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REsumMo: A Mentha piperita L. tem sido estudada pelo nosso grupo como possivel fitofArmaco para
tratamento de doencas que promovem respostas inflamatorias intensa, mediadas por eosindfilos e
neutrofilos. Assim, analisar os efeitos antioxidantes e produgao de citocinas por essas células € importante
para entender o efeito desses compostos na resposta imune inata e efetora. Dessa forma, utilizou-se um
fitofarmaco (Mentaliv®) proveniente da M piperita e avaliou a enzima mieloperoxidase (MPO) em
neutrdfilos por meio da quimiluminescéncia dependente de luminol (QLDLum) e da lucigenina. E os
niveis de IL-4, IL-6 ¢ TNF-a e a QLDLum em eosinofilos. Nossos resultados demonstraram que em
neutrofilos houve inibi¢do da producao de radical anion superoxido e da NADPH oxidase apos tratamento
com o fitofarmaco. Entretando, os niveis de IL-4 foi maior apos o tratamento. Esses dados sugerem que
esse fitofarmaco apresenta atividade anti-inflamatoria, por meio do controle dos produtos secretados
durante as respostas inflamatorias, principalmente como pode ocorrer durante infeccdes e processos
inflamatorios cronicos de diversas doengas, onde se observa uma acentuada eosinofilia tecidual, com
presenca significativa de PMN no sangue e no tecido.

PALAVRAS-CHAVE: Mentha piperita; Neutrdfilos; Eosindfilos.
EFFECT OF PHYTOPHARMACEUTICAL MENTALIV®ON NEUTROPHIL AND EOSINOPHIL FUNCTIONS

ABSTRACT : Mentha piperita L. has been studied by our group as a possible phytopharmacological drug
for the treatment of diseases that promote intense inflammatory responses mediated by eosinophils and
neutrophils. Thus, the analysis of antioxidant effects and cytokine production by these cells is important
to understand the effect of these compounds on the innate and effector phase of adaptive immune
response. In this way, an essential oil from M. piperita (Mentaliv®) was used and the myeloperodase
enzyme activity (MPO) in neutrophils was evaluated by luminol-dependent chemiluminescence assay
(QLDLum) and lucigenin (QLDLuc). The levels of IL-4, IL-6 and TNF-a and QLDLum in eosinophils
were also evaluated. Our results showed an inhibition of the production of superoxide anionic radicals
and NADPH oxidase in neutrophils after the essential M. piperita oil treatment. However, IL-4 levels
were increased after treatment. These data suggest that this phytopharmaceutical has anti-inflammatory
activity, by controlling the secreted products during the inflammatory responses, mainly as can occur
during infections and chronic inflammatory processes of several diseases, which present a strong tissue
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eosinophilia with significant presence of PMN in blood and tissue.
KEYWORDS: Mentha piperita; Neutrophils; Eosinophils.

INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais € uma pratica secular baseada no conhecimento popular e transmitida
durante geragdes; desta forma, agregar garantias cientificas a essa pratica terapéutica traz variadas
vantagens, como baixo custo e facil acesso, diminuicdo de efeitos adversos e evitar ou diminuir os
riscos de intoxicacdo por uso inadequado (NASCIMENTO et al., 2000; CASTRO et al., 2007). Neste
sentido, a investigacao de substancias naturais como fonte de novos agentes terapéuticos tem aumentado
potencialmente, onde diferentes extratos de plantas medicinais, condimentares e aromaticas tém sido
testados (NASCIMENTO et al., 2000; CASTRO et al., 2007; DINIS, 2010; GONCALVES et al. 2009).

A Mentha piperita L, conhecida como horteld pimenta € popularmente usada para fins terapéuticos
e alimenticios (LORENZI; MATOS, 2002). Embora sua origem seja a Europa e o Oriente Médio, a M.
piperita L. esta bem difundida na cultura brasileira e pode ser cultivada em qualquer area do territorio
nacional. Tem-se verificado cientificamente o uso popular de plantas com a finalidade de obteng¢ao dos
mais variados efeitos medicamentosos, incluindo sua aplicagdo como antimicrobianos e vermifugos
(CASTRO et al., 2007; BURT, 2004).

De acordo com a literatura, diversos compostos quimicos descritos foram isolados a partir das folhas
da planta e do seu 6leo extraido Os acidos graxos, da fracdo lipidica ndo-polar sdo determinados pelos
acidos palmitico e linoléico O principal componente volatil € o mentol (33-60%), seguido de mentona
(15-32%), isomentona (2-8%), 1,8-cineol (Eucaliptol) (5-13%), acetato de menthyl (2-11%), mentofurano
(1-10%), limoneno (1-7%), B-mirceno(0,1-1,7%), B-cariofileno (2-4%), pulegona (0.5-1,6%) e carvona
(1%)( ZHELJAZKOV et al, 2010; ISCAN et al. 2002; SCAVRONI et al. 2005).

