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EFEITO DOS EXTRATOS AQUOSOS DE Hyptis fruticosa E
Baccharis trimera SOBRE A PROLIFERACAO DO FIGADO APOS
HEPATECTOMIA PARCIAL EM RATOS

Objetivo: Avaliar os efeitos dos extratos aquosos das folhas de Hyptis Fruticosa e Baccharis
trimera sobre a capacidade proliferativa do figado ap6s hepatectomia parcial de 70% em
ratos. Materiais e métodos: O estudo foi realizado em 36 ratos Wistar albinos (300 a 4509).
Todos os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos para cada extrato de
planta, que consistiu de oito animais para cada grupo do estudo da H. fruticosa e 10 ratos
para cada grupo da pesquisa com B. trimera: grupo controle, cujos ratos receberam agua
durante 4 dias e grupo teste, onde o0s ratos receberam extrato aquoso das respectivas
plantas durante 4 dias na dose de 100 mg / kg / dia. No dia consecutivo deste tratamento, 0s
animais de ambos os grupos foram submetidos a hepatectomia de aproximadamente 70%
sob anestesia inalatéria com éter. Apos 24 horas, eles foram submetidos a uma nova
operacdo para remover o figado remanescente, e em seguida, eles foram sacrificados. A
proliferacdo hepdtica foi avaliada por imuno-histoquimica PCNA, usando anticorpo
monoclonal anti-PCNA primario (PC-10; DAKO A/ S, Glostrup, Dinamarca). Todos os dados
foram expressos em média + desvio padrdo. As comparacdes estatisticas entre 0s grupos
foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05). Resultados: no estudo com a H.
fruticosa o indice de proliferacdo hepética foi significativamente maior no grupo Teste em
relacdo ao grupo Controle. No grupo Teste esse indice era de 53,56% + 18,91 enquanto que
o0 Controle apresentou indice de 21,12% + 8,29 (p= 0,0003). O extrato aquoso da Hyptis
fruticosa aumentou a proliferacdo hepatica em cerca de 2,5 vezes. No estudo com a B.
trimera em todos os animais estudados foi verificado imunomarcacao nuclear positiva mais
abundante nos hepatdcitos localizados nas regides interlobulares do figado. A andlise
quantitativa das células PCNA-positivas revelou indices de Positividade médios
significativamente maiores (p=0,02) no grupo Teste (77,1+13,6) quando comparados ao
grupo Controle (45,8+12,9). Conclusdo: os estudos mostram que 0s extratos aquosos da
Hyptis fruticosa e o da B.trimera na dose de 100mg/kg/dia estimula a proliferacdo do figado
por hepatectomia parcial em ratos.

Descritores: Plantas medicinais. Hepatectomia parcial. Regeneracdo hepatica. Hyptis
fruticosa. Baccharis trimera.



EFFECT OF AQUEOUS EXTRACTS OF Hyptis fruticosa and
Baccharis trimera ON THE PROLIFERATION
OF LIVER AFTER PARTIAL HEPATECTOMY IN RATS

Objective: To evaluate the effects of aqueous extracts of leaves of Hyptis Fruticosa and
Baccharis trimera on the proliferative capacity of the liver after 70% hepatectomy in
rats. Materials and methods: The study was conducted in 36 Wistar albino rats (300 to
4509). All animals were randomly divided into two groups for each plant extract, which
consisted of eight animals in each study group H. fruticosa and ten rats for each group
research with B. trimera: control group, whose rats received water for 4 days and the test
group, where rats received aqueous extracts of plants during their four days at a dose of 100
mg / kg / day. In consecutive days this treatment, the animals of both groups were subjected
to approximately 70% hepatectomy under anesthesia with ether inhalation. After 24 hours,
they underwent a new operation to remove the remnant liver, and then they were
sacrificed. Liver proliferation was assessed by PCNA immunehistochemistry using
monoclonal primary anti-PCNA (PC-10, DAKO A / S, Glostrup, Denmark). All data were
expressed as mean + standard deviation. Statistical comparisons between groups were
performed by Mann-Whitney test (p <0.05). Results: In the study with H. fruticosa the rate of
liver proliferation was significantly higher in test group compared to the control group. In the
test group this index was 53.56 + 18.91% while the index had control 21.12% + 8.29 (p =
0.0003). The aqueous extract of Hyptis fruticosa liver proliferation increased by about 2.5
times. In the study with B.trimera in all animals studied was found positive
immunohistochemical nuclear staining more abundant in hepatocytes located in the
interlobular regions of the liver. Quantitative analysis of PCNA-positive cells revealed
positivity rate significantly higher mean (p = 0.02) in the Test group (77.1 + 13.6) compared
to the control group (45.8 + 12.9). Conclusion: The studies show that aqueous extracts of
Hyptis fruticosa and B.trimera the dose of 100mg/kg/day stimulates liver proliferation by
partial hepatectomy in rats.

Keywords: Medicinal plants. Parcial hepactomy. Liver regeneration. Hyptis fructicosa.
Baccharis trimera.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas para fins medicinais € comum no Brasil ha muito tempo e é fruto da
nossa flora extremamente rica em espécies vegetais. Estima-se que cerca de 10 mil
espécies brasileiras das 55 mil espécies ja catalogadas podem ser consideradas medicinais,
aromaticas e Uteis (BARATA; QUEIROZ, 1995; FERREIRAS, 1998; PASA, 2011).

Muitas destas plantas sdo usadas baseadas apenas no conhecimento popular e
repassado de uma geragao para outra (CUNHA et al, 2003). O Brasil, assim como outros
paises do mundo, tem se dedicado a estudos que comprovem as acdes terapéuticas das
plantas medicinais e, principalmente, a descobrir seus principios ativos capazes de
combater doengas e/ou melhorar a saude da populagdo como um todo (CORDELL,;
COLVARD, 2005; SOUZA; M.FERNANDES; PASA, 2010).

A Hyptis fruticosa Salzm. ex Benth, Lamiaceae, é uma dessas plantas, popularmente
conhecida no Brasil como "alecrim do campo" ou "alecrim do vaqueiro", é encontrada
abundantemente na costa do nordeste brasileiro. Seu uso é recomendado na medicina
popular para o tratamento de varias doencas, como distUrbios gastrointestinais, infeccdes de
pele, congestdo nasal, febre, célicas e dor (PIO-CORREA, 1931; ROJAS et al, 1992;.
SEPTIMIO, 1994; SILVA A. et al, 2006). Propriedades antifungicas, antimicrobianas e
vasorelaxantes ja foram relatadas (SOUZA L. et al, 2003;. DE OLIVEIRA et al, 2004;
MOREIRA et al, 2010).

Outro exemplo de planta é a Baccharis trimera conhecida popularmente como
carqueja. Encontrada por toda a América do Sul, essa planta € bastante conhecida no
nordeste brasileiro, sendo utilizada popularmente no tratamento de reumatismo, diabetes,
disfuncbes estomacais intestinais e como hepatoprotetor, além de propriedades
antiinflamatérias e digestivas (LORENZI; MATOS, 2002; BIAVATTI et al, 2007; AGRA et al,
2007,2008).

Estas duas plantas, embora sejam de familias e espécies diferentes possuem em
comum o fato de serem usadas popularmente no trato digestério. O figado possui
caracteristicas peculiares e regula importantes processos metabolicos (BHANDARKAR,;
KHAN, 2004; ACHLIYA; WADODKAR; DORIE, 2004). Devido sua localizacdo € capaz de
metabolizar em primeiro lugar as substancias absorvidas pelo tubo digestivo (SMALTZER,;

BARE, 2006). Essa glandula possui também importantes funcdes de producao de proteinas,

12



armazenamento e metabolismo de vitaminas, desintoxicacdo de toxinas quimicas externas
ao organismo (GUYTON, 2006; MICHALOPOULOS, 2007).

Dados obtidos pelo Ministério da Saude revelam que pelo menos 15% da populagéo
ja esteve em contato com o virus da hepatite B e que 1% apresenta doenca crdnica
relacionada a esse virus (FERREIRA C., 2004). Além disso, o Brasil tem um alto indice de
consumo abusivo de élcool, fatores que sabidamente sdo predisponentes a doenca do
figado, promovendo infiltracéo gordurosa e progredindo para uma cirrose ou cancer hepatico
(COSTA, 2004) cujo tratamento muitas vezes requer a realizacdo de hepatectomias parciais
ou transplantes do figado (ADAM et al, 2006).

As hepatectomias parciais também s&o necessarias como tratamento para alguns
traumas e outros tumores do figado (BIONDO-SIMOES et al, 2011). A resseccédo do tecido
hepatico quando superior a 30% e inferior a 70% (HIGGINS; ANDERSON, 1931) promove a
proliferacdo dos hepatdcitos, o que pode aumentar com o uso de algumas substancias como
a Hyptis pectinata (SILVA R. et al, 2002) e Sida cordifolia (SILVA A. et al, 2006).

O estudo da proliferacdo hepética e de fatores que podem acelerar ou retardar esse
processo tem uma importante relevancia para a area da salde (BIONDO-SIMOES et al,
2007). Embora existam pesquisas que demonstrem efeitos terapéuticos das folhas de Hyptis
fruticosa e Baccharis trimera, ndo foram encontradas relatos cientificos sobre suas a¢des na
proliferagdo do figado. Propde-se com este trabalho avaliar os efeitos dos extratos aquosos
das folhas destas plantas sobre a proliferacdo dos hepatécitos apds ressecgdo parcial do

figado de ratos.

De acordo com as normas do colegiado do programa de Pés-graduacdo da UNIT,
esta dissertacdo encontra-se organizada em capitulos e os resultados estdo apresentados
sob a forma de artigos. O primeiro capitulo apresenta a revisédo bibliogréafica, o segundo e
terceiro sdo artigos originados pela pesquisa e, por ultimo, serdo apresentadas as

consideragdes finais da dissertacéo.
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2. CAPITULO 1 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

A fitoterapia € uma forma de tratamento caracterizado pela utilizacdo de plantas
medicinais, em suas diferentes preparacfes sem a utilizacdo de substancias ativas isoladas
(OMS, 2011). O mercado de fitoterapicos vem crescendo notadamente nos Ultimos anos ao
ponto que atualmente gira em torno de 50 bilhdes de doélares por ano (YUNES; PEDROSA,;
CECHINEL FILHO, 2001). A Organizagdo Mundial de Saude recomenda o uso de
fitoterapicos como forma de reduzir os custos dos programas de saude publica, provendo
facil acesso para a populagdo mais pobre, em especial nos paises em desenvolvimento e
subdesenvolvidos (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001).

