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RESUMO

Marsypianthes chamaedrys (Vahl) Kuntze, conhecida pelos nomes
vernaculares: “Paracari’, “Boia-caa”, “Erva de cobra” ou “Horteld do Brasil”, pertence
a familia Lamiaceae e é utilizada popularmente no tratamento de acidentes ofidicos
do género Bothrops e descrita na literatura por sua atividade analgésica,
antifibrinolitica e moluscida. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do
extrato da M. chamaedrys sobre a atividade edematogénica e a as alteracdes
leucocitarias sanguineas induzidas por carragenina. Uma amostra das folhas do
vegetal foi macerada em agua destilada e, o sumo obtido foi liofilizado. A solugéo
utilizada para avaliacdo do potencial antiinflamatério de M. chamaedrys foi obtida a
partir da diluicho da amostra liofilizada em solucdo salina, na concentracdo de
10mg/mL. Como indutor da inflamacéo aguda foi utilizada a carragenina (05 mg/mL)
no modelo do coxim plantar em camundongos Swiss. O efeito da planta sobre
atividade edematogénica e sobre as alteragBes leucocitarias foi avaliado nos
periodos de 0, 1, 3, 6 e 8 horas. Para os grupos tratados e nao tratados foi possivel
observar que a carragenina foi capaz de estimular a formacdo de edema e também
promover alteracdes leucocitarias. Uma reducgdo significativa do edema induzido
pela carragenina ocorreu para 0os animais tratados com extrato de M. chamaedrys.
Além disso, o extrato também foi capaz de modificar o padrdo e o namero de
leucécitos sanguineos induzido pela carragenina promovendo um aumento do
ndamero de linfécitos e diminuicdo de neutréfilos no periodo de 6 horas. Os
resultados sugerem que o extrato de M. chamaedrys inibe a resposta inflamatoria

aguda induzida pela carragenina em camundongos.

Palavras-chave: Marsypianthes chamaedrys; inflamacao; antiedematogénico.
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ABSTRACT

The Marsypianthes chamaedrys (Vahl) Kuntze, known by the popular names:
“Paracari”, “Bbia-caa”, “Erva de cobra” ou “Horteld do Brasil”, belonging to family
Lamiaceae and is used for the treatment of snakebite in the genus Bothrops and
described in the literature on its analgesic activity, antifibrinolytics and molluscicide.
The purpose of this study was to evaluate the effect of the extract of M. chamaedrys
on the edematogenic activity and leukocyte changes induced by carrageenan. A
sample of the leaves of the plant was macerated in distilled water and the juice
obtained was liofilizated. The solution used for evaluating the antiinflammatory
potential of M. chamaedrys was obtained from the dilution of sample in saline
solution, the concentration of 10mg/mL. Carrageenan (5mg/ml) was used by induce
a acute inflammatory response in the footpad model in Swiss mice. The effect of
plant activity on edema and on changes of leukocyte number was evaluated in
periods of 0, 1, 3, 6 and 8 hours. It was possible to observe that the carrageenan was
able to stimulate the formation of edema and also promote changes leukocytes for
treated and untreated groups. A significant reduction of edema induced by
carrageenan occurred to the animals treated with extract of M. chamaedrys.
Moreover, the extract was also able to modify the pattern and number of blood
leukocytes induced by carrageenan promoting an increase in the number of
lymphocytes and reduction of neutrophils in the period of 6 hours. The results
suggest that the extract of M. chamaedrys inhibits the acute inflammatory response

induced by carrageenan in mice.

Key-words: Marsypianthes chamaedrys; inflammation; antiedematogenic.
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1. INTRODUCAO

Muitas comunidades e grupos étnicos utilizam como unico recurso terapéutico
o tratamento com plantas medicinais. Tratar as enfermidades usando plantas € mais
antigo do que a propria espécie humana. Em regides mais pobres do Brasil e
também em grandes cidades, as plantas medicinais sdo encontradas em residéncias
e também s&o comercializadas em feiras livres. O conhecimento popular sobre
plantas medicinais € de extrema importancia na divulgagdo das propriedades
terapéuticas, sendo assim pessoas que utilizam plantas medicinais de todo o mundo
se mantém na pratica do consumo de fitoterapicos. Isso desperta o interesse de
pesquisadores envolvendo diversas areas de estudo como: fitoquimica, farmacologia
e botanica, que se unem e aumentam o conhecimento sobre a inesgotavel fonte
medicinal natural: a flora mundial (Maciel et al., 2002).

A Marsypianthes chamaedrys (Vahl) Kuntze da familia Lamiaceae € uma
planta rasteira, aromatica, que apresenta folhas simples, membranaceas,
peciloladas, com flores violetas disposta em fasciculos. E utilizada na medicina
caseira contra mordedura de cobra, contra mordidas de mosquitos e pernilongos
(Lorenzi; Matos, 2002). E descrita como aromatica, antipirético, analgésica,
antiespasmaodica, carminativa (Lorenzi; Matos, 2002), moluscida (Menezes et al.,
1999), antifibrinolitica (Castro et al., 2003).

Reconhecidamente, o estudo sobre o uso popular de plantas medicinais é
uma ferramenta importante para a possivel descoberta de novos farmacos. Este
fato, associado ao numero reduzido de publicacbes cientificas com a M.
chamaedrys, tornam bastante justificaveis estudos para avaliar o efeito desta planta

sobre processos inflamatorios.



2. OBJETIVOS

e Avaliar a atividade anti-edematogénica do extrato macerado de
Marsypianthes chamaedrys no modelo do coxim plantar de camundongos
inoculados com carragenina;

e Avaliar a presenga de infiltrado de células inflamatérias na regido do coxim
plantar por cortes histologicos;

e Avaliar as alteragdes leucocitarias induzidas pela carragenina e tratadas com
o extrato macerado de M. chamaedrys.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Consideracdes sobre a Marsypianthes chamaedrys (Valh) Kuntze

A Familia Lamiaceae, também denominada Labiatae, foi descrita por Antonie
Laurent de Jussieu. Destaca-se importante familia devido ao grande numero de
plantas citadas como medicinais em todo o mundo. Outra caracteristica importante
dessa familia € o fato de ter grande valor no mercado, por serem usadas como
condimentos, alimentos, e na industria de perfumes e cosméticos (Di-Stasi; Hiruma-
Lima, 2002).