Alguns autores mostraram que o uso do extrato etanolico dessa planta reduziu e alterou a morfologia e a
viabilidade da Giardia lambliain vitro (VIDAL et al., 2007). No que se refere ao 6leo essencial de Mentha
piperita, ele possui acao contra varias cepas bacterianas, tais como: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Enterobacter aerogenos, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus falcium, entre outras (SARTORATTO et al. 2004; AGGARWAL et al. 2002; AH MAD
e BEG, 2001; AMR ¢ EMAN, 2003; ANSARI et al. 2000) e atividade antileshimanicida e virucida
(BRITO, 2007; LEITE et al. 2009; SCHUHMACHER et al. 2003).

A escolha dos neutrofilos para os ensaios antioxidantes, se da por serem células que constituem um
importante componente da defesa inata do organismo contra patégenos e usualmente sdo as primeiras
células a chegarem aos locais de infec¢do e/ou inflamagdao (VERHOC; VISSER, 1993). Para destruir
os patdgenos fagocitados, o neutrofilo utiliza procedimentos oxidativos e ndo oxidativos. Ha tempo, foi
descoberto que neutrdfilos durante o processo fagocitario consomem oxigénio (IYER ez al., 1961) que ¢
protagonizado por um complexo enzimatico conhecido como NADPH oxidase de membrana (CHANOCK,
1994; SEGAL; ABO, 1993). O sistema NADPH oxidase nos neutrdfilos, constitui um modelo essencial nas
respostas imunolédgicas, no entanto, também estd envolvido no dano tissular associado a muitas doencas
inflamatorias, principalmente as cronicas. As espécies reativas de oxigénio (ERO) podem ser consideradas
como intermediarios benéficos em relacdo a agdo bactericida, mas também podem ser deletérias ao
proprio tecido em condi¢des de estimulacao prolongada. Uma das enzimas chaves na via oxidativa ¢ a
mieloperoxidase (MPO). A MPO (E.C. 1.11.1.7, MPO) ¢ uma enzima que contém heme e na presenca
de perdxido de hidrogénio ¢ efetiva na morte de varios microrganismos, além de exercer uma grande
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variedade de fungdes extracelulares, as principais fontes dessa enzima sao leucdcitos polimorfonucleares,
sendo uma enzima especifica da série mieldide (TOBLER; KOEFFLER, 1991). O mecanismo da agao
da MPO envolve a sua forma férrica com H,O (MPO I), o qual oxida CI formando HOCI e este ultimo
oxida outras biomoléculas, como a taurina formando cloraminas que também ¢ importante na destrui¢cao
de microrganismos (HAMPTON et al., 1998). Vérios estudos colocam os neutrdfilos como células
chaves, influenciando fortemente o direcionamento da resposta imunoldgica na imunidade inespecifica.
(FERRANT etal., 1991);IL-1 (MCCOLL et al.,1992) e IL-8 (BROADDUS et al., 1994; CASSATELLA,
1995; GROSS et al., 1992; BARR et al, 2017; FERRANT et al. 1991).

Eosindfilos foram observados pela primeira vez por Wharton Jones em 1846, em preparagdes nao
coradas de sangue periférico (KITA, 2013). O citoplasma dos eosindfilos € rico em granulos contendo
proteinas catidnicas, como a Proteina Basica Maior (MBP); a Proteina Catidnica dos Eosinoéfilos (ECP); a
Proteina Neurotoxica dos Eosindfilos (EDN) e a Peroxidase dos Eosindfilos (EPO), além de outras enzimas
como colagenase e cristais de Charcot-Leyden (CLC), que ¢ uma proteina com atividade de lisofosfolipase
e expressam também moléculas de adesdao como LFA-1, Mac-1 e VLA-4 que estdo envolvidas na sua
aderéncia ao endotélio vascular (KITA, 2013). Tais granuldcitos podem também secretar uma série de
potentes mediadores como, LTB,, LTC,, PGE-1, PAF (Fator Ativador de Plaquetas) e citocinas como
GM-CSF, CXCLS, IL-3, IL-4, IL-10 e IFN-y (KITA, 1996; BANDEIRA-MELO et al. 2001).