No Brasil, por possuir uma flora rica, o uso de ervas medicinais é bastante tradicional
e amplo. E, a cada dia, tem se tornado mais comum devido a disseminagdo da moda
naturalista e ao alto custo dos produtos farmacéuticos industrializados (FREITAS, 2005;
PASA, 2011). O interesse da pesquisa nesta area tem aumentado nos ultimos anos onde
estdo sendo instituidos projetos financiados por 6rgaos publicos e privados (OLIVEIRA K.,
2010). Muitas espécies sdo usadas empiricamente sem respaldo cientifico quanto a eficicia
e a seguranga o que demonstra que em um pais como o Brasil com grande biodiversidade,
existe uma enorme lacuna entre a oferta de plantas e as poucas pesquisas (FOGLIO et al,
2006). Em Sergipe, dentre os produtos naturais que tem incentivado pesquisas cientificas
estdo algumas plantas que sdo utilizadas pela populacdo com o objetivo de obter efeitos
benéficos, a exemplo da Hyptis fruticosa (CANDIDO, 2006; FRANCO et al, 2011) e da
Baccharis trimera (LOSQUI et al, 2009).

2.1 Hyptis fruticosa

O género Hyptis Jacq. possui aproximadamente 400 espécies distribuidas desde o

Sul dos Estados Unidos a Argentina (BORDIGNON, 1992; ALMEIDA; ALBUQUERQUE,

2002, p.343-353), e apresentam grande diversidade morfolégica no Cerrado brasileiro

(HARLEY, 1988). Plantas de Hyptis spp. sdo de grande importancia econdmica e
14



etnofarmacoldgica e possuem propriedades medicinais (PIO-CORREA, 1931; ROJAS et al,
1992; SEPTIMIO, 1994).

O Brasil, por apresentar em sua rica flora varios tipos de ervas, tem como prética o
uso da fitoterapia pelas classes sociais mais baixas, principalmente de géneros facilmente
encontrados como € o caso do Hyptis. Especificamente no Nordeste, h4 o reconhecimento
de novas espécies desse género, no Estado da Bahia. Harley em 1995 e 1996 fez grande
contribuicdo nesse sentido (ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002, 343p.). Em Sergipe, se
desenvolve naturalmente na Regido LitorAnea e em parte da porcdo central do Estado,

atraindo interesse de pesquisadores pelas propriedades medicinais (AZEVEDO et al, 2002).

A Hyptis fruticosa, no Brasil, é utilizada com freqiéncia como aromatizante, De
Araljo e colaboradores (1974), provavelmente, foram os primeiros a relatar estudo dos
extratos metandlicos extraidos das raizes da planta, tendo como resultado inicial atividade
anti-microbiana, com inibicdo da acdo de germes Gram-positivos, Gram-negativos e acido-
resistentes; e posteriormente resultado referente a atividade anti-neoplasica, em relacdo ao
carcinoma de Erlich, na forma cistica, obtiveram-se 90,3% de inibicdo das células tumorais

e, para o sarcoma 180, em camundongos albinos sui¢cos, uma atividade de 49,6%.

Em trabalhos preliminares, inicialmente, foi caracterizada como Lipia mycrophila por
Dantas M. et al (2001), Cambui et al (2002), Santos H. et al (2002). Apos estudo
taxonémico, foi confirmada por especialistas do género como sendo da espécie Hyptis
fruticosa. Segundo descri¢cdo do “New York Botanical Garden”, € uma planta de arbusto alto,
verde-musgo, com flores azul-llds e aromatizante. Essa espécie catalogada por R. M.

Harley, em 1996, teve origem de varios locais do Nordeste brasileiro (figura 1).
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FIGURA 1: Hyptis fruticosa salzman ex. Benthan Labiati.
Fonte: The New York Botanical Garden, maio de 2011.

A espécie Hyptis fruticosa Salzm. ex Benth., Lamiaceae é conhecida como "alecrim-
do-campo" no estado de Sergipe, Nordeste do Brasil (DANTAS T.; RIBEIRO, 2010). Estudos
e descricdes dessa espécie mostram seus principais efeitos medicinais: efeito analgésico
(SILVA A. et al, 2006; CANDIDO, 2006; MENEZES et al, 2007) atividades
anticonvulsivantes, além de efeito antinociceptivo e da toxicidade aguda do 6leo essencial
de H. fruticosa (MENEZES et al, 2007), atividade antiinflamatoéria e antioxidante (KUHNT et
al, 1995, p.227; ANDRADE et al, 2010) e atividade vasorelaxante (MOREIRA et al, 2010).
Quinonas e diterpenoides foram isoladas das raizes e apresentaram atividades
antimicrobiana e antitumoral (De ARAUJO et al, 1974;. MARLETTI et al, 1976; FRANCO et

al, 2011).
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Estudos farmacoldgicos correlacionando os efeitos do 6leo para o sistema
cardiovascular foram realizados em ratos (SANTOS M. et al, 2007). Além disso, o0 6leo tem
sido considerado como uma importante alternativa de inseticida para o controle de larvas de
Aedes aegypti, uma vez que proporciona uma rica fonte de compostos bioativos que sdo
biodegradaveis e néo toxicos (SILVA W. et al, 2008).

O uso da Hyptis fruticosa € recomendado na medicina popular para o tratamento de
varias doencas, como distarbios gastrointestinais, infec¢des de pele, congestédo nasal, febre,
célicas e dor (PIO-CORREA, 1931; ROJAS et al, 1992;. SEPTIMIO, 1994). Apesar de ser
coletada ha décadas, nao foi encontrado na literatura pesquisada trabalhos que comprovem
alguma acédo desta planta sobre o figado, 6rgdo que recebe os nutrientes absorvidos pelo

intestino decorrente da ingestéo oral (POCOCK et al, 2006).

2.2 Baccharis trimera

O género Baccharis, pertencente a familia Asteraceae, esta representado por mais
de 500 espécies distribuidas principalmente no Brasil, Argentina, Colémbia, Chile e México,
ocupando as regifes mais elevadas. A alta concentracdo de espécies no Brasil e nos Andes
indica que uma dessas areas € o provavel centro de origem desse género. No Brasil estdo
descritas 120 espécies de Baccharis, sendo a B. Trimera a espécie mais conhecida no
nordeste brasileiro e a mais pesquisada quanto & composi¢do quimica e/ou atividade
biologica (LORENZETI; MATOS, 2002; VERDI et al, 2005).

A Baccharis trimera (Less.) DC., (figura 2) é uma planta subarbustiva, didica,
aromatica, com altura variavel entre 1,0 e 1,6 m (CASTRO H.; FERREIRA, 2000). E uma
espécie de elevada rusticidade (CASTRO H.; FERREIRA, 2000) que cresce bem em
condi¢cdes de pleno sol (BONA, 2002), sendo tipica de lugares abertos ou de campo
(OLIVEIRA E. et al, 1999). E considerada invasora de pastagens, ocorrendo em solos
pedregosos, margens das estradas, barracos ou lugares umidos nas ribanceiras dos rios
(CORREA JUNIOR et al, 1994).
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FIGURA 2 — Baccharis trimera (Less.) DC.
— Ramos reprodutivos e vegetativos.
Fonte: BUDEL; DUARTE, 2009

Conhecida como carqueja, amplamente utilizada na medicina popular, seu uso é um
habito herdado dos indigenas e ha séculos é utilizada para o tratamento de varias doencas.
E de 1931 o primeiro registro escrito do uso da carqueja no Brasil, empregada na forma de
infusdo de folhas e ramos para o tratamento da esterilidade feminina e da impoténcia
masculina, atribuindo-lhe ainda propriedades tbnicas, febrifugas e estoméquicas. A partir
dai, o uso medicinal aumentou principalmente para a solucdo de problemas hepaticos,
disfuncbes estomacais e intestinais, diabetes, obesidade e reumatismo (AULER, 2004;
CARREIRA, 2007). A carqueja é utilizada também como anti-helmintico, contra anorexia,
gripe, resfriado, assim como em feridas e ulceracées (DRESCH et al, 2006), antiinflamatdria
(GENE et al, 1992), analgésica entre outros (GENE et al, 1996).

Baccharis trimera é a espécie mais estudada farmacologicamente dentre todas as
carquejas (BUDEL et al, 2009) e consta na Farmacopéia Brasileira IV (1988-2003). Estudos
quimicos revelaram a presenca de flavonéides como quercetina, luteolina, nepetina,
apigenina e hispidulina (SOIKE; LENG-PESCHLOW, 1987), saponinas, lactonas ses-
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quiterpénicas (MORS et al, 2000; ALONSO; DESMARCHELIER, 2006) e taninos (BIANCHI
et al, 1993). No 6leo essencial foram encontrados a-pineno, B-pineno, carquejol, acetato de
carquejila, canfeno e nopineno (MORS et al, 2000; SIMOES-PIRES et al, 2005).

Considerando o potencial terapéutico descrito para a infusdo (chd) da carqueja e a
falta de estudos que avaliem sua agédo toxica, foi desenvolvido um trabalho que teve como
objetivo a investigacao, por meio de andlise citogenética, dos efeitos toxicos em nivel celular
desta planta. Apds os tratamentos com as duas concentracdes da infusdo de B. trimera, foi
verificado que através dos testes utilizados ndo houve acdo citotdxica, apos 24 h de
tratamento, nas células de medula 6ssea de ratos Wistar tratados via gavagem, indicando,
assim, uma seguranca maior de uso desta planta pelo homem (PERON et al, 2008).