A Marsypianthes chamaedrys ' (Vahl) Kuntze, é uma planta herbacea, anual,
aromatica, que apresenta ramos prostados ou decumbentes, pubescente, muito
ramificada, nativa do Continente Americano, apresentando altura de 30 a 60
centimetros e pode ser encontrada em todo o territorio brasileiro. Possui folhas
simples, membranaceas, pecioladas, revestida por pubescéncia branco-translucida,
de 2 a 4 cm de comprimento. Flores de cor violeta, dispostas em fasciculos longo-
pedunculados axilares (Fig. 01). Multiplicando-se por sementes ou estacas (Lorenzi;
Matos, 2002).

A M. chamaedrys é considerada uma planta daninha, empregada na medicina
popular como, antipirética, antiespasmaodica e carminativa, e utilizada na forma de
banhos quentes contra reumatismo articular. O suco da planta € usado contra
“mordedura” de cobra, contra picadas de mosquitos e pernilongos (Lorenzi; Matos,
2002), entretanto, existe um numero bem reduzido de publicagbes cientificas que

comprovem a eficacia desta planta como antiinflamatério.

! Clinopodium chamaedrys Vahl; Hyptis chamaedrys (Vahl) Willd.; Marsypianthes arenosa Brandegee
e Marsypianthes hyptoides Mart. ex Benth. Sdo sindnimos de M. chamaedrys (Lorenzi; Matos, 2002)
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Figura 01- Marsypianthes chamaedrys (Vahl) Kuntze. Fotografia: Denizar Missawa Camurca,
2008

Analises fitoquimicas mostram que os tecidos da M. chamaedrys, séo
constituidos principalmente por triterpenos: B-amyrin, a-amyrin, Germanicol, Lupeol,
Castanopsol, Epigermanidiol, 2 a-hidroxy-lupeol e recentemente estudos
farmacoldégicos conduzidos aqui no Brasil confirmaram um novo composto
denominado chamaedridiol (Fig. 02) (Menezes et al., 1998). Além de terpendides,
foram encontrados esterdides em sua constituicdo quimica: sisterol e stigmasterol
(Menezes, et al., 1999).



Giermanicol

.-"" \\- n :I.'u'-::pm-'

HO™

PN

Epigermanidiol 2a-hyedroxy-fupen]

Figura 02- Triterpenodides encontrados no extrato de M. chamaedrys. Adaptado de: (Menezes,
et al. 1999).



3.2. Abordagem Etnobotanica

Embora Hanshberger, em 1895, ndo tenha definido o termo etnoboténica,
apontou maneiras pelas quais poderia ser util a investigagédo cientifica de plantas
utilizadas por determinadas populag¢des ou grupos étnicos (Schultes, 1962). Desde
entdo varias definicbes podem ser encontradas para a etnobotéanica, dentre as mais

recentes destacam-se:

a) “disciplina que se ocupa do estudo e conceituagbes desenvolvidas por
qualquer sociedade a respeito do mundo vegetal”. engloba a maneira como
um grupo social classifica as plantas e a utilidade que da a elas (Posey apud
Ribeiro,1986).

b) "verdadeira botanica cientifica voltada para o habitat e uso de uma etnia
especifica”. deve ser realizada por alguém treinado em botanica cientifica,
que efetuaria correspondéncias entre a classificacao cientifica ocidental e
local (Maciel et al., 2002).

A etnobotanica é citada na literatura como um dos caminhos alternativos que
mais evoluiu nos ultimos anos para a descoberta de produtos naturais bioativos. A
descricdo do histérico da planta como um recurso terapéutico eficaz para o
tratamento e cura de doengas de determinado grupo étnico, se traduz na economia
de tempo e dinheiro, dois dos fatores mais perseguidos pelas economias ocidentais.
Esta area de pesquisa enfoca dois fatores fundamentais: coleta e utilizacao
medicinal da planta (Maciel et al., 2002).

O primeiro fator implica na regido, época e estagio de melhor
desenvolvimento para a coleta. Envolve também, procedimentos especiais como
preparacido e depoésito das exsicatas em herbario credenciado com a finalidade de
evitar enganos com a espécie que esta sendo estudada. Se a espécie vegetal
medicinal estudada sofreu apenas investigacao fitoquimica, deixando de lado a
abordagem farmacologica, sado validos estudos que interliguem areas
multidisciplinares como etnoboténica, quimica e farmacologia, buscando resultados
que possam validar ou ndo o uso da planta para fins medicinais. Em quaisquer

circunstancias, a pesquisa bibliografica da planta alvo deve ser realizada



obedecendo-se o0s seguintes fatores: género, familia e classes de substancias
predominantes (Maciel et al., 2002).

A planta escolhida deve ser seguramente identificada, a falta de identificagdo
cientifica ou em caso de uma identificacdo errénea, todo o trabalho sera anulado,
tornando-o impublicavel e praticamente inutil. Caso haja coleta em regides
diferentes, inicia-se novamente todo o processo de identificacdo botanica (Maciel et
al., 2002), porque muitas vezes diferentes espécies com semelhangas morfologicas
possuem o mesmo nome popular em lugares variados devido a grande diversidade
cultural dos mateiros, decorrente principalmente da migracao (Ehringhaus, 2003).

O segundo fator enfoca a investigacao preliminar dos constituintes quimicos
de plantas que sdo: acidos graxos; terpendides; esterodides; fenois; alcaldides;
cumarinas e flavondides que indica a natureza das substancias presentes para
facilitar a escolha da técnica de fracionamento cromatografico, como: isolamento,
purificacdo e caracterizagao especificos descritos previamente na literatura, se
tornam essenciais para estas classes de substancias (Maciel et al., 2002).

As plantas contém inumeros constituintes e seus extratos, quando testados
podem apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes principios ativos devido a
presenca de compostos de classes ou estruturas diferentes contribuindo para a
mesma atividade. No estudo da atividade bioldgica de extratos vegetais € importante
a selecao de bioensaios para a deteccao do efeito especifico. Os bioensaios podem
envolver organismos inferiores, ensaios bioquimicos visando alvos moleculares e
cultura de células animais ou humanas. O desenvolvimento de novas drogas
bioativas necessita de modelos apropriados para a identificacdo de alvos
moleculares que sejam fundamentais no crescimento celular seja in vitro ou in vivo
(Maciel et al., 2002).