A migragao dos eosinofilos do sangue para os tecidos ¢ dependente de varios fatores quimiotaticos
e na fase cronica de doengas torna-se fundamental para mediar a gravidade do processo inflamatorio,
onde o seu numero aumentado contribui para ampliagdo da resposta inflamatéria, assim como para
potencializar formagdo de granuloma, e consequentemente contribuindo para o desenvolvimento de
fibrose em alguns tipos de infeccao parasitaria (ARAUJO et al., 1999; DEJANI et al. 2014; CHITSULO
et al. 2000; MEEUSEN; BALIC 2000; MELO et al. 2009).

Dessa forma, a escolha do neutrofilo e do eosindfilo com importantes células da imunidade inespecifica
se faz de grande valia para esse estudo. E como ha algum tempo nosso grupo busca avaliar a atividade
anti-inflamatoria da M. piperita em diferentes modelos de doengas parasitarias, tivemos como objetivo
determinar quais os efeitos desses compostos na atividade efetora de neutrofilos e eosindfilos in vitro.

MATERIAL E Métodos

FITOFARMACO

Oleo essencial de Mentha piperita (capsula gelatinosa mole revestida de 200 mg- nome comercial
MENTALIV®), contendo 30 % -55% de mentol e 14%-32% de mentona, laboratorio Apsen.

SEPARACAO DE NEUTROFILOS

Os neutrofilos foram isolados do sangue periférico de individuos normais por gradiente de densidade
usando Histopaque 1077/1119, logo apods coleta com o acido etilenodiaminotetracético dipotassico
(ENGLISH; ANDERSEN , 1974). O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
humanos, sob o protocolo n°. 1047/09.

AVALIACAO DA INIBICAO DA PRODUCAO DE EROs DO “BURST” OXIDATIVO. ENSAIO DE
QUIMILUMINESCENCIA DEPENDENTE DO LUMINOL (QLDLuUM)

A oxidagdo do luminol pode ocorrer tanto pelo sistema MPO/H, O, (a¢do peroxidasica) como devido
a reagdo luminol/HOCI com a formagdo de uma diazoquinona que posteriormente reage com H O,
formando aminoftalato eletronicamente excitado, que ao voltar para o estado fundamental emite luz
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(ALLEN, 2000), portanto a quimiluminescéncia dependente do luminol (QLDLum) ¢ utilizada para
deteccdo de todas as ERO formadas no “burst” oxidativo.

Para a realizacao dos testes adicionou-se a placa de leitura: tampao PBS suplementado, luminol (1 x
10°M), suspensao celular de neutréfilos (1 x 10° células/mm?®), o fitofarmaco em diferentes concentragdes
diluido em PBS (10 pug/mL, 50 ug/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, e 500 ug/mL) e zymozan opsonizado.
O tempo de reagdo foi de 30 minutos (GALICE et al., 2006; KITAGAWA et al., 2003).

AVALIACAO DA INIBICAO DA PRODUCAO DE EROs DO “BURST” OXIDATIVO. ENSAIO DE
QUIMILUMINESCENCIA DEPENDENTE DA LUCIGENINA (QLDLuc)

A lucigenina (Nitrato bis-N-metil acridina) ¢ usada especificamente para quantificagdo da geracao
de radical anion superéxido no ‘burst” respiratério de neutrédfilos e outras células (ALVES et al., 2003;
GASPARINI ef al., 1998). A reacdo se inicia com a reducdo univalente da lucigenina para o radical
correspondente, que entdo reage com o anion superoxido, para produzir um intermediario dioxetano, que
¢ decomposto em duas moléculas de acridina, estando uma delas no estado eletronico excitado e capaz
de emitir luz ao retornar ao estado fundamental (FAULKNER; FRIDOLVICH 1993; SPASOJEVIC et
al., 2000).

Para a realizagdo do teste a lucigenina se encontrava na concentracao final de 10 uM e manteve-se as
condicdes de reacdo da avaliagdo da quimiluminescéncia do luminol (KITAGAWA ef al., 2003).

AVALIAGAO DO EFEITO DA MISTURA MENTOL/MENTONA NO SISTEMA MPO/H, O, - ENsato com TMB
Avaliou-se o efeito do fitofarmaco em diferentes concentragdes (10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL,
250 pg/mL, e 500 pg/mL) na oxidagaodo segundo a técnica de Marques ¢ Dunford (1997).