Segundo Verdi et al (2005), A B. trimera possui atividade antimutagénica e
hepatoprotetora. A literatura corrente descreve a realizacdo de estudos sobre o uso da
carqueja, tendo sido observado a reducdo do ciclo mitético, em concentracfes elevadas,
bem como o surgimento de anormalidades cromossdmicas; a planta possui baixa toxicidade
por via oral, porém possui moderada toxicidade por via intraperitoneal; a administracdo do
extrato de carqueja em ratas exerce acdo abortiva, sendo contra indicada durante a
gestacao e a lactagdo (PERON et al, 2008). Devido a suas propriedades anti-hepatotoxicas,
a carqueja é aplicada em terapias hepaticas (SOICKE; LENG-PESCHLOW, 1987).

Muitas plantas usadas tradicionalmente no tratamento de desordens hepéticas tém
merecido grande interesse cientifico, uma vez que podem ser utilizadas como potencial
fonte de novos agentes capazes de serem aplicados no tratamento e prevencéo do dano do
figado (PAUL, 2005).

2.3 O figado

O figado, a maior glandula do corpo humano, pesa em média 1,5 kg e mede cerca de
28 cm transversalmente, 8 a 10 cm de altura e 16 cm de espessura (DELAMARCHE et al,
2006, p.99-100). Desempenha a enorme tarefa de manter a homeostasia metabdlica do
organismo. Isso inclui o processamento dos amino&cidos dietéticos, dos carboidratos, dos
lipidios e das vitaminas; fagocitose de particulas da circulagdo esplancnica; sintese das

proteinas séricas; biotransformacdo dos metabolitos circulantes; e detoxicacdo e excrecdo
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através da bile dos produtos endégenos de desgaste e dos xenobioticos poluentes
(MICHALOPOULOS, 2007).

Do ponto de vista histolégico o figado esta organizado em l6bulos (figura 3) com as
areas portais na periferia e as veias centrais no centro de cada lébulo. A superficie hepatica
é dividida através de fissuras e ligamentos e os dois lobos principais sdo o direito e o
esquerdo. Existem ainda os lobos quadrado, situado na face anterior, e 0 caudado, na fase
posterior do figado. Sua cor é marrom-avermelhada, sua superficie € lisa e sua consisténcia
é firme, mas relativamente fragil, e ele é envolvido por uma fina capsula hepética. No
entanto de um ponto de vista fisiolégico/funcional, o figado estd organizado em acinos com
o fluxo sanguineo portal e arterial entrando pelas &reas portais/periportais. Em condicdes
basais, o figado, normalmente, recebe cerca de 25% do débito cardiaco. E peculiar entre os
orgdos abdominais por apresentar duplo suprimento sanguineo — a artéria hepatica que
transporta cerca de 400 ml/min e a veia porta que fornece cerca de 1000 ml/min (FREITAS,
2005; POCOCK et al, 2006, p. 427).
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FIGURA.3 — Arquitetura hepética microscopica. O I6bulo hepatico classico é centrado em torno de uma veia
central (ou vénula hepética terminal VHT). O acino triangular tem na base os vasos penetrantes que se
estendem a partir das veias porta (VP) e artérias hepaticas (AH) para penetrar no parénquima. O apice é
formado pela veia central. As zonas 1,2 e 3 representam regides metabdlicas distintas. DB — ducto biliar

Fonte: COTRAN et al, 1999.
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O figado pode ser considerado como uma fabrica quimica que produz, armazena,
altera e excreta um grande numero de substancias que participam do metabolismo
(SMELTZER; BARE, 2006, p.831). Esta envolvido em aproximadamente 5000 fungfes e é
composto por 5 tipos celulares diferentes arranjados sobre um complexo arcabouco
extracelular (TOLENTINO et al, 2003), sendo cerca de 60% do numero total destas células
constituido por células parenquimatosas (hepatécitos) (RAMALHO F. et al, 1993;
MICHALOPOULOS, 2007).

Os hepatocitos desempenham mais de 500 fungdes metabdlicas que incluem a
detoxificacdo de drogas e substancias toxicas, a degradacdo de hormonios esterdides e a
utilizacdo de lipidios na sintese de lipoproteinas. As células de Kupffer sdo membros
altamente fagociticos do sistema reticulo-endotelial e tem a fungéo de remover as toxinas do
sangue venoso portal bem como a producdo de citosinas na fase inicial do ciclo celular
regenerativo. As células endoteliais formam um revestimento continuo da luz sinusoidal
selecionando os solutos e particulas que serdo apresentados aos hepatdcitos subjacentes.
As células de Ito ou de armazenamento de lipidios apresentam aspecto de estrela e
localizam-se no espaco de Disse. S&o responsaveis pela producdo da matriz extracelular
(HATA et al, 2007; SCHINONI, 2006).

O tecido hepético e o masculo esquelético constituem os principais locais de estoque
de glicogénio. Quando a glicemia esta elevada, o figado sintetiza glicogénio. Quando a
glicemia cai, o figado utiliza o glicogénio armazenado para sintetizar glicose (glicogendlise),
atuando para manter os niveis glicémicos relativamente constantes. Este é o 6rgdo mais
importante para a gliconeogénese (producdo de glicose pela conversdo de aminoacidos,
lipidios ou carboidratos simples). Todos esses processos sao regulados por diversos
hormdnios (KUTCHI, 1998).

A disfuncdo do figado resulta do dano das células parenquimais hepaticas, seja
diretamente, por doencas hepéticas primarias, seja indiretamente, em virtude da obstrucéo
ao fluxo biliar ou por desarranjos da circulagdo hepatica. Os agravos que produzem
disfuncé@o hepatocelular podem ser causados por agentes infecciosos, tais como bactérias e
virus, por andxia, distlrbios metabdlicos, toxinas, medicamentos, deficiéncias nutricionais e
estados de hipersensibilidade. A causa mais comum de dano parenquimal hepatico é a ma
nutricdo, especialmente no alcoolismo. A resposta das células parenquimais € quase a
mesma para a maioria dos agentes nocivos: substituicdo do glicogénio por lipidios,
produzindo infiltracdo gordurosa, com ou sem morte celular (SMELTZER; BARE, 2006). A

morte celular de mais de 30% do parénquima do figado pode induzir a proliferacdo hepética
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de maneira desorganizada culminando em cirrose hepatica (COSTA, 2004) ou de forma
ordenada e organizada, sendo um espetacular exemplo de proliferacdo tecidual
(MICHALOPOQULOS, 2007).

2.4 Regeneracdao hepatica

O figado, sob condigcbes normais, apresenta uma reduzida reproducdo celular
(FAUSTO; MEAD, 1989; KARRAN et al, 1979). A regeneragdo hepatica, representa um
mecanismo de protecdo organica contra a perda de tecido hepético funcionante seja por
injuria quimica, viral, perda traumdtica acidental, ou por hepatectomia parcial (HP)
(MICHALOPOULOS, 1990; ASSY; MINUK, 1997; JESUS; WAITZBERG; CAMPOS, 2000).

A lenda de Prometheu, da Mitologia Grega, revela que desde a antiglidade o
fendbmeno regenerativo hepético era conhecido. Por ter roubado dos deuses do Olimpo o
segredo do fogo e o revelado aos homens, Prometheu foi castigado por Zeus a ter seu
figado diariamente devorado por uma &guia. No entanto, durante a noite, o figado de
Prometheu se regenerava, provendo a aguia incessante alimentacdo, e conduzindo
Prometheu a interminavel tortura. Estudos tém demonstrado que a capacidade regenerativa

hepética é quase que ilimitada, validando a antiga lenda de Prometheu (RAMALHO, 2000).

Jesus; Waitzberg; Campos (2000), baseados em alguns autores, afirmam que apesar
de ser largamente utilizado, o termo “regeneragdo” é biologicamente incorreto, uma vez que
a resposta induzida pelo dano tecidual hepético promove hiperplasia e hipertrofia
compensatoria do tecido remanescente, até o restabelecimento da massa hepética primitiva.

No entanto, os lobos ressecados nao séo recuperados.

Embora todas as células hepéticas participem do processo regenerativo, a maioria
dos estudos focalizam os hepatécitos (MICHALOPOULOS, 1990; RAMALHO F. et al, 1993).
Estes constituem cerca de 90% da massa hepética e 60% do numero total de células
(MICHALOPOULOS, 2007).

O hepatdcito € uma célula estavel, denominacao esta devida a sua replicacao celular
sob condi¢bes de normalidade. Apenas um hepatdcito entre 20.000 pode estar se dividindo

em algum momento, durante a vida do ser humano ou animal, sendo que essa divisédo pode
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ocorrer no maximo, uma ou duas vezes para cada célula. Entretanto, quando o figado é
submetido a tratamento que reduza seu parénquima, suas células readquirem a capacidade
de se multiplicar rapidamente, restaurando a massa hepética (ROZGA, 2002; JESUS;
WAITZBERG; CAMPQOS, 2000).

No figado humano, a restauracdo da massa hepética apds hepatectomia parcial
parece ocorrer em duas a trés semanas, e a restauracdo completa é verificada apos trés
meses (NAGASUE et al, 1987; KHAN; MUDAN, 2007). Devido as limitacdes no uso de
figado humano para o estudo da regeneracao/proliferacdo, a maioria das informagdes sobre
este processo tem sido proveniente de modelos in vivo com pequenos animais (ratos e
camundongos) ou utilizando células hepaticas em cultura (in vitro) (KONIARIS et al, 2003).
O processo proliferativo hepéatico em ratos assemelha-se ao processo de proliferacdo do
figado humano, o que justifica seu amplo uso em varias &reas da pesquisa biomédica atual

(endécrina, celular, genética e molecular) (ROZGA, 2002).

2.5 Modelo experimental para estudo da regeneracao

A regeneracdo hepatica é conhecida como um espetacular exemplo de crescimento
tecidual organizado (RAMALHO et al, 1993; MICHALOPOULOS, 2007). O primeiro modelo
experimental bem sucedido para o estudo da regeneracdo hepatica foi introduzido por
Higgins e Anderson em 1931. Esse modelo contemplou a remocéo cirdrgica dos lébulos
lateral esquerdo e mediano do figado de ratos, constituindo aproximadamente 67 a 70% da
massa hepética total desses animais (JESUS; WAITZBERG; CAMPOS, 2000), e tem sido

largamente utilizado para investigacdo da regeneragéo hepética (COURT et al, 2002).

