2 (C+ 2): Peconha
(30ug) + Probioticos (2,6x10°UFC). Os resultados correspondem as médias de triplicatas
obtidas em cada propor¢do (peconha: extrato) e (peconha: extrato + bactérias probidticas) e
seus desvios padrdo calculados.

*Estatisticamente diferente do controle positivo.

**Estatisticamente diferente do controle positivo e dos incubados sem probidtico.
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O extrato de R. officinalis exerceu inibicdo sobre atividades tromboliticas na
auséncia de probioticos de 58, 54, 48 e 46% nas doses de 0,4; 0,7; 1,8 e 2,5mg,
respectivamente. Na presenca de probi6ticos as inibicdes foram de 71,5% na dose de 0,4mg,
63% em 1,8mg e 74% nas doses de 0,7 e 2,5mg (Figura 4A). Para o extrato de S. officinalis
essas inibicGes na auséncia de probidticos foram de 48, 49, 60 e 78,5% nas doses de 0,4; 0,7;
2,5 e 1,8mg, respectivamente. Na presenca de probidticos as inibi¢cbes foram de 70% nas
doses 0,4 e 0,7mg, 65% na maior dose de 2,5mg e 60% na dose de 1,8mg (Figura 4B). Ja 0
extrato de T. vulgaris inibiu a atividade trombolitica na auséncia de probidticos em 45, 61, 65
e 74% nas doses de 0,7; 0,4; 1,8 e 2,5mg, respectivamente. Na presenca de probioticos essas
inibicdes foram de 75% na dose de 0,4mg, 68% em 0,7mg, 66% em 1,8mg e 61,5% em 2,5mg
(Figura 4C). Os extratos R. officinalis, S. officinalis, T. vulgaris e as bactérias probidticas
isoladas ndo apresentaram atividade trombolitica significativas (dados ndo mostrados).

A atividade trombolitica de cepas probiéticas foi demonstrada por Zhang et al.
(2021). Cepas probidticas sdo utilizadas para produzir alimentos com fungdo trombolitica
(SUMI et al., 1987), que podem degradar a fibrina diretamente, mas também podem promover
a liberacdo de ativador de plasminogénio tecidual para degradar a fibrina in vivo (PAN et al.,
2019). A cepa probidtica L. rhamnosus foi capaz de reduzir significativamente a ativacdo da
coagulacdo do sangue. Esses efeitos foram associados a capacidade do probi6tico em reduzir
a expressdo de TF. A IL-10 demonstrou diminuir a expressdo de TF e inibir a atividade pro-
coagulante em mondcitos humanos (BEN-HADJ-KHALIFA et al.,, 2012). A cepa L.
rhamnosus aumentou significativamente os niveis de IL-10 que contribuem para a protecdo
contra danos inflamatérios (ZELAYA et al., 2014). Véarios parametros clinicos entre eles, a
hemorragia, s&o significativamente melhorados quando tratados com L. reuteri. Os
Lactobacillus demonstraram ser eficazes no tratamento de doencas crénicas (TEUGHELS et
al., 2013; GALOFRE et al., 2018). Os probidticos desempenham um papel crucial no controle
da inflamacé@o e na manutencdo da hemostasia, portanto podem ser considerados como uma
ferramenta preventiva e/ou terapéutica contra doencas provenientes do desequilibrio
hemostatico (ATABATI et al., 2021).

No presente estudo, os extratos de R. officinalis, S. officinalis e T. wvulgaris
exerceram inibi¢Oes estatisticamente significativas sobre a atividade coagulante, quando
avaliados tanto na auséncia como na presenca de probioticos em todas as doses avaliadas
(Tabela 3). Os incubados, contendo extratos de R. officinalis, S. officinalis e T. vulgaris com
bactérias probioticas apresentaram forte potencial inibidor sobre a agdo coagulante exercida