3.2.1. Consideragfes sobre a etnomedicina de acidentes ofidicos

Muitas plantas sao utilizadas na medicina popular para tratar picadas de
cobras. Em geral, a reputacéo de tais plantas € geralmente atribuida a supersti¢ao:
"seria impossivel enumerar e descrever em um unico artigo, todas as fantasticas
terapias baseadas em feiticaria, boatos e lendas®“. Por consequéncia, algumas
tentativas foram feitas para investigar cientificamente estas afirmagdes por meio de
experimentos totalmente controlados. Empresas em todo o mundo ja estédo
interessadas em plantas que tém sido usadas anteriormente na medicina popular,
tais substancias tém sido isoladas e introduzidas como medicamento para o
tratamento de diversas doencgas. Sendo assim, € necessario demonstrar as
limitagbes de tais substancias, de modo a evitar um tratamento inadequado com
qualquer tipo de planta (Martz, 1992).

Muitas pessoas que vivem em zonas rurais e comunidades isoladas, séo
totalmente expostas a acidentes com picadas de cobras. Infelizmente, os recursos
meédicos sao limitados em tais casas rurais e os doentes nao podem contar com um
atendimento rapido. Como consequéncia, 60% das vitimas sao tratadas por
curandeiros tradicionais, embora as plantas sdo conhecidas por dar origem a varios
farmacos utilizados na medicina moderna. A eficacia dos tratamentos tradicionais
deve ser rigorosamente avaliada em um modelo experimental bem elaborado (Otero
et al., 2000 a).

Serpentes do género Bothrops sdo responsaveis por 90% de acidentes
ofidicos na América Latina. O seu veneno induz efeitos locais e sistémicos, tais
como inchago, hemorragia, desordens hemostaticas e nefrotoxicidade. Durante
muitos séculos, curandeiros tradicionais ao longo de todo o mundo tém utilizado
medicamentos naturais para tratamento de picadas de cobras, sendo indicado para
aliviar principalmente os sintomas de inchago e hemorragia (Otero et al., 2000 b).

Diferentes espécies de plantas sao utilizadas pelos curandeiros contra
picadas de cobras, e estdo sendo avaliadas quanto a sua capacidade neutralizante,
contra os efeitos letais e enzimaticos de veneno de serpentes do género Bothrops,
principal género de serpente de importancia epidemioldgica (Otero et al., 2000 a). A
partir dos curandeiros, estudos sao feitos com varios tipos de extratos de plantas

contra picadas de serpentes do género Bothrops. Assim, os extratos sé&o



administrados quer seja oralmente ou por aplicacdo externa sobre a ferida, ou
ambos (Otero et al., 2000b).

Ha muito tempo atras os pesquisadores ja desenvolviam estudos para
combater disturbios hematolégicos causados por envenenamentos provocados por
animais peconhentos (Barraviera, 1999). Foram realizados estudos in vitro para
verificar os diferentes venenos ofidicos, e foi demonstrado que acidentes envolvendo
0s géneros Bothrops e Crotalus causavam hemdlise quando em contato com
hemacias de diversos animais, inclusive a do homem (Kellen et al.,, 1962).
Experimentos in vivo com ratos da linhagem Wistar inoculados com venenos de
serpentes do género Crotalus, demonstraram a ocorréncia de leucopenia 30 minutos
apos a inoculagdo do veneno, seguida de intensa leucocitose com neutrofilia.
Segundo os autores (Costa et al., 1989), a leucopenia observada inicialmente deve
ter ocorrido devido ao efeito do veneno, e a leucocitose que se deu apés 30 minutos
por reagao do proprio organismo do animal (Barraviera, 1999).

Baseado nessas observagbes e na literatura imunoldgica, o veneno dos
animais pegonhentos atuam no organismo humano de maneira semelhante a um
trauma agudo. Nessa situagdo as células alvo dos individuos acidentados
(macréfagos, células endoteliais, fibroblastos e linfécitos) liberariam citocinas, em
especial a interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8), que
atuariam na medula 6ssea ativando a producao e liberacdo de neutréfilos e células
jovens como bastonetes e metamielécitos. Atuariam ainda no hipotalamo mediando
a febre, além de estimular a liberacdo do hormdnio adenocorticotropina (ACTH), que
tem funcdo de estimular a glandula suprarenal, bem como a produgdo de
glicocorticéides, que quando em excesso na circulagéo ira deprimir a resposta imune
celular, causando linfopenia e anaeosinofilia, além de diminuir a resposta
inflamatdria (Oppenheim et al., 1991).

O veneno das serpentes do género Bothrops atua na atividade coagulante do
sangue por meio de diversos mecanismos; entre eles podemos citar a agao direta no
fibrinogénio ativando o fator X, protrombina, e plaquetas. Acredita-se que esta fragédo
€ capaz de converter o fibrinogénio diretamente em fibrina, levando o doente a uma
afibrinogenemia, culminando com o prolongamento do tempo de coagulagéo
(Barraviera, 1999).
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3.3. Breve revisao sobre o sistema imunolégico

O sistema imunoldgico é constituido por duas linhas de defesa, a primeira &
denominada resposta imune inata que atua de forma mais simples impedindo que os
agentes patogénicos tenham acesso ao organismo do hospedeiro (Barraviera,
1999). Varias células constituem essa imunidade dentre elas encontram-se os
monocitos sanguineos, que quando se apresentam nos tecidos passam a ser
chamado de macrofagos. A principal fungdo do macréfago é fagocitar e efetuar o
combate as bactérias, virus e protozoarios (Silva; Mota, 2003).

Devido as células apresentarem granulos citoplasmaticos constituidos por
componentes com carga elétrica negativa ou positiva, as mesmas acabam por
interagir com corantes acidos ou basicos. Os basofilos recebem este nome pois
interagem com corantes basicos, acidoéfilos quando interagem com corantes acidos e
0s componentes que apresentam ambas as cargas sdao denominados neutrdfilos
(Silva; Mota, 2003).

Eosindfilos apresentam granulagdes citoplasmaticas compostas pelas
proteinas tais como: Proteina Basica Principal (MBP), Proteina Catidnica Eosinofilica
(ECP), Neutroxina Derivada de Eosindfilo (EDN). Saem da medula 6ssea e chegam
a corrente sanguinea onde permanecem por 13 horas, depois migram para o tecido
e permanecem por mais tempo que o neutréfilo, exercendo sua fungao na defesa
contra infecgao, liberando seus granulos sobre parasitas como helmintos (Silva;
Mota, 2003).

Basofilos apresentam granulos com histamina, varias enzimas (histidina
descarboxilase, diaforase) e heparina. Sdo encontrados em menor numero e
permanecem na circulagao por aproximadamente duas semanas (Silva; Mota, 2003).