O figado do rato é dividido em quatro lobos principais: lobo caudado, lobo direito,
lobo mediano e lobo lateral esquerdo. O lobo lateral esquerdo representa aproximadamente
30% do peso total do figado, o lobo mediano 40%, o lobo direito representa 20% e o
caudado 7%. O tecido hepético circundado a veia cava perfaz um total de 3% do peso do
figado (MADRAHIMOV et al, 2006) (figura 4).
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FIGURA 4 — Distribuicdo percentual do peso dos lobos do figado do rato.
FONTE: MADRAHIMOV et al,2006.

Desta forma, como o figado do rato possui uma estrutura multilobular, a remocéo dos
lobos lateral esquerdo e mediano € realizada facilmente sem deixar danos aos lobos
remanescentes, resultando na retirada de aproximadamente 70% (2/3) da massa hepética
total desses animais (MICHALOPOULOQOS, 2007; MARTINS et al, 2007).

Em ratos, a cinética da resposta regenerativa inicia-se pela sintese de DNA, que
ocorre 12 - 16 hs apds a hepatectomia parcial (HP), sendo o pico maximo observado 24 a
26 hs ap0Os a cirurgia. Em seguida ocorre uma onda de mitoses, cujo pico € verificado
aproximadamente 8 hs mais tarde (MICHALOPOULOS; DEFRANCES, 1997). Durante a
proliferacdo de hepatécitos ocorre liberagdo de fatores de crescimento como Fator de
Crescimento do Hepatdcito (HGF), Fator Transformador do Crescimento-alfa (u-TGF), Fator
de Crescimento Epidérmico (EGF) e Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF), os quais
determinam estimulo mitogénico que atinge outras células hepéticas (MULLHAUPT,;
FEREN; FODORE, 1994).

A sintese de DNA das células ndo parenquimatosas inicia-se em média 24 hs ap0s o
mesmo processo verificado nos hepatdcitos. Observa-se o pico mitético nas células de
Kupffer, células endoteliais e ductais, dentro de 48 , 96 e 48 hs apds a HP, respectivamente

(YOSHIDA et al, 1995). Imediatamente apos a HP, ocorre ativagdo de 70 ou mais genes,
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constituindo-se assim, o primeiro passo na cascata de eventos que direcionam a sintese de
DNA (RAMALHO F. et al, 1993).

Os eventos desencadeados ap6s a HP possibilitam a identificacdo de dois periodos
distintos: o pré-replicativo (de 0 a 14 hs) e o replicativo (14 a 36 hs), caracterizando o
processo de regeneracdo. Apesar do limite entre esses periodos ndo ser totalmente preciso,
verifica-se que durante as 12 hs iniciais 0os hepatocitos saem do estado de repouso ou
quiescéncia - fase GO, entrando no ciclo celular - fase G1, progredindo para a sintese de
DNA. Verifica-se o inicio dessa fase 4 a 6 horas apdés a HP, com elevagdo precoce da
expressédo dos proto-oncogenes c-fos e c-myc, 30 a 60 minutos apos a cirurgia. Na segunda
fase ocorre a sintese de DNA propriamente dita ou fase S. Apos a fase S, aproximadamente
4 a 6 hs sdo necessarias para que a célula entre em divisdo, caracterizando a fase G2. ApGs
30 a 60 minutos do inicio do processo mitotico, obtém-se dois novos hepatdcitos. Durante a
regeneracdo hepética, observa-se o sincronismo do pico de replicacdo de DNA, indicando
gue a maioria ou até mesmo todos hepatécitos encontravam-se na fase de repouso, e ndo
em diferentes pontos do ciclo celular, fortalecendo o conceito que os hepatécitos em
condicbes normais, raramente se dividem (FAUSTO; LAIRD; WEBBER, 1995; FAUSTO,
2002; FAUSTO; RIEHLE, 2005).

Trés dias apos a HP, cerca de 80% da sintese de DNA ocorre na proximidade do
Espaco Porta (ZONAL1), indicando que os hepatdécitos localizados no acino hepatico replicam
o0 DNA mais precocemente que aqueles préximos a veia centrolobular, ou seja, 0 processo
regenerativo ocorre predominantemente nas regides mais proximas do Espaco Porta
(RAMALHO et al, 1993; AGUIAR et al, 2009).

A eficiéncia da sintese de DNA apds hepatectomia parcial esta diretamente
relacionada com o déficit tecidual. Em ratos adultos com remogé&o inferior a 30% do
parénguima hepatico, ndo se verificou sintese de DNA. Do mesmo modo, em cirurgias com
remocao superior a 80% da massa hepatica, a regeneracdo induzida € menos eficiente que
a observada na hepatectomia parcial de 67 a 70% (FAUSTO; LAIRD; WEBBER, 1995). ).
Lima et al (1986) observaram que em ratos a perda de aproximadamente 70% do
parénquima do figado, desencadeia um rapido processo regenerativo com acentuada
infiltracdo gordurosa hepética os quais atingem um pico em torno da 24% hora apos
hepatectomia parcial. A restauracdo da massa hepatica completa-se em 7-10 dias
(RAMALHO F. et al, 1993; COURT et al, 2002; KONIARIS et al, 2003; MICHALOPOULOS,
2007).
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2.5.1 Fatores que influenciam e métodos que avaliam a regeneracao

hepatica

Hipofisectomia, tireoidectomia, paratireoidectomia e injecbes de hidrocortisona
retardam o pico maximo de sintese de DNA por 16 a 20 horas, mas ndo o suprimem. Efeito
semelhante é produzido por raio X, actinomicina, ciclohexamida e colchicina, se

administrados aos animais logo ap6s a cirurgia (ALISON; 1986; TARLA et al, 2006).

Lima et al (1986), verificaram a importancia da inervacdo parassimpatica do figado
na manutencdo da capacidade regenerativa deste 6rgao por provavel efeito vagal. Lindroos
et al (1991), estudaram o efeito do fator de crescimento dos hepatocitos (HGF) em ratos
hepatectomizados e em ratos tratados com tetracloreto de carbono e constataram que o
HGF estava envolvido com a estimulagdo da regeneracdo hepatica nestes animais, sendo

um potente estimulador da sintese de DNA dos hepatécitos em ratos adultos.

Mullhaupt et al (1994), evidenciaram através de modelo envolvendo cultura celular,
que a proliferacdo dos hepatocitos é regulada predominante mas ndo exclusivamente por
mecanismos autécrinos, a partir de liberacdo de fatores de crescimento. Os hepatdcitos ja
“iniciados” seriam capazes de produzir seus proprios fatores de crescimento, caracterizando
a regulacdo autécrina, além de responder a fatores de crescimento produzidos por outras
células hepdticas, constituindo a regulagédo paracrina. Haveria também a participacdo de
células de outros orgdos, promovendo a regulagdo enddcrina, desde que houvesse

receptores adequados na membrana plasmatica dos hepatdcito para essas substancias.

O sinusoide hepatico apresenta um endotélio fenestrado que expde os hepatdcitos
diretamente a uma série de horménios, fatores de crescimento e nutrientes, que possuem
acdo hepatotréfica. Nesse sentido, varios autores sugerem que nenhuma substancia
isoladamente seria suficiente para regular todo o processo regenerativo, sendo que fatores
negativos e positivos podem estimular ou inibir a proliferacdo de hepatocitos, havendo uma
relacdo de equilibrio entre eles. Podem ser sintetizados no figado, nas células
parenquimatosas e ndo parenquimatosas, além de tecidos como as glandulas de Brunner

localizadas no duodeno e glandulas salivares (RAMALHO et al, 1993).

A busca por agentes que acelerem a regeneracdo hepdtica tem importancia na
medida em que diminui o tempo de insuficiéncia hepatica e desta forma permite resseccdes
mais ampliadas. Substancias estdo estabelecidas como mitogénicas completas: o Fator de
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Crescimento Epidérmico (EGF), o Fator Transformador de Crescimento — alfa (aTGF), a
Substancia Estimuladora Hepética (SSH), o Fator de Crescimento de fibroblasto &cido
(aFGF), Fator de Crescimento do Hepatocito (HGF) e o Horménio do Crescimento (GH)
(ASAKAWA et al, 1989). Outras como co-mitogénicas como: a norepinefrina, a
vasopressina, as angiotensinas, a insulina e o glucdgon, as prostaglandinas e as
fibronectinas (ANDREI et al, 1981).

Substancias exogenas tém sido utilizadas a fim de conhecer como elas atuam sobre
o0 processo de regeneracéo hepatica (BIONDO-SIMOES et al, 2000; MELO J. et al, 2010). A
exemplo da histamina, que segundo os mesmos autores, aumenta o numero de figuras de

mitose no inicio do processo, ndo interferindo na regeneracgéo ao final de 7 dias.

GAMA FILHO et al (2010) ao avaliar os efeitos do tacrolimus sobre a regeneracdo
hepatica apés hepatectomia parcial concluiram que a imunossupressdo com tacrolimus
possui efeito estimulatério no processo de regeneragdo hepatica desencadeado pela

hepatectomia de 70% em ratos Wistar adultos.

Nas ultimas décadas, a utilizagdo de plantas medicinais como opcéo de tratamento e
cura tem aumentado em todas as classes sociais das mais diversas regibes do mundo.
Sabe-se que 80% da populacao do planeta j& fizeram uso de algum tipo de erva, sendo 30%
por indicacdo médica (CASTRO H. et al, 2002).

Silva R. et al (2002) ao estudarem os efeitos do extrato aquoso da Hypthis pectinata,
popularmente conhecida com “sambacaitd” ou “canudinho”, sobre a regeneracao hepéatica
apos hepatectomia parcial em ratos, concluiram que a administragdo durante 4 dias do
extrato aquoso bruto liofilizado das folhas da Hyptis pectinata, na concentracdo de 100
mg/kg de animal, exerce significativo efeito estimulante sobre a regeneragéo do figado apés

hepatectomia parcial de 67% em ratos.

A regeneracdo hepatica € um evento que envolve varias células e uma complexa
interacdo entre citocinas e fatores do crescimento. Pesquisas experimentais em modelos
animais véem progressivamente contribuindo para a elucidagdo desse processo
regenerativo (TARLA et al, 2006; BIONDO-SIMOES et al, 2009).