por proteases presentes na peconha avaliada. Plantas da familia Lamiaceae, tem sido
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consideradas fontes de anticoagulantes, inibidores da agregacdo plaquetéria ou agentes
tromboliticos (GUZMAN, MOLINA, 2018). Esses efeitos foram atribuidos aos metabolitos
secundarios presentes nos extratos (RENGIFO-RIOS et al., 2019) e aos metabolitos
produzidos pelas bactérias probidticas, no qual desempenham papel essencial no controle do
sistema homeostatico do hospedeiro (STORR, VOGEL, SCHICHO, 2014). O mecanismo de
acdo da atividade anticoagulante pode ser explicado pela interacdo desses metabolitos
secundarios com as enzimas serinoproteases do tipo trombina (MAIORANO et al., 2005).
Esses metabdlitos secundarios podem atuar como inibidores enzimaticos, imunomoduladores
e inativadores quimicos (DE MOURA et al., 2014). Outra teoria plausivel para os resultados
obtidos no presente trabalho seria a capacidade de interacdo dos compostos vegetais com
proteinas presentes no plasma humano, podendo resultar na protecdo destas frente a catalise

exercida pelas enzimas da peconha.

Tabela 3: Efeito dos diferentes extratos de plantas incubados com e sem probioticos sobre a
atividade coagulante induzida por B. moojeni

Tempo de coagulacéo (s)

Controles

B. moojeni (15ug) 62+0,0351

B. moojeni+Probioticos (2,6x10°UFC) 54+0,3412

Amostras mg Rosmarinus officinalis  Salvia officinalis Thymus vulgaris
0,1 92+0,0360* 140+0,1559* 134+0,0361*
0,4 118+0,3988* 130+0,0436* 131+0,0656*

sem Probi6ticos 0,7 135+0,1447* 129+0,0643* 127+0,0586*
18 179+0,4058* 104+0,2804* 123+0,0404*
2,5 190+0,0513* 95+0,2771* 121+0,0289*
0,1 88+0,0346* 102+0,2600* 87+0,0503*
0,4 113+0,2971* 124+0,2944* 127+0,0416*

com Probidticos 0,7 137+0,2000* 128+0,0458* 130+0,0551*
1,8 152+0,4061* 129+0,0611* 134+0,1277*
2,5 191+0,1082* 139+0,0755* 137+0,0458*

Os resultados séo apresentados como a media das triplicadas + desvio padréo, p < 0.05.

*Diferente do controle positivo por aumentar o tempo de coagulacdo. Devido ao tempo de ativacao
de alguns fatores da cascata de coagulacdo (por exemplo, o0 tempo de ativacdo da protrombina esta
entre 10 e 14s), valores iguais ou superiores a 10s em relacdo ao controle foram considerados
estatisticamente significativos.

O extrato de R. officinalis, em estudo prévio, neutralizou a acdo de proteases,
fibrinogenases e agdo hemorragica, além de apresentar atividade anticoagulante. Os efeitos do
extrato se deve, a compostos fendlicos tais como o acido caféico, catequina, acido

clorogénico, acido vanilico, acido ferulico, acido p-cumarico, &cido cindmico entre outros
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identificados no extrato (SALAMA, ABDEL-ATY, FAHMY, 2018). Outra hipdtese descrita
em literatura sugere que os efeitos anticoagulantes observados resultam de interagdes entre
compostos presentes nos extratos e os fatores VIII, IX, X1 e XII da cascata de coagulacédo
(RENGIFO-RIOS et al., 2019). Apoiando nossos estudos estdo o extrato aquoso das folhas de
Clusia fluminensis, que inibiu a atividade coagulante induzida pela peconha de B.
jararacussu, e a atividade hemorragica induzida por B. jararaca e B. jararacussu (DA SILVA
et al., 2019). O extrato de Dracontium dubium neutralizou o efeito hemorragico e prolongou o
tempo de coagulacdo induzidos por B. asper (CARO et al., 2017). O extrato das folhas de
Aegiphila integrifolia inibiu as atividades proteoliticas e hemorrégicas da peconha de B. atrox
(NASCIMENTO et al.,, 2021). O extrato das folhas de Piper auritum inibiu a atividade
coagulante de B. rhombeatus (RENGIFO-RIOS et al., 2019). O extrato de Bredemeyera
floribunda inibiu as atividades proteoliticas e hemorragicas induzidas por B. jararacussu
(ALVES et al., 2019). O extrato das folhas de Pimenta dioica inibiu a atividade coagulante
induzida por B. asper (SARAVIA-OTTEN et al., 2022). Todos estes estudos reforcam a
presenca de inibidores enzimaticos sobretudo na composicéo fendlica dos extratos e sugerem
a possibilidade de atuarem na protecdo de proteinas presentes no sangue humano, destacando
as que participam no controle da hemostasia.