LEUCOTOXICIDADE (ESTUDO MORFOLOGICO)

Foram adicionados em tubos tipo eppendorf: PBS, neutrofilos (1 x 10° células/mL), diferentes
concentragdes do fitofarmaco (concentragdes finais:10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 250 ug/mL, e
500 pg/mL) e PMA (0,1 uM). O tempo de incubagdo foi de trinta minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, 100 uL da reacdo foram transferidos para uma citocentrifuga (CytoSpin) para confec¢do de
lamina e posterior colora¢do com corante hematoldgico (May Grounwald/Giemsa). A leitura das 1aminas
foi realizada em objetiva de imersao (100x), determinando-se qualitativamente a morfologia celular das
laminas em relagdo aos controles positivo e negativo.

OBTENCAO DE EOSINOFILOS DE CAMUNDONGOS (SPEIRS AnD DREISBACH, 1955)

Utilizando-se soro de cavalo 1:50 em solugdo fisiologica, foram realizadas 5 a 7 injegdes subcutaneas
(intraperitoneal), 0,5 mL a cada 48 horasnos ratos. Apos a Ultima inje¢ao aguardou-se 24 horas. Os ratos
foram sacrificados em cémara de CO,, os eosindfilos foram obtidos lavando-se a cavidade abdominal
com PBS.

Para a dosagem de citocinas, as células foram incubadas ou ndo com a mistura mentol/mentona em
diferentes concentragdes (10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pug/mL, e 500 pug/mL)por 30 minutos a
37° C, apds os tubos contendo as células foram centrifugados a 500 g por 10 minutos e o sobrenadante livre
de células foi coletado e submetido a congelamento a -20°C até o momento do ensaio de quantificacao
de citocinas(IL-4, IL-6 e TNF-a) por ensaio imunoenzimatico. O experimento foi aprovado pelo Comité
de Etica em Experimenta¢do Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos —CEEA-/UFSCar, protocolo
n°. 008/20009.
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AVALIACAO DA INIBICAO DA PRODUCAO DE EROs po “BURST” OXIDATIVO. ENSAIO DE
QUIMILUMINESCENCIA DEPENDENTE DO LUMINOL (QLDLUM) COM EOSINOFILOS

A peroxidase eosinofilica (EPO) tem 80 % de homologia com a mieloperoxidase (MPO). A oxidacao
do luminol pode ocorrer tanto pelo sistema peroxidase/H,O, (a¢do peroxidasica) como devido a reagdo
luminol/HOCI1 (ALLEN 2000), portanto a quimiluminescéncia dependente do luminol (QLDLum) ¢
utilizada para detec¢ao de todas as ERO formadas no “burst” oxidativo, também em eosinofilos.

A mesma solucdo de luminol e zymozan utlilizadas na quimiluminescéncia com neutrofilos foi utilizada
na quimiluminescéncia com eosinoéfilos. O fitofarmaco foi preparado na seguinte concentracao em PBS:
2500 pg/mL, sendo suas concentragdes finais na reagao: 10 pg/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL, 250 ng/mL,
e 500 pg/mL.

Para a realizagdo dos testes adicionou-se a placa de leitura : tampao PBS suplementado, luminol (1
x 10 M), suspensao celular de eosindfilos (5 x 10° células/mm3), o 6leo em diferentes concentragdes e
zymozan opsonizado. O tempo de reacao foi de 30 minutos (KITAGAWA et al., 2003; GALICE et al.,
2006).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média e desvio padrao e comparados por analise de variancia
(Anova) seguido de teste-t de Student onde foi estabelecido o nivel de significancia de p<0,05. Todos os
experimentos foram realizados no minimo em triplicata.

RESULTADOS

Avaliacdo do Efeito supressor do fitofarmaco em neutréfilos e eosindfilos

Substancias antioxidantes sdao compostos que atuam inibindo ou diminuindo os efeitos provocados
pelas substancias oxidantes ou radicais livres, neste caso estamos avaliando o potencial antioxidante da
mistura mentol/mistura na inibi¢do da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Com relagdo a
quimiluminescéncia do luminol, ndo observamos inibi¢ao da producao de ERO pelo fitofarmaco, pois a
inibicdo encontrada em uma Unica concentracdo foi pequena (Figura 01A e 01B).