Para estudar a regeneracdo hepatica adequadamente € necessario um método
objetivo e confidvel para qualificid-la. S&o descritos para avaliagdo da regeneragéo hepatica:
determinagdo da massa hepética (peso do figado), contagem de mitoses, estudos da
sintese de DNA (incorporacdo de timidina e bromodeoxiuridina — BrdU) e métodos

imunohistoquimicos para deteccdo de moléculas enddgenas como a “proliferating cell
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nuclear antigen”’(PCNA), DNA polimerase alfa, Ki-67, anti-PAA, anti-ribonucleotideo
redutose, entre outros (ASSY; MINUK, 1997).

Atualmente a imunohistoquimica é a tecnica mais utilizada e se baseia no uso de
anticorpos que se ligam em moléculas enddgenas nos tecidos. Estes anticorpos s&o

marcados e mensurados numericamente ou percentualmente (TODERKE, 2009).

A PCNA (proliferating cell nuclear antigen) € uma proteina auxiliar da DNA
polimerase delta. Em células eucariontes € essencial na replicacdo do DNA. A sua
expressao é dependente do ciclo celular, sendo primeiramente detectada nha fase G1 e tem
sua maxima expressao na fase S (BRAVO et al, 1987; BEM-IZHAK et al, 2002; BIONDO-
SIMOES et al, 2007). Técnicas de imunohistoquimica sdo usadas para demonstrar PCNA
em hepatdécitos e a forte presenca do PCNA no nucleo representa a fase G1-S ou G2 do
ciclo celular (ASSY; MINUK, 1997).

A sintese de DNA origina uma carga genética duplicada e uma tetraploidia
temporaria nas células em andlise, processo o qual pode ser mensurado pela
imunohistoquimica utilizando o antigeno de proliferacdo nuclear da célula (PCNA). O PCNA
€ um método comumente utilizado para avaliagdo de sintese de DNA e replicacdo celular
(ASSY; MINUK, 1997), apresentando um pico de PCNA em 24 horas ap0s a resseccao
hepatica (WOLF; MICHALOPOULOQOS, 1992).

Diante do exposto, objetiva-se avaliar através do PCNA os efeitos dos extratos
aquosos da Hyptis fruticosa e Baccharis trimera sobre a proliferacdo do figado apos

hepatectomia parcial em ratos.

2.6 - Material e método

2.6.1 Material

2.6.1.1 Coleta das plantas e preparo dos extratos brutos aquosos

As folhas de Hyptis fruticosa (Salzm. ex Benth.) Lamiaceae foram coletadas no povoado
Feijdo (10 ° 56'S, 37 05'W ©°), no estado de Sergipe, Brasil. A espécie foi identificada e

autenticada pelo Dr. Adauto Souza Ribeiro. A exsicata da planta (ASE ndmero 01137) foi
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depositada no Herbério da Universidade Federal de Sergipe (UFS), Brasil. Ja as folhas de
Baccharis trimera foram adquiridas secas no Mercado Tales Ferraz, identificadas pelo Prof.
Dr. Lauro Xavier, bidlogo e pesquisador do Instituto de Tecnologia e Pesquisa da
Universidade Tiradentes. Utilizou-se 0 mesmo processo para obtencdo do extrato aquoso
em ambas as plantas. As folhas foram secas em estufa com renovacgéo e circulacédo de ar
(modelo MA-037) a 37 ° C até a desidratagdo completa. Em seguida, foram pesadas,
trituradas em moinho elétrico até que um po de fina granulagéo foi obtido. Os extratos foram
obtidos a partir destes pés (100 g) por adicdo de agua destilada (3:10, p/v) sob agitacdo
constante por 4 horas a 35 °C, seguida de filtracdo (pH 6,0). O filtrado foi liofilizado (extrato
aquoso) e armazenados a 5 °C. No tempo de uso, os extratos foram ressuspendidos em

agua destilada na concentracdo desejada.

2.6.1.2 Animais

Os estudos foram realizados em 36 ratos Wistar albinos pesando entre 300 e 450qg,
sendo 16 animais utilizados na pesquisa com o extrato da H. fruticosa e 20 no estudo com o
extrato da B. trimera. Os animais foram mantidos em biotério, com ciclo de claro-escuro
natural, temperatura e umidade proprios do ambiente e alimentados com racdo e agua ad
libitum. Foram divididos aleatoriamente em dois grupos para cada pesquisa: grupo controle,
onde se administrou agua por via oral uma vez ao dia em volume semelhante aos do grupo
teste, durante os 4 dias, e Grupo teste, cujos ratos receberam extrato aquoso da planta
durante 4 dias usando a dose de 100 mg / kg / dia, constituindo o estudo do efeito agudo da
substancia. As administracdes foram feitas sempre no mesmo horario mediante sonda
plastica maleavel orogastrica (gavagem). No quinto dia, todos os animais foram submetidos
a hepatectomia de aproximadamente 70% do figado e no sexto dia, realizou-se a ressec¢éo

do figado em proliferagéo.

2.6.2 Métodos

2.6.2.1 Procedimentos cirlrgicos

Os procedimentos cirtrgicos foram realizados sempre no mesmo horario, para evitar

influéncia das varia¢g6es do ciclo circadiano. O anestésico utilizado foi o éter etilico devido ao
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fato de ndo possuir potencial hepatotéxico, como gases anestésicos halogenados, e nao
induzir o metabolismo de drogas ao nivel do sistema microssomial hepético, como o0s
barbitdricos. Ap6s a tricotomia da parede abdominal foi realizada anti-sepsia com

polivilpirrolidonaiodo.

O acesso a cavidade peritoneal foi feito a partir de laparotomia mediana de cerca de
4 cm do apéndice xiféide em dire¢cdo caudal. Foram realizados a hepatectomia parcial,
ressecando-se os lobos lateral esquerdo e mediano e fazendo ligadura de seus pediculos
com fio de algoddo 3-0. Essa resseccao equivale a aproximadamente 70% do volume do
figado. A parede abdominal foi fechada com suturas continuas de monondilon 4-0, deixando
0 peritdnio e a aponeurose num plano profundo e a pele, num plano superficial. Apos 24
horas foi realizada nova laparotomia, mediante a mesma técnica anestésica, com o intuito

de retirar o figado remanescente e posteriormente os animais foram sacrificados.

2.6.2.2 Andlise da regeneracao hepatica

A Regeneracao hepatica foi avaliada por imunohistoquimica “proliferating cell nuclear
antigen” (PCNA), usando anticorpo monoclonal anti-PCNA priméaria (PC-10; DAKO A / S,
Glostrup, Dinamarca) em tecidos do figado fixado em formalina e incluido em parafina. Os
espécimes foram cortados em 4 mm, montados em laminas de poli-L-lisina-revestido de
vidro, desparafinizados, reidratadas em uma série crescente de alcool, colocado em tampao
fosfato (PBS), e tratados com peroxido de hidrogénio 2% em metanol por 15 min para
bloquear a atividade da peroxidase enddgena. Este foi seguido por incuba¢cdo com PC-10
anticorpo monoclonal primario, diluido em PBS 1:40 para 120 min a 25 °C no estudo da H.
fruticosa e na diluicdo de 1:80 no estudo da B. trimera. Os cortes foram entdo incubados por
35 min com uma imunoglobulina anti-rato biotinilado de cavalo. O produto da reacéo foi
detectado com um complexo avidina-biotina-peroxidase e diaminobenzidina foi utilizada
como substrato cromogeno. Controles positivos e negativos foram usados para avaliar e
controlar o processo de coloracdo. Apés a marcacdo imunohistoquimica foi realizada uma
analise quantitativa da expressédo das proteinas PCNA, na qual foi contado o numero de
células imunomarcadas em 1.000 selecionadas aleatoriamente em seccao histologica.
Assim, para cada caso foram confeccionadas 5 sec¢des histologicas seriadas de 5um de
espessura, separadas entre si por uma distancia de 10um; em cada lamina foram

fotomicrografados 10 campos histoldégicos (ampliacdo de 400x) selecionados por
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casualizagcdo sistemética. Desta forma, os campos foram selecionados da esquerda para
direita e de cima para baixo; para cada campo selecionado seguiu-se dois campos
desprezados, até que fosse atingido o total de 10 campos. As imagens fotomicrografadas
foram digitalizadas por meio de software de captura de imagens Olympus 2000°®. Foram
considerados PCNA positivas, 0s hepatdcitos que apresentavam imunorreatividade restrita
ao nucleo, representada por coloragdo de cor acastanhada e/ou amarelada, independente
da intensidade da coloracdo. Para contagens de células positivas, foi utilizado software
UTHSCSA ImageTool®, versdo 3.0. Por fim foi obtido um indice de positividade (IP) para

cada proteina investigada através da férmula abaixo descrita:

IP = NUmero de células positivas X 100

1.000 células aleatoriamente

2.6.2.3 Analise estatistica dos dados

Todos os dados sdo expressos como média + desvio padrdo. As comparacdes
estatisticas entre os grupos foram realizadas por Mann-Whitney. Os valores de

probabilidade inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

2.6.3 Aspectos éticos

Estas pesquisas estiveram de acordo com as normas éticas estabelecidas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), o estudo do extrato aquoso da H.
fruticosa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com animais da Universidade
Federal de Sergipe — UFS, com o numero de protocolo 36/2005 (Anexo I) e a pesquisa com
o extrato aquoso da B. trimera foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade

Tiradentes com o cadastro 17062005.
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3. CAPITULO 2: Proliferative effect of aqueous extr act of Hyptis
fructicosa on liver regeneration after partial hepatectomy in rats

Efeito proliferativo do extrato aquoso da Hyptis fructicosa na regeneracao hepatica
apos hepatectomia parcial em ratos

ABSTRACT

Purpose : To evaluate the effect of aqueous extract of Hyptis fructicosa on hepatic
regeneration after partial hepatectomy in rats. Methods: Sixteen rats were divided in two
groups: GC (Control Group) and HF (Whose rats received aqueous extract of Hyptis
fructicosa during 4 days using the dose of 100 mg/kg/day). On the consecutive day of this
treatment, the animals of both groups underwent hepatectomy of about 67% of liver. Twenty
four hours later, they were sacrificed, and the remaining mass of liver was removed and
prepared to be studied through the PCNA immunohistochemical technique. Results: The
liver regeneration index of HF group was 53.56 + 18.91 %, while in C group was 21.12 + 8.29
% (p= 0,0003). Conclusion: These results show that the administration of aqueous extract
of Hyptis fructicosa using the dose of 100mg/kg/day increased the hepatocyte proliferation in
the group HF.