Os polimorfonucleares neutréfilos constituem o leucdcito predominante na
corrente sanguinea, apresentando tempo de vida curto. Apresenta o nucleo
multilobulado e com varios granulos citoplasmaticos e sdo muito importantes na
resposta inflamatéria. Também sao polimorfonuclares os eosindfilos que apresentam
funcdes similares aos neutrdéfilos, sendo mais efetivos na destruicdo de parasitas e
encontrados em um numero elevado em sitios de reagdes alérgicas. Os basofilos
também estdo envolvidos em processos alérgicos, trata-se de uma célula grande

que apresenta granulos de histamina. Quando estdo presentes no tecido se
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diferenciam em mastécitos que tem importante participagcao nas reagoes alérgicas e
protecao das mucosas contra parasitas (Roitt; Delves, 2004).

A pele apresenta uma barreira mecanica de grande eficacia contra os agentes
patogénicos, uma vez que intacta é impermeavel a maioria dos agentes infecciosos
(Barraviera, 1999), quando ocorre a perda da pele a infecgao torna-se um grande
problema. Além disso, a maioria das bactérias ndo consegue permanecer por muito
tempo na pele, devido aos efeitos inibitorios como acido lactico e dos acidos graxos
presentes no suor e nas secregdes sebaceas e o baixo pH que esses acidos
produzem (Roitt; Delves, 2004). Quando esses mecanismos ndo sao suficientes
para evitar a doenca, ocorre ativagao da segunda linha de defesa, a imunidade
adquirida ou adaptativa (Barraviera, 1999).

Se um antigeno vence esses primeiros sistemas de protecdo e penetra nos
tecidos, ocorre um processo de mobilizacao de diferentes tipos celulares associados
a fendbmenos vasculares, caracterizando uma reagao inflamatéria, na qual ocorre
mudanga nos calibre e no fluxo sanguineo nos vasos locais, 0 que permite o
processo de chegada de fatores soluveis e células fagocitarias representadas
principalmente por polimorfonucleares neutréfilos e macréfagos aos tecidos
préoximos do foco da infecgdo. Sao atraidos para o foco infeccioso pelo processo de
quimiotaxia realizado pelos fatores derivados da ativacdo do sistema complemento.
As principais fungdes do sistema do complemento é promover a fagocitose de
microrganismos, estimular a inflamagédo por fragmentos proteoliticos de proteinas
denominadas anafilatoxinas (C3a, C4a e C5a), induzir a lise desses microrganismos,
a opsonizagédo de complexos imunes (Abbas; Litchtman, 2005).

O organismo desenvolveu o sistema complemento para combater os
microrganismos que cada vez mais sofrem mutacbes e sempre produzem novas
espécies capazes de sobrepujar nossas defesas (Roitt; Delves, 2004). O sistema do
complemento e os fagodcitos sdo componentes da imunidade inata que se
apresentam inativos, mas sempre prontos para responder rapidamente a presenca
de microrganismos. As principais proteinas circulantes estdo presentes no
complemento e proteinas plasmaticas capazes de reconhecer estruturas
microbianas, como a lectina de ligagdo de manose. A ativacdo do sistema do
complemento envolve a protedlise para gerar enzimas com atividades proteoliticas,

formando assim uma cascata proteolitica. Os produtos dessa ativacdo tornam-se
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ligados covalentemente a superficie das células microbianas ou a anticorpos ligados
a microrganismos e a outros antigenos (Abbas; Litchtman, 2005).

A ativacao do sistema complemento pode ser através de 3 vias:

Via Classica € um mecanismo da imunidade humoral, a qual é ativada pelo
complexo antigeno-anticorpo, que podem ser soluveis, fixos na superficie das
células ou matrizes extracelulares. Essa via € iniciada pela ligacdo de C1 aos
imunocomplexos, resultando na produgcdo das convertases C3 e C5 ligadas a
superficie a qual o anticorpo se encontra depositado, a convertase C5 cliva C5 para
iniciar as etapas tardias da ativagao do complemento (Abbas; Litchtman, 2005).

Via Alternativa é ativada na superficie microbiana na auséncia de anticorpo,
resultando na protedlise C3, onde o C3b liga-se a proteina plasmatica denominada
Fator B, que apos se ligar € clivado por uma protease serina plasmatica denominada
Fator D, que ird gerar um fragmento Bb, formando assim um complexo C3bBb
denominado C3- convertase da via alternativa que tem como fungcdo amplificar a
ativagcdo do complemento. A molécula C3b gerada pela C3-convertase se ligam
entre si resultando na formagao de um complexo C3bBb3b a qual funciona como C5-
convertase da via alternativa iniciando as etapas tardias da ativacdo (Abbas;
Litchtman, 2005).

Via da Lectina é ativada na auséncia de anticorpo por uma lectina plasmatica
que se liga a residuos de manose nos microrganismos, devido se ligar a residuos de
manose apresenta uma estrutura similar a C1 ativando o complemento pelo
complexo enzimatico C1q ou por associacdo a uma esterase serina associada a
proteina de ligagdo a manose, a qual cliva C4 e segue as demais etapas igual a via
classica. Embora as vias de ativacdo do complemento difiram na forma como sao
ativadas, todas elas resultam na geracdo de complexos enzimaticos que séao
capazes de clivar a proteina mais abundante do complemento, o C3. Os
mecanismos efetores da imunidade inata é a via alternativa e a via da lectina, em
que a ativagao consiste em etapas iniciais e tardias, onde a etapa inicial gera dois
produtos proteoliticos do C3 denominados C3a produto menor e C3b produto maior
que vai se mantém ligado na superficie da célula microbiana e as moléculas de
anticorpo, ligando-se a outras proteinas do complemento assim iniciando as etapas
tardias (Abbas; Litchtman, 2005).

A continuidade da cascata do sistema complemento na etapa tardia da origem

ao C5 que é ativado produzindo C5a e C5b que atuam na membrana da célula
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tornando-a permeavel ao soluto e vao produzir a lise osmoética (Roitt e Delves,
2004). Os demais componentes da cascata C6, C7, C8 e C9 sao proteinas sem
atividades enzimaticas. O C6 e C7 se ligam ao complexo C5b formando C5b67 que
se insere dentro da bicamada lipidica da membrana plasmatica. O C8 também se
liga ao complexo formando C5b678 que tem capacidade de lisar as células. O C9 ao
se ligar na cascata forma o MAC (complexo de ataque a membrana) o qual cria
poros na membrana permitindo o livre movimento de agua e ions, onde a agua
resulta em edema osmoético e rupturas das células, cuja superficie o Mac esta
depositado. O calcio que se apresenta em alta concentragao fora da célula, também
entra e pode induzir apoptose em células nucleadas. Os poros formados séao
similares aos poros formados pela perforina proteina encontrada em linfécito T e
células NK (Abbas; Litchtman, 2005).