O efeito supressor do fitofarmaco. sobre o “burst” oxidativo dos neutrdfilos humanos e eosinéfilos
de camundongos e consequentemente, sobre a produgdo das ERO, esta demonstrado nas Figura 01A e
01B. Somente nas maiores concentragdes de 250 e 500 uM ocorreu uma pequena inibi¢do (11,3 ¢ 16,8%
respectivamente) nos EROs. No entanto, como esta inibi¢cdo foi pequena e ocorreu somente em uma
concentragdo, podemos dizer que foi irrelevante.
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Figura 01 - Efeito do fitofArmaco contendo a mistura mentol/mentona em diferentes concentracdes

sobre a inibi¢do da producdo de EROs no “burst” oxidativo de (A) neutrdfilos estimulados por zymozan

opsonizado e (B) eosindfilos estimulados por zymozan opsonizado (estudo da quimiluminescéncia do
luminol- QLDLum).
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EFEITO SUPRESSOR DO FITOFARMACO EM NEUTROFILOS ESTIMULADOS POR ZYMOZAN

Com relacao a supressao da producao de radical anion superoxido os resultados estdo demonstrados
na Figura 02, e com exce¢do da concentracdo de 10 uM, todas as outras inibiram a producdo do anion
superoxido pelo ensaio com a lucigenina e a inibi¢ao foi dependente da concentracio do fitofarmaco
(inibicao de 70% com a concentragdo de 500 uM).

O efeito inibitdrio pode ser sobre o sistema NADPH oxidase de membrana ou uma agdo “scavanger”
para o anion superdxido. A quimiluminescéncia dependente da lucigenina (QLDluc) tem sido usada
em sistemas biologicos como uma avaliagdo de eventos extracelulares, pela deteccao do radical anion
superoxido, sendo um método de escolha na avaliagao do funcionamento do sistema NADPH oxidase

de membrana.
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Figura 02 - Efeito do fitofarmaco contendo a mistura mentol/mentona em diferentes concentragdes sobre

a inibicao da produgao de radical anion superoxido por neutrdfilos estimulados por zymozan opsonizado
(estudo da quimiluminescéncia da lucigenina - QLDLuc).

% Inibiczo

mentol/mentona em pg/mL

LEUCOTOXICIDADE (ESTUDO MORFOLOGICO)

A Figura 03 demonstra as fotomicrografias dos neutrdfilos na presenca do estimulo da fagocitose
o PMA, ¢ a consequente formagdo de vactiolo devido sua presenca (controle positivo). Neste ensaio
podemos observar a protecao do fitofarmaco contendo a mistura mentol/mentona frente ao estimulo PMA,
estd protegdo esteve presente em todas as concentragdes, mas com maior evidéncia nas concentragdes

de 10 e 50 uM.

Figura 03 - Fotomicrografia da morfologia dos neutréfilos sob efeito da estimulagao do PMA e protecao

exercida pelo fitofarmaco. A: controle negativo (células sem a presencga do estimulo PMA). B: controle

positivo (células + PMA). C: neutrofilos ativados por PMA sob a¢do do fitofarmaco 10 pM. Coloragao:
May-Grounwald-Giemsa. .Aumento 1000x.

A
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AVALIACAO DO EFEITO FITOFARMACO NO SISTEMA MPO/H, 0, - ENsaio com TMB

A Tabela 01 demonstra o ensaio de avaliacao de atividade da mieloperoxidase pela oxidagdo do TMB,
na auséncia e presenca do fitofarmaco contendo a mistura mentol/mentona em diferentes concentracoes.
Nao observamos diferencgas significativas entre o grupo sem o composto e na presenga do composto,
portanto ndo ocorreu inibi¢ao da enzima. Portanto, provavelmente, seu efeito deva ser mais em nivel de
membrana celular.

Tabela 01 - Atividade da enzima MPO analisada pelo ensaio com TMB (pH 5,4) na auséncia e presenga

fitofarmaco diferentes concentracoes.

Grupos A A 652/min Unidades/mL
Sistema Completo 0,05 +£0,0028 0,255 +0,02
+ Mentaliv® 10 pg/mL 0,046 +0,0028 0,23+ 0,01

+ Mentaliv® 50 pg/mL 0,054 +0,0028 0,275+ 0,02
+ Mentaliv®100 pg/mL 0,0486 + 0,0037 0,245 + 0,02
+ Mentol 250 ug/mL 0,0525 +0,0057 0,27 + 0,03
+ Mentaliv®500 pg/mL 0,04 £0,0076 0,2+ 0,04

DETECCAO DE DE IL-4, IL-6 E TNF-ALFA EM CULTURA DE EOSINOFILOS NA PRESENCA DO FITOFARMACO.

Como apresentado nas Figuras 04, 05 ¢ 06, observamos que pelo menos em uma concentragao do
fitofarmaco ocorreu aumento na liberagdo das citocinas estudadas, no entanto o resultado ficou mais
evidente com a IL-4 onde com as concentragdes de fitofarmaco 50, 100 e 250 pg/mL a liberacao desta
citocina foi significativamente maior. E o mesmo ocorreu para secre¢cdo de TNF-o na concentracio de
250 ug/mL.