Keywords: Medicinal plants. Partial hepatectomy. PCNA. Liver regeneration. Hyptis
fructicos. Experimental surgery.

RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito do extrato aquoso da Hyptis fructicosa sobre a regeneracao
hepatica apds hepatectomia parcial em ratos. Métodos: Dezesseis ratos foram divididos em
dois grupos: GC (grupo controle) e HF (ratos que receberam o extrato aquoso da Hyptis
fructicosa durante quatro dias na dose de 100 mg / kg / dia). No dia consecutivo deste
tratamento, os animais de ambos o0s grupos foram submetidos a hepatectomia de
aproximadamente 67% do figado. Vinte e quatro horas depois, eles foram sacrificados, e
que a massa restante do figado foi retirado e preparado para ser estudado através da
técnica de imuno-histoquimica PCNA. Resultados: O indice de regeneracdo hepética do
grupo HF foi 53,56 + 18,91%, enquanto no grupo C foi de 21,12 + 8,29% (p = 0,0003).
Conclusdo: Estes resultados mostram que a administracdo do extrato aquoso da Hyptis
fructicosa na dose de 100mg/kg/dia aumentou a proliferagdo de hepatdcitos no grupo HF.

Descritores: Plantas medicinais. Hepatectomia parcial. PCNA. Regenerac¢do hepatica.
Hyptis fructicosa. Cirurgia experimental
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3.1 INTRODUCTION

Hyptis fructicosa Salzm ex Benth is a plant from the Lamiaceaea family* and is
popularly known in Brazil as “Alecrim do Campo” or “Alecrim de Tabuleiro”. This specie is
about 0,5-1,5 m high and its leaves are aromatic, rhomboid and simple, and its flowers are
clustered into axillary inflorescences, hermaphrodite and pentamer. It is popularly used to
treat pain. Besides, it has been shown antinociceptive effect in mice?. Two quinoids were
isolated, from this plant, with antimicrobial and antineoplastic effect against Gram-positive

microorganisms and mouse Erlich carcinoma studies, respectively®.

Studies using different species from the same gender were performed. It has been
shown that the Hyptis suaveolens has positive effect on healing wounds®. The Hyptis
ovalifolia has presented antimicrobial effect®. Also, the Hyptis pectinata has enhanced liver
regeneration®”®. However no article about the effect of Hyptis fructicosa on liver regeneration

was found.

Considering that there are no studies defining the effects of this plant on liver, this
research aimed at assessing the effects of Hyptis fructicosa leaves aqueous extract on liver

regeneration after 70% partial hepatectomy in rats.

3.2 MATERIALS AND METHODS

A. Plant Material and Preparation of the Aqueous Ex  tract

Hyptis fruticosa (Salzm. ex Benth.) Lamiaceae aerial parts were collected in
September 2010, at “Feijdo village” (10°56°S, 37°05°W), state of Sergipe, Brazil. The species
was identified and authenticated by Dr. Adauto Souza Ribeiro. A voucher specimen of the
plant (humber ASE 01137) was deposited in the Herbarium of the Universidade Federal de
Sergipe (UFS), Brazil. Its leaves were dried in an oven with air renewal and circulation
(model MA-037) at 37°C until complete dehydration. Dried Hyptis fructicosa leaves were
triturated in a blender until a finely granulated powder was obtained. The extract was
obtained from this powder (100 g) by adding distilled water (3:10, w/v) under constant
shaking for 4 hr at 35-C, followed by filtration (pH 6.0). The filtrate was lyophilized (aqueous
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extract) and stored at 5-C. At the time of use, the extract was resuspended in distilled water

at the desired concentrations.

B. Animals

The study was carried out on 16 male Wistar albino rats (300 to 450g). They were fed
with a standard pellet diet and water ad libitum and kept at biotherium under natural light-
dark cycle and environment temperature and humidity. All rats received humane care and
the study protocol complied with the institution guidelines. All animals were randomly
assigned to two groups, which consisted of eight rats each: CG, Control Group (n=8), whose
rats received water daily for 4 days and HF, whose rats received agueous extract of Hyptis
fructicosa (HF group) during 4 days using the dose of 100 mg/kg/day. This dose showed no
acute toxicity’. On the consecutive day of this treatment, the animals of both groups

underwent hepatectomy of about 67% of liver.

C. Surgical Procedure

The operations were always performed at the same time in order to avoid the
influence of the changes in circadian cycle. All operations were performed under ether
anesthesia. In order to improve anesthesia performance and prevent problems such as air
pollution, unstable anesthesia level and anesthetic wastefulness, an ether vapourizator for
little rodents was used®'®. The median and left lateral lobes of the liver (corresponding to
67% of the organ) were excised'’. After surgery, the rats were on a normal diet for the whole
experimental period. Twenty four hours later, they underwent a new operation to remove the

remaining liver. Then they were sacrificed.

D. Liver Regeneration Analysis

Liver regeneration was evaluated by immunohistochemical staining for proliferating
cell nuclear antigen (PCNA) using monoclonal primary anti-PCNA antibody (PC-10; DAKO
A/S, Glostrup, Denmark) on formalin-fixed and paraffin-embedded liver tissues. Sections
were cut at 4 um, mounted on poly- L-lysine-coated glass slides, deparaffinized, rehydrated
in an increasing alcohol series, placed in phosphate-buffered saline (PBS), and treated with
2% hydrogen peroxide in methanol for 15 min to block endogenous peroxidase activity. This

48



was followed by incubation with PC-10 monoclonal primary antibody, diluted 1:40 in PBS for
120 min at 25-C. The sections were then incubated for 35 min with a biotinylated horse anti-
mouse immunoglobulin. The reaction product was detected with an avidin—biotin—peroxidase
complex and diaminobenzidine was used as a chromogen substrate. Positive and negative
controls were used to assess and control the staining procedure. Sections were examined
blindly at high power (400x), and 20 fields were chosen at random. Nuclear labeling indexes
for PCNA (positive nuclei/total number of counted nuclei) were determined by evaluation of
at least 1000 hepatocyte nuclei, as previously described*®**. The specimens were processed

by a pathologist who did not know which group he belonged to the animal.

E. Statistical Analysis of Data

All data are expressed as mean * standard deviation. Statistical comparisons among
the groups were performed by Mann-Whitney test. Probability values lower than 0.05 were

considered to be statistically significant.

F. Ethic

This research was approved by the Ethic Committee in Researches using Animals

from Universidade Federal de Sergipe — UFS, with the protocol number 36/2005.

3.3 RESULTS

All data presented below were assessed 24 hr after 70% partial hepatectomy. The
plant extract had been administered daily during 4 days, using the dose of 100 mg/kg of
Hyptis fructicosa leaves aqueous extract, as previously explained. As presented in Table 1,
the individual results of liver regeneration index by each rat of both groups was assessed by
the proliferating cell nuclear antigen (PCNA) using monoclonal primary anti-PCNA antibody.
Figure 1, shows the liver regeneration index in group HF was 53,56 % =+ 18,91, significantly

increased compared to control group that presented index of 21,12 % + 8,29 (p= 0,0003).
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Table. 1 Data presented as means and standard deviation (SD). Results of individual liver
regeneration index. Liver regeneration was assessed by proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 24
hr after partial hepatectomy.

Control Group HF Group
Rat 1 11,72 Rat 1 46,69
Rat 2 18,51 Rat 2 41,50
Rat 3 20,41 Rat 3 35,31
Rat 4 23,39 Rat 4 43,01
Rat 5 25,37 Rat 5 83,05
Rat 6 16,15 Rat 6 54,90
Rat 7 14,96 Rat 7 41,39
Rat 8 38,45 Rat 8 82,68
Mean 21,12 £ 8,29 Mean 53,56 + 18,91
80 -
70 -
60
Py %
©
£ 50
c
e
® 40
(]
|
(V)
g 30 -
o
2 20
-l

-
o
1

CG

Figure 1 - Data presented as means and standard deviation of mean of liver regeneration index. The
aqueous extract of Hyptis fructicosa (oral administration during 4 days before surgery) caused a
significant increase at this parameter. Liver regeneration was assessed by proliferating cell nuclear
antigen (PCNA) 24 hr after partial hepatectomy. Statistical comparisons among the groups were
performed by Mann-Whitney test *(p= 0,0003).
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3.4 DISCUSSION

There are several studies intending to comprehend the hepatic regeneration
mechanism. It is known that some substances affect this process of regeneration. One study
showed that the immunosuppressant tacrolimus has stimulatory effect on the process of liver
regeneration after partial hepatectomy in rats'®. An important number of growth factors can
stimulate hepatoyte DNA synthesis, on primary culture, as HGF (hepatocyte growth factor),
TGF-a (transforming growth factor-a) and EGF (epidermal growth factor). Some hormones
participate on the liver regeneration process. The Norepinefrin acts on adrenegic a-1
receptors and amplifies the mitogenic signals of EGF and HGF™. The estradiol
hexahydrobenzoate also promotes liver regeneration in rats submitted to a 70%
hepatectomy®. The insulin together with glucagon stimulates the hepatocyte regeneration
either in vitro® or in vivo™'. The a2b interferon inhibits the hepatocyte proliferation when

administered after 2 or 12h of the hepatectomy®.

Also, anatomical factors can interfere. For instance, the hepatic branch of left vagus is
important for the maintenance of the regenerative ability of liver, and the hepatic vagotomy
promotes a delay in DNA synthesis®??. Partial portal vein arterialization (PPVA) is a method
of iatrogenic promotion of liver regeneration in the setting of acute liver failure treatment®.
The partial occlusion of hepatic venous drainage in rats subjected to partial hepatectomy
prolongs the proliferation of liver cells when compared to animals with veins of normal
caliber®. These data shows that liver regeneration is a complex phenomenon affected by

different factors.