O Cb5a também é um potente agente quimiotatico para os neutréfilos, atraindo
as células do sistema imune para o local onde o sistema complemento foi liberado,
aumentando assim a permeabilidade capilar. O C3a e o CbSa atuam sobre os
mastdcitos induzindo a liberacdo de mediadores como histamina, leucotrieno By,
com efeito sobre a permeabilidade capilar, a adesao leucocitaria e a quimiotaxia dos

neutroéfilos ativando-os (Roitt; Delves, 2004).

3.3.1. Resposta inflamatoria

Aulus Cornelius Celsus que viveu aproximadamente de 30 a 50 anos a.C. foi
o primeiro a descrever o processo inflamatério. Mais tarde com o auxilio do
microscopio R. Virchou descreveu as reagdes celulares e o E. Metchnikoff descreveu
a fagocitose. A inflamagédo € um processo continuo e pode ser dividido em fases:
degenerativa, vascular e regenerativa. Nota-se que o 1° estagio da inflamagao que
ocorre nos primeiros minutos (1,0 - 1,5 min) aparece no local, uma area central de
cor vermelha escura, revestida mais externamente por uma faixa estreita de cor
vermelha mais clara. No 2° estagio que acontece entre 3,0 a 3,5 minutos apoés a
entrada do antigeno, observa-se que a area central torna-se mais nitida devido ao
aumento de volume ocasionado pelo edema que se instala. No 3° estagio que ocorre
de 40 a 50 minutos apdés a entrada do antigeno, pode ser visualizada uma
progressao do edema que empalidece e tem seus limites mais elevados e menos

nitidos, apresenta rubor, calor e tumor (Silva; Mota, 2003).
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Neutréfilos apds entrarem na circulagdo sanguinea circulam por
aproximadamente 6 a 10 horas, depois se deslocam para a margem do fluxo
aderindo ao endotélio, em alguns tecidos duram de 1 a 2 dias e morrem, ja nos
alvéolos pulmonares permanecem por pouco tempo e depois sdo expelidos para o
exterior. Os neutréfilos que migram para o foco da infecgdo se movimentam através
de pseuddpodes contra o gradiente de substancias quimiotaticas. Apds serem
atraidos para o foco da infeccdo, fagocitam e depois degranulam liberando
substancias ativas que servem para desintegrar o patégeno e digerir o antigeno
(Silva; Mota, 2003).

3.3.2. A carragenina como indutor de inflamacédo aguda

A carragenina é um polissacarideo sulfatado de alto peso molecular derivado
de varias espécies de algas vermelhas da familia Rhodophyceae (Buck et al., 2006).
Tem sido utilizada como emulsificante pelas industrias alimenticias (Roch-Arveiller;
Giroud, 1979). Curiosamente, esta substancia também é usada como lubrificantes
sexuais e preservativos lubrificados (Buck et al., 2006).

Em diversos estudos, tem sido escolhida como substancia ideal para
avaliacao do efeito antiinflamatério de diversas substéncias como secre¢des animais
e plantas, devido a sua capacidade de induzir inflamagdo local aguda (Roch-
Arveiller; Giroud, 1979).

O edema provocado pela carragenina ocorre em trés fases. Na primeira hora
apos a injecdo de carragenina acontece o aumento da permeabilidade vascular
mediado pela liberagdo de histamina e serotonina. Na segunda hora, o aumento da
permeabilidade é mediado pela liberacado de cininas. A fase de maior intensidade do
edema ocorre trés horas apos a injecdo de carragenina e € caracterizada pela agéo

de prostaglandinas sobre a permeabilidade capilar (Lemos, 2007).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos Mus musculus, Swiss, machos, com idade 60
dias e peso variando entre 33,34 a 39,15 g. Os animais foram criados e mantidos no
Biotério Central do Laboratério de Biociéncias da Universidade Guarulhos, com

racao (Labina Purina) e agua ad libidum, em periodos alternados de luz e escuridao.

4.2. Material vegetal

A espécie Marsypianthes chamaedrys foi coletada na regido do Cabugu,
municipio de Guarulhos — SP (23° 23’ 30" W, 46° 32’ 45” S). A coleta foi feita em
marc¢o de 2008 no periodo da manha e o material vegetal foi levado imediatamente
para a Universidade Guarulhos. A identificacdo do material foi feita pelo Professor
Moacir Biondo da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e comparada com

uma exsicata depositada no Missouri Botanical Garden (Anexo A).

4.3. Preparo do extrato

Imediatamente apds a coleta, o material vegetal (69,9g) contendo folhas e
flores foi macerado (Fig. 03), espremido, filtrado em papel filtro e 0 sumo liofilizado,
obtendo-se o extrato macerado (2,718g)

A solugéo estoque utilizada no experimento foi feita diluindo 100mg do extrato

liofilizado em 10 mL de solucdo salina.
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Figura 03 — Extrato macerado de M. chamaedrys sendo preparado. Fotografia: Denizar
Missawa Camurga, 2008

4.4. Inducdo da resposta inflamatéria aguda

Para a indugao da resposta inflamatéria aguda foi utilizada a carragenina (Sigma)
diluida em solugado fisiolégica na concentracdo de 5 mg/mL. A substancia foi
inoculada no volume de 0,05 mL por via subcutanea na regido do coxim plantar da

pata posterior esquerda do camundongo.

4.5. Avaliagéo da atividade edematogénica

Para a realizagdo dos experimentos foram constituidos dois grupos (n=5). No
grupo controle, foi inoculado pela via subcutanea 0,05 mL de uma solugao contendo
carragenina em uma concentragdo de 5mg/mL no coxim plantar da pata posterior
esquerda dos animais. A pata posterior direita foi utilizada como controle, inoculando
0 mesmo volume de solugao fisioldgica. O outro grupo, denominado experimental, foi

inoculado pela via subcutanea 0,05 mL de solugdo contendo carragenina (5mg/mL)
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no coxim plantar da pata posterior esquerda de cada animal, e a pata contralateral
inoculada com o mesmo volume de solugéo fisiologica (Fig. 04-A). Apds 40 minutos
foi administrado por via oral através de sonda de gavagem 0,5 mL do extrato de M.
chamaedrys diluido em solugao fisiologica (Fig. 04- B).