Figura 04 -Liberacao de IL-4 de eosinofilos, incubados com fitofarmaco contendo mentol/ mentona em
diferentes concentragdes.
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mistura 100 pg/mL
35+ B2 mistura 250 pg/mL.
mistura 500 pg/mL

*

IL-4 (pg/mL)

0,0

Grupos

*p<0,05 quando comparado ao sistema completo na auséncia da mistura mentol/mentona.
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Figura 05 - Liberacdo de IL-6 de eosindfilos, incubados com fitofarmaco contendo mentol/ mentona
em diferentes concentragoes.
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*p<0,05 quando comparado ao sistema completo na auséncia da mistura mentol/mentona.

Figura 06 - Liberagao de TNF-alfa de eosinoéfilos, incubados com fitofarmaco contendo mentol/ mentona
em diferentes concentragoes.
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*p<0,05 quando comparado ao sistema completo na auséncia da mistura mentol/mentona.
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Discussio

A reagdo inflamatoria ¢ uma resposta do organismo contra agentes agressores, caracteriza-se pelo
aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular, pela migragdo de células inflamatérias como
neutrofilos, de forma muito significativa eosinofilos, macrotagos e linfécitos. O mecanismo responsavel
pelo acimulo destas células no foco inflamatério ¢ um fendmeno complexo que depende da natureza do
estimulo, dos mediadores quimiotaticos liberados, da expressdo de moléculas de adesdo e das células
residentes (mononucleares e mastdcitos) no microambiente (HOGAN et al, 2008).

Ha muito tempo, foi descoberto que neutrofilos durante o processo fagocitario consomem oxigénio
(IYER et al., 1961) que ¢ protagonizado por um complexo enzimatico conhecido como NADPH oxidase
de membrana. Os eosinofilos também podem realizar “burst” respiratorio com formacao de radical anion
superoxido e peroxido de hidrogénio, assim como os neutrofilos, em resposta a estimulos particulados
como 0 zymozan ou em resposta a mediadores soliiveis como o forbol miristato acetato (PMA). Em
ensaio de quimiluminescéncia, os eosinofilos mostraram uma emissao de luz duas vezes maior do que
0 mesmo experimento na presenca de neutrdfilos (WILLIANS ez al. , 2001).

Ambos, 0o mentol e a mentona presentes em abundancia na M. piperita . sdo conhecidos como terpenos,
formam uma subdivisdo de classe dos prenil-lipidios (terpenos, prenilquinonas, e esterdis), os quais sdo
o grupo mais antigo de pequenas moléculas sintetizadas por plantas. E o mentol ¢ considerado o terpeno
com aplicagao farmacéutica mais conhecida (MARINHO, 2008). Quanto a estudos de absor¢ao em
membranas, compostos naturais como terpenos sao considerados moléculas promissoras em estudos
com aplicagdes farmacéuticas como promotores de absor¢do, devido a baixa toxicidade e habilidade em
aumentar a permeabilidade de moléculas tanto hidrofilicas quanto lipofilicas (ASBIN; MICHNIAK, 2000).
A investigacdo de produtos naturais como fontes de novos agentes terapéuticos ¢ de grande interesse
cientifico e social devido a falta de um medicamento com baixa capacidade de induzir rea¢des adversas.
Os trabalhos anteriores com o extrato da M. piperita € os questionamentos quanto aos interferentes quanto
aos constituintes da planta devido ao seu plantio, coleta e solo, nos levaram a objetivar trabalhar com os
constituintes quimicos da planta separadamente. Por isso, o entendimento especifico da reagao inflamatéria
e seus possiveis interferentes nos levaram a avaliar a acdo do mentol e da mentona proveniente de um
fitofarmaco sobre a funcao de neutrofilos e eosinofilos in vitro.

Para o estudos dos neutréfilos vale-se analisar principalmente a produgdo de espécies reativas de
oxigénio, indiretamente sobre a NADPH oxidase de membrana quando estudamos o “burst” oxidativo com
a lucigenina. E ainda determinar a produg¢do de radical anion superoxido e a atividade da mieloperoxidase
nessas células ex vivo. E devido ao eosindfilos ser uma importante célula que contribui para a imunidade
efetora, avaliar os efeitos desses compostos mentol e mentona contribui para uma maior entendimento
de como esses compostos poderdo modular a resposta inflamatoria em diferentes doencas.