In our study the aqueous extract of Hyptis fructicosa augmented the liver regeneration
in about 2,5 times compared with the control group. Former studies presented similar results
using the extract of another plant, the Hyptis pectinata®"®?°. As these plants belong to the
same gender, it is possible that both plants share factors that can stimulate the liver
regeneration, although the mechanism of this effect is yet unknown. As the Hyptis fucticosa
is a phytotherapic, it may contain different substances which perhaps produce different
effects. For instance, studies show that it has either antimicrobial effect against Gram-
positive microorganisms and antineoplastic against mouse Erlich carcinoma®. Another study

showed that Hyptis fucticosa has anti-inflammatory and antioxidant?’.

A study presented an antinociceptive effect of this plant’. This effect is similar to the

effect presented by the Hyptis pectinata in others studies?®. As the antinociceptive effect of
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Hytpis fructicosa was reversed by naloxone, it also has been suggested that this may involve
the activation of opiod receptors?. Another study shows that the liver of rats with cholestasis
express the preproenkephalin mRNA, which codes for the endogenous opioid peptide Met-
enkephalin. Furthermore, Met-enkephalin immunoreactivity is detected in hepatocytes and in
proliferating bile ductules in the cholestatic rat liver. This suggests that the opiods may have
some effect on cholestatic liver and participate on liver regeneration®®. Thus, it is plausible
that the Hyptis fructicosa effects on liver may be related with the activation of opioid

receptors.

In contrast, the diterpenoid Horminone, a substance found in Hyptis fructicosa
plants®®, was suggested to be toxic to the liver in rats®*. Other substances found in this plant
are the taxodione and hyptol®®, however no publication about the effects of these substances

on liver cells was found.

As there are few publications about the Hyptis fructicosa and the mechanism of liver
regeneration may be influenced by different factors, new studies are necessary in order to
isolate the substances presents and elucidate the mechanism which this plant enhance the

liver regeneration.

3.5 CONCLUSION

The present study shows the aqueous extract of Hyptis fructicosa leaves at dose of

100mg/kg/day can stimulate the hepatic proliferaction in rats.
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4. CAPITULO 3 - Efeito do extrato aquoso das folha s de Baccharis
trimera sobre a proliferacdo dos hepatdcitos apés hepatect  omia
parcial em ratos

Effect of aqueous extract of the leaves of Baccharis trimera on the proliferation of

hepatocytes after partial hepatectomy in rats

RESUMO

Objetivo : avaliar o efeito do extrato aquoso das folhas da Baccharis trimera sobre a
capacidade proliferativa do figado apés a hepatectomia parcial (HP) em ratos.

Métodos : 20 ratos da raca Wistar pesando entre 300 a 450 gramas foram divididos em dois
grupos: controle (HP) e teste (HP100- ratos que receberam o extrato aquoso da Baccharis
trimera durante quatro dias na dose de 100 mg/Kg/dia). No quinto dia, os animais de ambos
0s grupos foram submetidos a resseccdo de aproximadamente 70% do figado. Vinte e
quatro horas depois, eles foram sacrificados e o figado remanescente foi retirado e
preparado para ser estudado através da técnica de imuno-histoquimica PCNA. A analise
dos dados para comparagcdo entre os dois grupos foi realizada por intermédio do teste
estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Resultados : em todos os animais estudados foi verificado imunomarcacgdo nuclear positiva
mais abundante nos hepatdcitos localizados nas regides interlobulares do figado. A analise
quantitativa das células PCNA-positivas revelou indices de Positividade médios
significativamente maiores (p=0,02) no grupo HP100 (77,1+13,6) quando comparados ao
grupo HP (45,8+12,9).

Conclusdo : a administracdo do extrato aquoso das folhas de Baccharis trimera, na
concentracdo de 100 mg por quilo de animal, exerce significativo efeito positivo sobre a

regeneragao hepética em ratos.

Palavras chaves: Plantas medicinais. Hepatectomia. PCNA. Regeneracdo hepdtica.

Baccharis trimera.
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SUMMARY

Objective: To evaluate the effect of aqueous extract of the leaves of Baccharis trimera on

the proliferative capacity of the liver after partial hepatectomy (PH) in rats.

Methods: 20 Wistar rats weighing between 300 and 450 gramas were divided into two
groups: control (HP) and test (HP100-rats that received the aqueous extract of Baccharis
trimera for four days at a dose of 100 mg / kg / day). On the fifth day, animals from both
groups underwent resection of approximately 70% of the liver. Twenty-four hours later they
were sacrificed and the remnant liver was removed and prepared for study using the
technique of immunohistochemistry PCNA. Data analysis for comparison between the two
groups was made through the non-parametric statistical test Mann-Whitney test.

Results: In all animals studied was found positive immunohistochemical nuclear staining
more abundant in hepatocytes located in the interlobular regions of the liver. Quantitative
analysis of PCNA-positive cells revealed positivity rate significantly higher mean (p = 0.02) in
HP100 group (77.1 £ 13.6) compared to the HP group (45.8 +12.9).

Conclusion: Administration of aqueous extract of the leaves of Baccharis trimera, at a
concentration of 100 mg per kilogram of animal, has a significant positive effect on liver

regeneration in rats.

Keywords: Medicinal plants. Hepatectomy. PCNA. Liver regeneration. Baccharis trimera.
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4.1 INTRODUCAO

O figado € um o6rgdo que quando perde parte de seu parénquima, por injdria
quimica, viral, perda traumética acidental ou por hepatectomia parcial (HP), tem capacidade
de proliferacdo. Ele consegue restaurar a massa hepética perdida através de uma
hiperplasia global do parénquima restante'. Muitas substancias tém sido experimentadas
em animais parcialmente hepatectomizados para avaliar as suas atuacdes no processo
regenerativo’ e os produtos a base de plantas in natura aparecem como um importante
segmento nesta busca®.

Apesar de o Brasil possuir uma flora extremamente rica e uma tradicdo no uso de
plantas medicinais, na maioria das vezes, esta é fundamentada somente no conhecimento
popular, sem nenhuma comprovacdo pré-clinica ou clinica®. Entre as véarias plantas
utilizadas como fitoterdpicos tem-se a Baccharis trimera, popularmente conhecida como
cargueja, encontrada por toda a América do Sul. O primeiro registro escrito no Brasil do uso
da carqueja é de 1931, empregada na forma de infus@o de folhas e ramos para o tratamento
da esterilidade feminina e da impoténcia masculina, atribuindo-lhe ainda propriedades
tdnicas, febrifugas e estomaticas™®’®. Na ultima década, o seu uso medicinal aumentou,
principalmente para a solucdo de problemas hepéticos, disfungdes digestivas, diabetes,
obesidade e reumatismo®*°. Em funcdo do grande nimero de afeccdes hepaticas, do uso
popular da carqueja e da inexisténcia de trabalhos cientificos do efeito desta planta na
regeneracdo hepatica objetivou-se avaliar o efeito do extrato aquoso das folhas da
Baccharis trimera sobre a capacidade proliferativa do figado apds a hepatectomia parcial em
ratos.

4.2 MATERIAL E METODO

Esta pesquisa esteve de acordo com as normas éticas estabelecidas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e obteve aprovacdo do Comité de Etica da

Universidade Tiradentes com o cadastro 17062005.

As folhas de Baccharis trimera foram adquiridas secas no Mercado Tales Ferraz,

identificadas pelo Prof. Dr. Lauro Xavier, bidlogo e pesquisador do Instituto de Tecnologia e
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Pesquisa da Universidade Tiradentes. Estas foram pesadas, trituradas em moinho elétrico
até que um po de fina granulacédo foi obtido. Fez-se o extrato a partir do p6, acrescentando-
se agua destilada (3:10, p/v) sob agitacdo constante por 4 horas a 35°C, em seguida, filtrado
(pH=6,0), liofilizado e armazenado a 5°C. No momento do uso, o extrato foi dissolvido em

agua destilada na concentragéo desejada.

Nos quatro dias antecedentes ao procedimento cirargico, os 20 ratos pesando de
300 a 450 gramas utilizados no estudo foram mantidos em biotério, com ciclo de claro-
escuro natural, temperatura e umidade proprios do ambiente e alimentados com racdo e
agua ad libitum. Nesse periodo, o grupo de estudo correspondente a 10 ratos (HP100)
recebeu 100 mg/kg de extrato aquoso de Baccharis trimera e os 10 animais do grupo
controle (HP), &gua em quantidade semelhante, sem o extrato da planta. As administracdes

foram feitas por gavagem sempre no mesmo horario, em uma dose ao dia.

Os procedimentos cirtrgicos foram realizados sempre no mesmo horario, para evitar
influéncia das variag6es do ciclo circadiano. O anestésico utilizado foi o éter etilico devido ao
fato de néo possuir potencial hepatotoxico, como gases anestésicos halogenados, e néo
induzir o metabolismo de drogas ao nivel do sistema microssomial hepéatico, como os
barbitaricos. Apdés a tricotomia da parede abdominal foi realizada anti-sepsia com

polivilpirrolidonaiodo.

O acesso a cavidade peritoneal foi feito a partir de laparotomia mediana de cerca de
4 cm do apéndice xiféide em direcdo caudal. Nos dois grupos realizou-se a ressec¢do dos
lobos lateral esquerdo e mediano do figado ligando-se seus pediculos com fio de algodao 3-
0. Esta resseccéo equivale a hepatectomia de aproximadamente 70%. A parede abdominal
foi fechada em dois planos com suturas continuas de monondilon 4-0, o peritbnio e a
aponeurose num plano profundo e a pele, num plano superficial. Apds 24 horas foi realizada
nova laparotomia mediante a mesma técnica anestésica, com o intuito de retirar o figado

remanescente, e os animais foram sacrificados.