As medidas para determinar a alteracdo na espessura das patas foram feitas na
regiao do coxim plantar nos periodos de 0, 1, 3, 6 e 8 horas apds a inoculagao de
ambos os grupos, com o auxilio de um paquimetro (Manostat, modelo 6911). Os

resultados de avaliacdo do edema foram expressos em milimetros.

Figura 04: A — Inoculacao de carrgenina no coxim plantar da pata posterior dos
camundongos. B — Extrato de M. chamaedrys administrado por via oral através de sonda de
gavagem. Fotografia: Denizar Missawa Camurca, 2008

4.6. Avaliacdo das alteragdes leucocitérias

Para avaliagdo das alteragdes leucocitarias totais induzidas pela carragenina
em conjunto com o extrato macerado de M. chamaedrys, os animais foram
sangrados pelo plexo retro-orbital com auxilio de uma pipeta Pasteur, nos periodos
de: 0, 1, 3, 6 e 8 horas apds a inoculagado da carragenina.

Uma amostra de sangue foi imediatamente colocada em um tubo contendo
EDTA, como anticoagulante, e em seguida homogeneizada. Uma aliquota do
sangue coletado foi diluida em Liquido de Turk (1:10) e colocada em
hematocitometro (camara de Neubauer) para contagem total de leucdcitos. Os
resultados foram expressos em numero de células por mililitro de sangue.

Para a contagem diferencial de leucdcitos, foi confeccionado o esfregaco

sanguineo de cada amostra e apds a secagem, os mesmos foram submetidos ao
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processo de coloragdo utilizando o kit Instant-Prov (Newprov) composto por
Ciclohexadienos a 0,1%, Azobenzenosulfénicos a 0,1% e Fenotiazinas a 0,1%. O
procedimento de coloragédo, reagentes utilizados e periodos de incubac&o foram
realizados conforme recomendacgao do fabricante. A analise foi feita com auxilio de
um microscépio Optico (Nikon modelo YS2) com aumento final de 400X e a
contagem diferencial foi feita para determinagdo da propor¢do de mondcitos,
linfécitos e polimorfonucleares para o grupo controle e para o grupo experimental,
por meio da contagem de 100 células/lamina. Os resultados foram expressos em

porcentagem.

4.7. Andlise histopatologica do infiltrado de células inflamatorias na regido do
coxim plantar induzido pela inoculacdo de carragenina e tratados com extrato

de M. chamaedrys.

Os animais foram pesados, separados em grupos (n=3) e inoculados pela via
subcutanea na regido do coxim plantar da pata posterior esquerda com 0,05 mL de
uma solucdo de carragenina (5mg/mL) a pata contralateral foi utilizada como
controle, inoculando o mesmo volume de solugao fisiolégica. Um volume de 0,05 mL
do extrato de M. chamaedrys na concentracdo de 10mg/mL, foi administrado em
dose unica por via oral através de sonda de gavagem (Fig. 04-B) apés 40 minutos da
inoculagao da carragenina. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical
nos periodos 0, 1, 3, 6 e 8 horas apds a inoculacao, e tiveram suas patas posteriores
esquerdas removidas, separadas e fixadas em solu¢cdo de formol 10% durante 24
horas.

A regiao correspondente ao coxim plantar foi extraida e submetida a processo
de desidratagéo, diafanizagdo, impregnagao e inclusdo em parafina. As laminas
foram confeccionadas no Departamento de Anatomia e Patologia do Hospital das
Clinicas, através da Técnica Histoldégica de rotina (H/E).

A analise histologica das laminas foi efetuada pelo Prof. Dr. Franco Ferraro
Calderaro responsavel pelo setor de anatomia patoldgica do Hospital Veterinario da
UnG (Universidade Guarulhos).
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4.8. Andlise estatistica

Para anadlise das alteracbes na espessura da pata e das alteracdes
hematoldgicas dentro do mesmo grupo foi, inicialmente, utilizado o teste de Anadlise
de Variancia (ANOVA), e as comparagdes multiplas dos grupos foram realizadas por
meio de teste de Turkey-Kramer. As analises comparativas entre os dois grupos
foram feitas pelo teste “t” de Student n&o pareado, sendo o nivel de significancia
estabelecido para p<0,05. As andlises foram efetuadas pelo programa Graph Pad
Instat e as figuras dos resultados foram feitas com a utilizagdo do programa

Microsoft Excell.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliagdo da atividade edematogénica

Inicialmente foi feita uma avaliacdo para os mesmos animais (intra-grupo)
entre os diferentes periodos a fim de constatar se a carragenina foi capaz de induzir
uma resposta inflamatoria aguda. Para a pata direita, na qual foi inoculado somente
solugdo salina, nao foi detectado um aumento na espessura da pata para o grupo
controle e nem para o grupo experimental (Tabela 2). Conforme pode ser observado
na tabela 1, a carragenina foi capaz de causar um aumento na espessura da pata
dos animais apos 1 hora e os valores retornaram ao normal apds o periodo de 8
horas. Para o grupo experimental, inoculado com carragenina e tratado com extrato
de M. chamaedrys foi possivel observar que a carragenina induziu um aumento na
espessura da pata, porém os valores retornaram ao normal apos o periodo de 3
horas (Tabela 2).

Tabela 1 — Analise do grupo inoculado com carragenina. A letra (a) representa diferengas
significativas (p<0,05).

Grupo Controle Oh 1h 3h 6h 8h

Pata Direita 0,222+ 0,018 0,228+ 0,011 0,230+0,012 0,222%£0,013  0,222%0,011

Pata esquerda  0222£0,011  0,274£0,011 0,302+0,016  0,276+0,017  0,256+0,021
(a) (a) (a)

Tabela 2 - Analise do grupo experimental com o extrato macerado de M. chamaedrys. (a) representa
diferencas significativas (p<0,05).

Grupo

_ Oh 1h 3h 6h 8h
Experimental
Pata Direita 0,214+0,022 0,220%0,014 0,220%0,007 0,218+ 0,013 0,214%0,009

Pata esquerda  0,224%0,025 0,270+0,021 0,26240,011  0,260+0,012  0,2480,008
(@) (@)
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Em seguida foi realizada uma analise comparativa entre os grupos controle e

experimental, que indicou uma reducao significativa na espessura da pata dos

animais tratados quando comparado ao grupo controle inoculado somente com

carragenina para os periodos de 1h e 3h (p<0,05). O que sugere que o extrato de M.

chamaedrys pode causar a inibigdo do edema nos periodos iniciais do desafio com

carragenina (Fig. 05).