Allen (2000) demonstrou que a oxidagao do luminol pode ocorrer tanto pelo sistema MPO/H, O, como
devido a reacdo luminol/HOCI com a formacdo de uma diazoquinona que posteriormente reage com
H,0, formando aminoftalato eletronicamente excitado, que ao voltar para o estado fundamental emite
luz. DalgreneKarlson (1999) mostraram que a QLDLum produzida por neutroéfilos estimulados depende
em grande parte da geragdo de HOCI pelo sistema MPO/H,O,/CI". A mistura mentol/mentona inibiu a
QLDLumum dos neutréfilos somente em uma concentracao, o teste foi realizado também com eosinofilos
de ratos e resultado semelhante foi obtido (Figura01 A e 01B). A partir destes resultados e conhecendo
as substancias formadas durante o “burst” respiratério, pudemos realizar algumas indagagdes que
nortearam nossos experimentos na tentativa de se elucidar o (s) mecanismo (s) envolvido (s) no processo:
A produgdo das espécies reativas de oxigénio, envolvidas direta (H,0, e HOCI) ¢ indiretamente (O,") na
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oxidacdo do luminol estaria prejudicada? Nesse caso, a mistura mentol/mentona estaria agindo sobre a
mieloperoxidase e /ou sobre a NADPH oxidase de membrana? Por isso, foi investigado a interferéncia
desse fitofArmaco na mieloperoxidase (MPO).

Ao determinar a acdo desse fitofarmaco sobre a MPO através de experimento com a TMB que ¢ muito
mais sensivel (MARQUEZ; DUNFORD, 1998), ficou claro no experimento com a TMB, que 0 mesmo
ndo funciona como inibidor da MPO (Tabela 01), sugerindo que a M. piperita ndo interfere na MPO,
como conseqiiéncia ndo interfere na eficiéncia de uma das vias do “burst” oxidativo dos neutréfilos.

Assim, o efeito do fitofarmaco foi determinado sobre a NADPH-oxidase de membrana e sobre o seu
produto, o radical anion superoxido. O termo “burst” respiratério ou “burst” oxidativo, refere-se a uma
série de eventos metabdlicos que ocorrem quando os fagdcitos sdo estimulados apropriadamente. Estes
sdo: aumento de consumo de O, e produgdo de espécies reativas de oxigénio (CHANOCK et al., 1994,
SEGAL ; ABO, 1993). Todos esses eventos dependem da atividade de um sistema complexo denominado
NADPH-oxidase de membrana. A NADPH-oxidase ¢ um complexo protéico que se reune em resposta a
um sinal que ativa o neutréfilo. O bom funcionamento da NADPH-oxidase € essencial numa adequada
defesa antimicrobiana. Neutréfilos de pacientes com doenga granulomatosa cronica, que ¢ uma doenca
caracterizada pela deficiéncia da NADPH-oxidase de membrana, tém dificuldade de destruir muitos
microrganismos (bactérias, fungos etc) e individuos com esta doenga tém severas infec¢des (CHANOCK
etal., 1994; SEGAL ; ABO, 1993). A mistura mentol/mentona inibiu a quililuminescéncia dependente da
lucigenina (QLDLuc) sugerindo uma inibi¢do da producao do radical anion superdxido e possivelmente
da NADPH oxidase de membrana.

Realizamos também um ensaio de leucotoxicidade, ou também chamado estudo morfolégico. Como
demonstrado em outro estudo, o PMA, um estimulador do “burst” oxidativo dos neutrofilos, mesmo sem
adicionar nenhuma outra substancia, ¢ capaz de causar a formacdo de microvaculos citoplasmaticos,
ativados pela liberagao maci¢ca de ERO e consequente dano a estrutura destas células (HOLDAR et
al., 1978). Assim, foi avaliado o efeito do fitofArmaco na protecdo da estrutura dos neutréfilos, pois
trabalhos com outras membranas demonstram que substancias como os terpenos sdo interessantes,
pois tém afinidades tanto por estruturas hidrofilicas como lipofilicas (ASBIN; MICHINIAK, 2000).
Foi observado em todas as concentragcdes uma diminui¢do do nimero de vacuolos citoplasmaticos nos
neutrofilos estimulados, ou seja a mistura foi capaz de inibir a formacdo de ERO, provavelmente por
inibicdo da NADPH oxidase de membrana, uma vez que nao ¢ inibidora da mieloperoxidase.