Diferentes compostos fendlicos inibem a atividade de SVMPs, SVSPs e PLAxs por
quelacdo de atomos de metais como zinco ou calcio, que sdo cofatores essenciais para a
atividade enzimatica dessas enzimas, podendo consequentemente, reduzir de forma
significativa algumas atividades farmacoldgicas dependentes da acdo enzimaética, tais como
hemorragia e hemdlise (PATINO et al.,, 2012; GOMEZ-BETANCUR et al., 2014;
CLAUDINO et al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2014). E provavel que os extratos de R.
officinalis, S. officinalis e T. vulgaris tenham também agido nas inibicGes por mecanismos
diversos, conforme citados em literatura para alguns compostos fendlicos presentes nestes
extratos.

As cepas de bactérias probidticas podem exercer um efeito benéfico no hospedeiro
por meio de sua atividade imunomoduladora (CROSS, 2002), tendo, portanto, efeito na
reducdo de processos inflamatorios. Os L. casei é eficaz na regulacdo da ativacdo da
coagulacdo e inibicdo da fibrindlise, e a administracdo dessa cepa leva a diminuicdo de
depdsitos de fibrina (HARO et al., 2009). L. casei favorece a rapida recuperacao do equilibrio
hemostatico, regulando a resposta imuno-coagulativa (HARO, MONACO, MEDINA, 2018).
Adicionalmente, entre as atividades descritas pelos compostos fendlicos, esta sua capacidade

de se ligar as enzimas presentes na peconha neutralizando suas atividades que afetam a acao
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hemostatica, contribuem para os efeitos anti-trombolitico, anti-hemorragico e anticoagulante
demonstrados pelos extratos do presente estudo. Estudos indicaram que a eficécia dos extratos
brutos é maior do que a dos constituintes individuais, provavelmente devido ao sinergismo
entre as moléculas presentes nos extratos (ALVES et al., 2019), considerando ainda a agéo
aditiva dos efeitos exercidos pelos principais metabdlitos produzidos pelas bactérias
probiodticas, a trimetilamina e os SCFAs, podemos chegar a uma formula¢do mais eficaz para

a prevencdo e tratamento adjuvante em diversas doencas.

CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, os extratos das plantas Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis
e Thymus vulgaris incubados com e sem bactérias probidticas apresentaram efeitos inibitérios
promissores sobre as atividades toxico-farmacoldgicas induzidas por fosfolipases A. e
proteases, destacando as atividades de hemolise, trombolitica e coagulante, envolvidas na
manutencdo da hemostasia. Em adicao, os extratos e cepas bacterianas avaliados promoveram
reducdo na hemdlise induzida por calor, demonstrando potencial anti-inflamatério. Os
resultados do presente estudo demostraram que 0s extratos possuem componentes ativos com
capacidade para modular enzimas assim como sdo passivéis de interagir com proteinas
humanas protegendo-as contra a catalise enzimatica. Assim sendo, mais estudos serdo
necessarios para elucidar todos os mecanismos de acdo envolvidos e as formas de sinergismo
entre 0s constituintes dos extratos e as bactérias probidticas, possibilitando inferir futuras
formulacBes de suplementos para uso como adjuvantes na prevencdo e/ou tratamento de

doencas oriundas de distarbios hemostéticos, imunoldgicos/inflamatérios/alergénicos.
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Apresentagao do Projeto:

Resumo:

As plantas correspondem a uma valiosa fonte de moléculas bioativas com fungdo na prevengéo e
tratamento de diversas doencas. Nesse contexto, as plantas condimentares tém se destacam pela producao
de grandes quantidades de agentes antioxidantes, antiinflamatdrios e antimicrobianos. Espécies como
Rosmarinus officinalis, Ocimum basilicum, Origanum vulgare, Petroselinum crispum, Thymus vulgaris, Salvia
officinalis e Laurus nobilis sdo ricas em compostos fendlicos e tém sido usadas na medicina popular para
tratamento de desordens digestivas e gastrointestinais, com fungfes anti-inflamatéria, cicatrizante e
microbicida. De igual importancia, os probidticos exercemm efeitos benéficos sobre a microflora intestinal e
funcionalidade do trato intestinal, com fungdo adjuvante acs tratamentos com antibidticos e antiinflamatdrios.
As fosfolipases As, proteases e hialuronidases sdo enzimas que participam de diferentes processos
fisioldgicos no organismo humano, tais como coagulagéo, cicatrizagio e regeneracéo tecidual, e defesa,
sendo importantes alvos no estudo mecanicista de diversas patologias e para o desenvolvimento de novos
farmacos. O alto grau de homologia existente entre enzimas presentes em pegonhas de serpentes e
enzimas humanas, aliado a grande facilidade de obter estas enzimas para utilizagdo em estudos cientificos,
fazem destas poderosas ferramentas laboratoriais na indugdo de atividades que simulam a agio de enzimas

humanas sobre diferentes moléculas, células e processos fisiologicos.
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Hipotese:
A acdo dos probidticos sobre metabdlitos presentes na plantas condimentares podera potencializar a
modulagéo de enzimas que atuam na resposta inflamatéria e na manutencdo da hemostasia.

Metodologia Proposta:

MATERIAIS E METODQSAtividade anti-inflamatériaPara a realizagdo da atividade anti-inflamatéria coleta-
se 0 sangue de um doador voluntario em tubos contendo heparina. O sangue coletado é centrifugado a
3600 RPM por 5 min, remove-se o plasma. Prepara-se uma suspensdo de hemacias a 2% (v:v, mL:mL) em
PBS, pH 7.4. Preparar as amostras em um volume maximo de 200 L ou até 100 mg de material sélido e
adicionar a 1,2 mL da solug@o de hemacias. Os controles serdo realizados com agente anti-inflamatério ndo
esteroidal. As amostras serdo incubadas previamente a 37°C durante 30 min. Apds incubagao, levar os
tubos contendo as amostras ao banho termostatico a 54°C por 20 min. Centrifugar os tubos & 3600 RPM por
5 min. e realizar a leitura em um espectrofotémetro a 540 nm. Calcular a porcentagem de inibigao de
hemélise: %Inibicdo da Hemélise= 1 - Amostra aquecida — Amostra NAO aquecidaX 100Controle com &gua
100% hemdlise — Amostra NAQ aguecidaAtividade coagulanteAs diferentes amostras a serem testadas
serdo adicionadas em 200L de plasma humano citrado incubado & 37°C e o tempo de coagulagdo sera
cronometradoem segundos. O controle sera realizado utilizando-se apenas o plasma e 20L de solugdo de
cloreto de calcio a 0,1M ou 10g de solugdo de pegonha bruta de serpentes. Caso as amostras néo
apresentem atividade coagulante poderdo ser avaliadas como possiveis anti-coagulantes sendo adicionadas
ao plasma citratado e incubadas por 10 minutos a 37°C com posterior adigdo dos indutores de coagulagio e
medida do tempo. Este teste de anti-coagulagio permite avaliar a ocorréncia ou ndo de interagdes entre as
amostras e constituintes do plasma.Atividade trombolitica: A atividade trombolitica sera avaliada sobre
coagulos sanguineos humanos formados in vitro de acordo com a metodologia descrita por Cintra et al.
(2012). Serao distribuidas aliquotas de 100 L de sangue total em pogos de uma microplaca de 96 pogos e
deixados para coagular durante 15 a 20 minutos. Sobre os trombos, serdo adicionados os tratamentos
(volume final de 30 L por amostra/por pogo) correspondentes a apenas PBS (controle negativo), extratos
das plantas condimentares, pegonha de B. moojeni (30g/L, controle indutor de trombdlise e fonte de
enzimas hemorragicas), probiéticos e extratos das plantas + probidticos, previamente incubados com a
pegonha por 30 minutos a 37°C, em diferentes proporgbes. A quantificagdo da
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trombélise sera realizada pela medida do volume liquido liberado por cada trombo, utilizando uma
pipetadora automatica, apds a permanéncia das placas contendo os trombos tratados, por periodo de 32
horas, a 30 °C em cadmara de cultura celular, dentro de sacos plasticos para manter a umidade. O valor
medio das repeticdes sera subtraido do volume inicial (considerando 100 L de sangue + 30 L de amostra =
130 L) e calculada a porcentagem de trombdlise. Para quantificar a perda de fluido por evaporacao, serdo
utilizados trés pogos de controle negativo (PBS) e seu volume de liquido sera quantificado e subtraido a
perda de todas as amostras. Se a quantidade de liquido for menor que o volume inicial, as amostras serdao
consideradas trombéticas.