Tamanho da pata (cm)
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Figura 05 — Andlise intergrupos da variacao na espessura da pata de camundongos inoculados com
carragenina e tratados com o extrato de M. chamaedrys. * p <0.05

5.2. Contagem total de leucocitos

Nos animais ndo tratados, houve um aumento do numero de leucdcitos totais

no periodo de 3h retornando aos niveis basais em 8h. Nos animais tratados, ocorreu

um aumento no periodo de 1h, diminuindo significativamente em 3h e retornando

aos niveis basais em 8h (Fig. 06).
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Figura 06 - Analise intergrupos da contagem total de leucdcitos. Diminuig&o significativa no periodo
de 3h no grupo experimental em relagéo ao controle. * (p<0,05).

5.3. Contagem diferencial de leucoécitos

5.3.1. Linfécitos

A andlise intra-grupos de linfécitos nos animais ndo tratados, indicou um
aumento significativo no intervalo entre 3 a 8 h. Nos animais tratados, indicou um
aumento significativo nos intervalos entre 0 a 6h, 1 a 6h e 3 a 6h (p<0.05) e uma
diminuicdo significativa no intervalo entre 6 a 8h (p<0.05). A analise inter-grupos
(Fig. 07) indicou um aumento significativo (p<0.05) no periodo de 6h entre os

animais tratados (11%) e néo tratados (36%).
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5.3.3. Mondcitos

A analise intra-grupos de mondcitos nos animais ndo tratados, indicou uma
diminuicao significativa nos intervalos entre 0 e 1, 3, 6 e 8h (p<0.05). Nos animais

tratados, nao houve diferengas significativas em nenhum periodo (Fig 09).

" % %
0
0 1 3 6 8

Tempo (horas)

‘ m Nao Tratado #z Tratado ‘

Figura 9 - Analise intergrupos da contagem diferencial de mondcitos.
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5.4. Andlise histopatoldgica

A analise dos cortes histolégicos (Fig. 10) demonstrou que tanto para o grupo
controle quanto para o grupo experimental, o processo inflamatério foi caracterizado
pela presenca de edema com intensidade que variou de discreta a moderada.
Quase nenhum infiltrado de células inflamatérias foi observado na primeira hora,
porém nos periodos subsequentes houve um aumento progressivo da quantidade de
infiltrado inflamatoério subcutaneo e também edema. Estas alteragcées foram mais
evidentes para o grupo controle, no qual observou-se intenso infiltrado inflamatério a
partir de 3 horas, e também observou-se edema mais acentuado que o grupo
experimental (Tabela 3). No grupo controle apés 8 horas da inoculagcdo com
carragenina foi observado um intenso infiltrado neutrofilico, que, em algumas areas
da derme apresentavam arranjo de microabcesso.

Em ambos os grupos, controle e experimental, observou-se:

1) predominio de infiltrado inflamatério neutrofilico, o que é esperado para esses
tempos (inflamagéo aguda).

2) presenga no subcutaneo, de alguns mastécitos com o citoplasma amplo e
basofilico (bastante granulado).

3) edema e infiltrado inflamatério em planos mais profundos (Tecido adiposo e

musculatura) a partir de tempos finais de 6 e 8 horas.

Tabela 3 - Escore histopatolégico do coxim plantar dos camundongos dos grupos controle (C) e
experimental (E). 0 — Inexistente; 1 — Fraco; 2 — Moderado; 3 — Médio; 4 — Intenso; 5 — Muito intenso.

Quantidade de

Edema Tipo de cel inf. Congestao/

subcutaneo : célule}s. Predom hiperemia Hemorragia
inflamatdrias
C 1h 3 1 Neutrofilos 1 1
C 3h 3 4 Neutrdfilos 2 2
C 6h 3 5 Neutrofilos 3 3
C 8h 4 5 Neutrofilos 3 2
E 1h 2 1 Neutrdfilos 1 1
E 3h 3 2 Neutrofilos 1 1
E 6h 3 5 Neutréfilos 2 2
E 8h 3 4 Neutrdfilos 3 2
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-

3h controle; D- 3h

C

1h experimental;

Figura 10: Analise Histopatoldgica — A - 1h controle; B

experimental; E - 6h controle; F - 6h experimental; G - 8h controle; F - 8h experimental. Aumento

400X . Fotografia: Denizar Missawa Camurga, 2008
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6. DISCUSSAO

As serpentes do género Bothrops sdo responsaveis por 90% de acidentes
ofidicos na América Latina. O veneno destes animais induz efeitos locais e
sistémicos, tais como inchago, hemorragia, desordens hemostaticas e
nefrotoxicidade (Otero et al., 2000b) semelhantes aos sintomas da inflamagao.
Segundo Silva e Mota (2003), a morfologia da inflamagdo aguda consiste em
alteragdes no calibre dos vasos e aumento do fluxo sanguineo, alteragdes
morfofuncionais na microcirculagao resultando na saida de plasma e células
sanguineas da circulagdo, migragcdao de leucdcitos e seu acumulo no tecido
inflamado, hiperemia seguida de edema e hemorragia apos alguns minutos. Muitas
pessoas que vivem em zonas rurais e comunidades isoladas ndo possuem o0s
recursos medicos necessarios e os doentes recorrem aos curandeiros tradicionais
(Otero et al., 2000a) que utilizam medicamentos naturais para tratamento de picadas
de cobras, sendo indicados principalmente para aliviar inchago e hemorragia (Otero
et al., 2000b).

A Marsypianthes chamaedrys (Vahl) Kuntze é conhecida pelos nomes

=9 “® ” “®

populares: “Paracari”, “Horteld do Brasil”, “Béia-caa” ou “Erva de cobra”. O nome
vernacular “Bdia-caa” significa na lingua Tupi “Erva de cobra”, enquanto os nomes
“Paracari’ e “Hortelad do Brasil” também s&o designados para outra planta da mesma
familia Peltodon radicans Pohl que possui efeito antiedematogénico (Costa et al.,
2004) inclusive frente ao edema causado por veneno de Bothrops atrox (Cavalcanti
Neto et al.,, 1994; Costa et al., 2006). Esta planta também & utilizada na
etnomedicina contra picadas de cobras, principalmente na regido norte (Dos Santos
et al., 1996). E muito comum a confusdo de nomes vernaculares, existindo varios
nomes para uma determinada espécie ou um mesmo nome vernacular para mais de
uma espécie (Ehringhaus, 2003), como € o caso da M. chamaedrys e P. radicans.
Neste estudo, a identificacdo da espécie M. chamaedrys foi feita por Moacir Biondo,
professor de fitoterapia do curso de medicina da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM).