A inflamacao tecidual e o quadro de fibrose esta diretamente relacionado as espécies reativas de oxigénio
que estdo sendo formadas localmente pelos leucocitos, principalmente eosindfilos, que podem secretar
IL-13 contribuindo com a fibrose hepatica em diferentes doengas. Os neutrofilos também desempenham
uma importante fun¢do no sistema imunoldgico, como célula produtora de citocinas (CASSATELA,
1995). A citocina liberada em maior quantidade pelos neutréfilos € a IL-8, que € o maior quimioatraente
para os neutrofilos, sugerindo que, uma vez localizado no sitio inflamatério, eles podem promover
posteriormente um maior recrutamento de neutréfilos para o local (CASSATELA, 1995). As células
mononucleares produzem mais citocinas do que os neutrdfilos, no entanto os granuldcitos constituem
a maioria das células infiltradas nos tecidos inflamados e podem representar uma importante fonte de
citocinas nos tecidos (CASSATELLA, 1995).

Alguns trabalhos estudaram a agao de antioxidantes sobre a liberagao de IL-8 e demonstraram

Os eosinofilos sdo capazes de promover também proliferacdo e ativacdo Th1/Th2 de células T
através da secrecao de varias citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12) (KITA, 1996, SHI et al., 2000,
MACKENZIE et al., 2001, ROTHENBERG ¢ HOGAN, 2006). Foi avaliado a liberacao de IL-4, IL-6
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e TNF-a de eosinofilos na presenca da mistura mentol/mentona e verificamos que os resultados foram
mais expressivos com relacao a liberacao de IL-4 (Figura 04), em trés concentragdes estudadas, ocorreu
um aumento significativo na liberagao da citocina. O TNF- o também tem um papel crucial durante a
resposta inflamatoria, e estudos demonstram que o TNF-a atua como uma citocina inflamatoria inicial que
subsequentemente regula tanto a infiltragdo precoce de neutrofilos como o recrutamento de eosinofilos
(LUKACS, et al 1995). E nossos dados, demonstraram que na presenca do fitoterapico a liberacao de
TNF-a foi maior, principalmente nas concentragcdes mais altas. Dessa forma pode-se sugerir que, esses
compostos presentes no fitofarmaco podem contribuir com a diminui¢do formacao da fibrose hepatica,
onde a presenga da M. piperita, modulou os eosinofilos envolvidos formag¢ao dos granulomas e no
controle de recrutamento de diferentes células inflamatorias para esse sitio de inflamacgao (KITA, 2013,
DEJANI et al., 2014).

Analisando os resultados do presente trabalho, percebe-se que os compostos presentes no fitofarmaco
nao atual de forma inibidora para mieloperoxidase, portanto nao interferiu em uma das vias do “burst”
oxidativo dos neutrofilos. Entretanto, inibiu a produgdo de radical anion superdxido e possivelmente a
NADPH oxidase de membrana, o que também foi observado no estudo morfologico. Foi demonstrado
também o efeito hipoglicémico através de estudos com o decocto aquoso da Bauhinia. Forficata e
potencial antioxidante do flavon6ide Kaempferitrina, sendo confirmado o potencial contra diabetes com
extrato aquoso (SOUZA, 2004; PEPATO, 2004; MENEZES, 2007).

A M. piperita apresenta-se com um possivel anti-inflamatorio, e inibiu a formacao de fibrose hepatica
(dados ndo mostrados), provavelmente por inibicdo de formagdao de EROs, e ainda estimulou maior
liberacao de citocinas pelos eosindfilos na presenca da mistura mentol/mentona, o que pode auxiliar na
resposta imunologica e no processo inflamatorio em diferentes doencgas com perfil de eosinofilia sistémica.

CONCLUSOES

O fitofarmaco, obtido a partir do 6leo comercial extraido da Mentha piperita demonstrou atividade
antioxidante, especialmente como inibidor da NADPH-oxidase tanto pelo ensaio de quimiluminescéncia
da lucigenina, como por meio da analise morfoldgica. Como inibidora das demais espécies reativas de
oxigénio ndo foi observado efeito no ensaio de quililuminescéncia com o luminol, nem com neutrofilos
humanos e nem com eosinoéfilos obtidos da cavidade peritoneal de ratos. Nao se observou inibi¢ao da
enzima mieloperoxidase de neutréfilos pelo ensaio com TMB. O fitofarmaco parece contribuir com o
aumento dos niveis de IL-4 e TNF-a pelos eosindfilos. E assim, nossos resultados sugerem que esse
fitofarmaco apresenta atividade anti-inflamatdria, por meio do controle dos produtos secretados durantes
as reacOes inflamatoérias, principalmente durante a infec¢do cronica, onde se observa uma acentuada
eosinofilia tecidual, com presenca significativa de PMN.
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