Critério de Inclusdo:

Estudantes de pos-graduagéo da universidade com idade entre 18 e 35 anos (homens e mulheres), que ndo
fagam uso continuo de medicamentos (ex: pessoas com hipertensdo ou diabetes), ndo sejam fumantes, ndo
trabalhem em condiges de risco quimico ou biolégico e possuam um histérico de boas condigées de saude
para os Ultimos 3 meses. Os potenciais voluntarios (trés para cada teste) também ndo poderdo ter sido
submetidos a qualguer procedimento cirirgico efou administragdo de medicamentos cuja prescrigdo médica
seja obrigatdria (ex: quimioterapicos e antibioticos) ou outras drogas.

Critério de Excluséo:
Menores de 18 anos, Gestantes e portadores de doengas cronicas que fagam uso continuo de
medicamentos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a agdo moduladora de sclugbes aquosas obtidas de folhas de Rosmarinus officinalis, Thymus
vulgaris, Ocimum basilicum, Origanum vulgare, Petroselium crispum, Salvia officinalis e Laurus nobilis, na
presenca ou auséncia de probidticos, sobre a atividade de fosfolipasesA, proteases e hialuronidases que
atuam nos processos de coagulagio e fibrindlise, inflamagdo, regeneracgdo de tecidos e cicatrizagao.

Objetivo Secundario:

a) Avaliar a composicdo fendlica das solugbes aquosas das folhas de Rosmarinus officinalis, Thymus
vulgaris, Ocimum basilicum, Origanum vulgare, Petroselium crispum, Salvia officinalis e Laurus nobilis; b)
Avaliar os efeitos de solugbes aquosas das plantas condimentares, na auséncia e
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presencga de probidticos, sobre a atividade catalitica de fosfolipases AZ2; c) Avaliar os efeitos de solugdes
aquosas das plantas condimentares, na auséncia e presenca de probidticos, sobre a atividade coagulante
induzida por proteases;d) Avaliar os efeitos de soluges aquosas das plantas condimentares, na auséncia e
presencga de probidticos, sobre a atividade fibrinogenolitica induzida por proteases;e) Avaliar o potencial
antiinflamatério de soluges aquosas das plantas condimentares, na auséncia e presencga de probidticos,
utilizando teste de hemolise realizado a 54°C;f) Avaliar os efeitos de solugfes aquosas das plantas
condimentares, na auséncia e presenca de probioticos, sobre a dissolugdo de trombos sanguineos induzida
por proteases;g) Avaliar os efeitos de solugGes aquosas das plantas condimentares, na auséncia e presenca
de probidticos, sobre a atividade de hialuronidases humanas.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A coleta de sangue podera causar algumas pequenas manifestagdes no local da injegdo, como um pequeno
inchaco, vermelhiddo ou formacgdo de mancha roxa, ou seja, sinais comuns em coletas rotineiras de sangue
e de baixo risco a salde do doador. Alguns voluntarios poderdo sentir mal estar antes, durante ou apds a
coleta de sangue, devido a diminuicdo da pressdo sanguinea, e, caso isso ocorra, a coleta do sangue
podera ser suspensa e se necessario o docente responsavel solicitara atendimento médico para o
voluntario. Espera-se obter o minimo de situagfes em que os voluntarios sintam mal estar, uma vez que,
teoricamente, pessoas que se sentem mal ao ver sangue ou ter seu sangue retirado ndo irdo se voluntariar,
além disso, porque as coletas serdo feitas na auséncia de jejum, a qualguer hora do periodo da manha.