Menezes (1998) cita na constituicdo quimica da M. chamaedrys a presenca
de fitoesterdides (sitosterol e stigmasterol) e de triterpenos (acido ursélico, acido

torméntico e acido oleandlico). Estudos mostram que fitoesterdides apresentam
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atividades antiinflamatdrias (Mbaze et al., 2007) podendo ser relacionadas com a
neutralizagcao do efeito inflamatério dos venenos botrépicos (Costa et al., 2004).

A atividade antiinflamatéria dos triterpenos tem sido atribuida pelas interacdes
com receptores glicocorticoides, com efeitos antiinflamatdrios localizados (Recio et
al.,1995). Os glicocorticéides previnem o inicio da cascata de reagdo que leva a
producao de certas prostaglandinas e leucotrienos através da diminuicao de oferta
do acido araquiddnico. Também ocorre diminuicdo da permeabilidade do endotélio
capilar evitando o extravasamento de liquidos e proteinas para fora dos capilares,
diminuindo assim a formacédo de edema. Os glicocorticéides inibem também a
marginalizagao e migracédo de leucdcitos evitando que esses se aproximem da area
lesada, ocorrendo inclusive a diminuigdo de células que chegam ao local da leséo. O
acumulo de leucdcitos no local da inflamacéo pode ser suprimido até 12h apds dose
unica de corticoides (Silva, 2006). O acido ursolico € encontrado com facilidade no
reino vegetal, apresentando propriedades anti-edematogénica e antiinflamatodria
(Banno et al., 2004) Por sua vez, o acido torméntico € menos frequente em espécies
vegetais, apresentando também atividade antiinflamatéria. (Liu, 1995).

A utilizagdo do extrato macerado total (folhas e flores) possibilitou a extragcéo
de diversos principios ativos que poderiam ser encontrados apenas nas folhas ou as
flores como € o caso desses dois triterpendides, encontrados apenas nas flores de
plantas da familia Lamiaceae (Menezes et al., 1998) e estdo relacionados com a
atividade antiedematogénica (Kim et al., 1999) descrita popularmente e confirmada
pelos testes bioldgicos realizados neste trabalho. Apesar do extrato macerado
teoricamente conter toda a gama de principios ativos, no presente estudo nao
ocorreu a identificacdo dos metabdlitos secundarios da planta que estavam
presentes no extrato utilizado no grupo experimental. A diminuigdo do edema
descrita neste estudo sugere um efeito antiinflamatério, possivelmente
desencadeado pela inibicdo de prostaglandinas devido aos esterdides e terpendides
constituintes da planta. Entretanto o infiltrado inflamatério presente em ambos os
grupos, controle e experimental, principalmente nos periodos de 6 e 8h demonstra
provavelmente uma agao maior dos terpendides do que dos esterdides constituintes
da planta, ja que estes promovem diminuicdo da oferta do acido araquiddnico e
consequentemente a diminuicdo dos mediadores humorais da inflamacdo como a
prostaglandinas e principalmente o leucotrieno, que atua em receptores especificos,

faz quimiotaxia para neutrdfilos, ativacdo de polimorfonucleares e mondcitos, além
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de estimular a proliferagao de macréfago e linfocitos e produgao de citocinas destas
células (Silva, 2006).

A contagem total de leucdcitos indicou, na analise inter-grupos, um aumento
de células no periodo de 1h e uma diminuigdo significativa no periodo de 6h. A
contagem diferencial indicou um aumento de linfécitos no periodo de 6h, Ortega et
al. (1997) citam o aumento de linfocitos relacionados com os niveis de cortisol no
sangue. Menezes et al. (1999) citam a presencga de fitoesterdides com semelhanca
funcional dos corticoides. Possivelmente este aumento de linfécitos na corrente
saguinea € decorrente da presenca destes compostos esterdides no extrato da M.
chamaedrys. Notou-se também uma diminuicdo de polimorfonucleares no mesmo
periodo (6h). Na analise histolégica ocorreu no periodo de 6h o escore mais alto
para o infiltrado de predominancia polimorfonuclear, sugerindo uma migragéo dos
neutréfilos da corrente sanguinea para o tecido neste periodo.

Embora o presente estudo tenha contribuido para o conhecimento das
propriedades medicinais da M. chamaedrys sobre a resposta inflamatéria, novos
estudos que avaliem a composigdo quimica dos extratos M.chamaedrys de partes
isoladas da planta como: flores, folhas, raiz; bem como o isolamento dos principios
ativos devem ser realizados para determinar com precisdo qual o componente da

planta que apresenta atividade antiinflamatoria.
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7. CONCLUSAO

= O extrato macerado liofilizado da Masypianthes chamaedrys, quando
solubilizado em solugdo salina em uma concentragcdo de 10mg/mL
demonstrou atividade antiedematogénica no modelo do coxim plantar de
camundongos inoculados com carragenina;

= A analise histopatoldgica indicou um infiltrado inflamatério com predominéncia
de neutrdéfilos em ambos os grupos, experimental e controle, aprofundando-se
em camadas musculares e adiposas nos tempos finais 6 e 8 h. Demonstrando
que o extrato da M. chamaedrys ndo promove a diminuigdo do infiltrado de
células inflamatorias;

= A contagem total de leucdcitos indicou um aumento de células no periodo de
1h e uma diminuic&o significativa no periodo de 6h. A contagem diferencial
indicou um aumento de linfocitos no periodo de 6h, possivelmente decorrente
de constituintes quimicos da planta e uma diminui¢do de polimorfonucleares
no mesmo periodo, que provavelmente migraram para o local da inflamagao.
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ANEXO A - Exsicata de Marsypiathes chamaedrys (Vahl) Kuntze depositada no
herbario do Missouri Botanical Garden (MOBOT)

MISSOURI
BOTANICAL GARDEN
HERBARILUM

o A A AP R

Me 3719275

PA B l198

PLANTS OF CENTRAL AMERICA

CONEECTED FON 1HE HERIANRIM OF
DURE LS FERIITY

Harsypianthes chamaedrys (Vahl) 0. Etze.
det. R.L. Wilber  WIIID RO@2

Costh Rica: Provindia de Heredia: Finca
La Selva, the OTS Fleld Staction on the Eio
Puarto Viejo just B of ite junction with the
nfn Barapiguf, Elevation about 100 m.

On Tlat rocky & sandy area along Rio Sarapiqui at
15 crossipg on new property,

Prostrate herb; flowers bloe-Tavender.

HBarry Hammel # 11876 27 Rpri] 1982
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