Beneficios:

Nao havera qualquer beneficio direto ao voluntario nesta pesquisa. No entanto, ele estara contribuindo com
a conclusdo dos estudos referentes ao projeto do pesquisadora colaboradora , Daniela Aparecida Oliveira
no gual se pretende obter informagdes sobre os efeitos in vitrode amostras comerciais de plantas
condimentares; tomilho (Thymus vulgaris), manjericdo (Ocimum basilicum),alecrim {(Rosmarinus officinalis),
orégano (Origanum vulgare), salsa (Petroselium crispum), salvia (Salvia officinalis)e louro (Laurus nobilis);
como moduladores enzimaticos na hemostasia, considerando parametros fisiolégicos e toxicoldgicos,
visando a comprovagdo de indicagdes de uso popular dessas plantas, assim como a obtengdo de
conhecimentos que permitam sugerir novas aplicacdes com eficacia e seguranca.
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
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Trata-se de uma pesquisa de carater académico, para obtenc¢3o do titulo de doutorado em , envolvendo a
participacdo de 15 pessoas que serdo doadores de sangue para ensaios da pesquisa.

Periodo de coleta de dados com seres humanos: 06 a 20 de junho de 2022.

Vide campo "Conclusdes ou pendéncias e Lista de Inadequacgdes".

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Recomendagoes:

Vide campo "Conclusdes ou pendéncias e Lista de Inadequacgdes".

Vide campo "Conclusdes ou pendéncias e Lista de Inadequacbes".

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
N&o ha pendéncia. O Comité considera o protocolo aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Ressalta-se que cabe ao pesquisador responsavel encaminhar os relatdrios parciais e final da pesquisa, por

meio da Plataforma Brasil, via notificagdo do tipo “relatério” para que sejam devidamente apreciadas no

CEP, conforme norma operacional CNS n®001/13, item X1.2.d.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Justificativa de
Auséncia

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 24/03/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1919096.pdf 16:59:26
Folha de Rosto folhaderostoDaniela. pdf 24/03/2022 | Silvana Marcussi Aceito

16:58:56
QOutros DANIELAComentarioseticos.docx 24/03/2022 | Silvana Marcussi Aceito
14:37:25
Declaragio de AutorizacaoPRPGDaniela. pdf 24/03/2022 |Silvana Marcussi Aceito
Instituigdo e 14:36:31
LInfraestrutura
TCLE/ Termos de | DANIELATermodeconsentimento.docx 24/03/2022 | Silvana Marcussi Aceito
Assentimento / 14:35:53
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Brochura
Investigador

14:34:55

Declaragao de DANIELADeclaracaopesquisador.docx 24/03/2022 |Silvana Marcussi Aceito
Pesquisadores 14:35:25
Projeto Detalhado / | projetodoutoradoDanielacoep.docx 24/03/2022 | Silvana Marcussi Aceito

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

LAVRAS, 30 de Abril de 2022

Assinado por:

ALCINEIA DE LEMOS SOUZA RAMOS
(Coordenador(a))
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