Foram utilizadas laminas silanizadas para evitar o descolamento dos cortes
histolégicos durante a coloracdo. Obteve-se cortes histolégicos de 4 mm de espessura a
partir de amostras teciduais fixadas em formol a 10% e emblocadas em parafina. Os
espécimes foram processados através da técnica imunohistoquimica pelo método da
Estreptoavidina-Biotina, utilizando anticorpos monoclonais anti-PCNA na diluicdo de 1:80

(clone PC-10; DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca). Os cortes foram submetidos a recuperacao
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antigénica através de tratamento por microondas (700W), realizando-se 3 ciclos de 5
minutos cada em &cido citrico 10mM (pH 6.0). ApGs a incubagdo com 0s anticorpos
primérios e secundarios, assim como com o complexo Estreptoavidina-Biotina (kit SABC,
DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca), procedeu-se a revelagdo dos cortes utilizando-se solugéao

cromogena de diaminobenzidina a 0,03% e contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer.

Ap6s a marcacdo imunohistoquimica foi realizada uma andlise quantitativa da
expressao das proteinas PCNA, na qual foi contado o numero de células imunomarcadas
em 1.000 selecionadas aleatoriamente em secc¢éo histolégica. Assim, para cada caso foram
confeccionadas 5 secc¢des histoldgicas seriadas de 5um de espessura, separadas entre si
por uma distancia de 10um; em cada lamina foram fotomicrografados 10 campos
histolégicos (ampliacdo de 400x) selecionados por casualizagdo sistematica. Desta forma,
os campos foram selecionados da esquerda para direita e de cima para baixo; para cada
campo selecionado seguiu-se dois campos desprezados, até atingir o total de 10 campos.
As imagens fotomicrografadas foram digitalizadas por meio de software de captura de
imagens Olympus 2000®. Foram considerados PCNA positivas, os hepatocitos que
apresentavam imunorreatividade restrita ao nucleo, representada por coloragdo de cor
acastanhada e/ou amarelada, independente da intensidade da coloragédo. Para contagens
de células positivas, foi utilizado software UTHSCSA ImageTooI®, versado 3.0. Por fim foi
obtido um indice de positividade (IP) para cada proteina investigada através da formula
abaixo descrita:

IP = NUmero de células positivas X 100

1.000 células aleatoriamente

A analise dos dados foi realizada utilizando-se o software de analise estatistica
SPSS 6.0, por intermédio do teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney para

comparacdo entre os dois grupos.

4.3 RESULTADOS

Em todos os animais estudados verificou-se imunopositividade do PCNA sendo a
marcacao escassa ha regido circunjacente a veia centrolobular hepatica e mais abundante

nas regides interlobulares (figura 1). A analise quantitativa das células PCNA-positivas
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revelou IPs médios significativamente maiores (p=0,02) no grupo HP100 (77,1+13,6) quando
comparados ao grupo HP (45,8+12,9)(figura 2).

Figura 1. Regides centrolobular e interlobular dos grupos controle (A e B) e teste (C e D),
exibindo imunomarcacdo nuclear positiva para PCNA. Notar que os hepatécitos
imunomarcados (setas) s8o escassos na regido imediatamente circunjacente a veia
centrolobular (*) e abundantes nas regifes interlobulares em ambos os grupos (SABC, 200x).

100 - *
80 -
60 -
40 -
20 -

PCNA-positivas

Indice IP de células

-

HP HP100

Grupos Experimentais

Figura 2. indice médio de positividade (IP) de células PCNA-positivas nos grupos
experimentais. (*) Diferenga estatisticamente significativa (p=0,02).
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4.4 DISCUSSAO

Y

A populacdo brasileira jA se habituou a utilizacdo de espécies vegetais amargas
gquando tem problemas hepaticos ou relacionados com digestdo e a carqueja € uma das
espécies mais utilizadas nesta ocasido™. O figado metaboliza as substancias absorvidas
pelo tubo digestivo expondo-se aos seus componentes, por isso muitas plantas usadas
empiricamente no tratamento de desordens hepéticas tém merecido comprovacao cientifica.
Estas podem nao produzir efeito, causar beneficio ou, em contra partida, ser toxica a este

6rgao™?.

Estudos fitoquimicos da carqueja revelaram a presenca de terpenos, carquejol,

1314 " varios efeitos

derivados clerodane, saponinas e glicosideos além de flavondides
bioldgicos dessas substancias tém sido estudados e se atribui aos flavondides muitos
desses efeitos, a exemplo de atividades anti-inflamatéria, antialérgica, anticarcinogénicalS,
além de antioxidante, hepatoprotetora™ e relaxante da musculatura lisa**. A ocorréncia
natural nesta planta desses compostos constituiu o interesse para a avaliacdo do efeito do

extrato da Baccharis trimera na proliferacdo hepatica.

A restauracdo da massa hepética apds hepatectomia parcial em humanos parece
ocorrer em duas a trés semanas, e se completa apds trés meses'” '8, Devido & limitacdes no
uso de figado humano para o estudo da regeneracdo, a maioria das informacdes sobre este
processo tem sido proveniente de modelos in vivo com pequenos animais (ratos e
camundongos) ou utilizando células hepaticas em cultura (in vitro)*°. O processo proliferativo
hepético em ratos assemelha-se ao da proliferacdo do figado humano, o que justifica seu
amplo uso em varias areas da pesquisa biomédica (enddcrina, celular, genética e
molecular)®. Optou-se na presente pesquisa por ratos devido ao baixo custo tanto de
aquisicdo como de manutencdo e por apresentarem elevada resisténcia a infeccdo e ao
trauma cirdrgico. Escolheu-se animais jovens visto que a idade pode comprometer a

resposta regenerativa pos-hepatectomia parcial®*

e do género masculino visando atenuar a
reconhecida influéncia dos estrégenos na regeneracdo hepética®. Para avaliar a atividade
proliferativa do hepatdcito foi utilizado o PCNA por ser uma proteina nuclear que esta
associada com o ciclo celular, ser essencial para a sintese de DNA e sua coloracéo
funcionar como um marcador das células que estdo em reproducao?.

A presenca de células imunopositivas em maior quantidade proximo ao espaco porta
verificado nos dois grupos estudados corrobora ao fato de cerca de 80% da sintese de DNA
ocorrer na proximidade desse espaco, indicando que os hepatdcitos localizados nas regides

interlobulares replicam o DNA mais precocemente que aqueles proximos a veia
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centrolobular®. E provavel que este achado esteja relacionado ao fato de os fatores
envolvidos na proliferacdo hepética chegarem primeiro nas regides interlobulares por serem

carreados principalmente pela veia porta.

A andlise quantitativa das células PCNA-positivas revelou IPs médios
significativamente maiores (p=0,02) no grupo que fez uso da carqueja, 0 que demonstra o
efeito estimulante da Baccharis trimera na regeneracdo do figado de ratos. Achados
semelhantes foram verificados com a utilizacdo de outros extratos de plantas como a Hyptis
pectinata® e Sida cordifolia®. Esse efeito positivo na proliferacdo dos hepatdcitos pode estar
relacionado com a propriedade antioxidante dos flavondides, pois estes regulam as
atividades de enzimas antioxidantes, modulam receptores nucleares e atuam sobre a
expressdo génica®. Varios antioxidantes classicos tém se mostrado protetor dos hepatécitos
contra a peroxidacdo lipidica e inflamacdo, evitando assim a ocorréncia de necrose
hepética?’. Além disso, pode esté relacionado & atividade vasorelaxante do extrato da B.
trimera®, pois com o relaxamento da musculatura lisa pode ocorrer um aumento no fluxo
sanguineo para o figado e com isso um maior aporte de substancias que participam do

processo proliferativo do hepatdcito.

Pesquisas sobre a regeneracdo hepatica e de fatores que podem acelerar esse
processo tem uma importante relevancia para a area da saide'. Este estudo pioneiro,
portanto merece ser complementado com o intuito de identificar os principios ativos
presentes na Baccharis trimera e os mecanismos que participam no estimulo da proliferagéo

do hepatdcito.

Conclui-se que a administracdo do extrato aquoso bruto liofilizado das folhas de
Baccharis trimera, na concentracdo de 100mg por quilo de animal, exerce significativo efeito

positivo na proliferacdo do figado de ratos.
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5. CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS — A insercdo d a
Pesquisa na Tematica Satde e Ambiente e na Otica In  terdisciplinar:

O trabalho com o tema EFEITO DOS EXTRATOS AQUOSOS DE Hyptis fruticosa E
Baccharis trimera SOBRE A PROLIFERACAO DO FIGADO APOS HEPATECTOMIA PARCIAL EM
RATOS foi desenvolvido na perspectiva de duas linhas de pesquisa do programa de
mestrado saude e ambiente da Universidade Tiradentes: Linha 2 — Enfermidades e Agravos
a Saude de Impacto Regional, na &rea de atuacdo - Avaliagdo experimental de plantas
medicinais regionais; e na Linha 3 — Produtos Naturais e Saude, na area de atuacdo —
aplicacdo de produtos naturais em saude.

No Mundo, crescem as pesquisas cientificas na area de produtos naturais. A
populacdo costuma fazer uso de muitas espécies de plantas de forma empirica sem nenhum
respaldo cientifico quanto a eficacia e a seguranca, o que justifica estudos nesta area. E
importante que se conheca as plantas da regido que sao utilizadas como medicinais, em
Sergipe a Hyptis fruticosa, popularmente conhecida como “alecrim do campo” e a Baccharis
trimera, conhecida como carqueja, sao utilizadas empiricamente para doencas do trato
gastrointestinal. Paralelamente, um nimero grande da populacdo é acometida por doencas
do figado, como: hepatite, cirrose, neoplasias e traumas. Varias destas pessoas
necessitardo de uma hepatectomia parcial como forma de tratamento, desta forma, qualquer
alternativa que busque diminuir o tempo de pds-operatério € importante. Estudos tem sido
realizados na tentativa de compreender melhor o mecanismo de regeneracao do figado e de
novas substancias que acelerem esse processo.

A natureza interdisciplinar desta pesquisa esta bem expressa na clara inter-relacéo
entre profissionais de diversas &reas do saber envolvidos na sua execuc¢do, dentre eles:
cirurgido geral, hepatologistas, enfermeiros e académicos de medicina e enfermagem — na
realizacdo dos procedimentos cirtrgicos e cuidados dos animais; biélogos e académicos de
biologia — na selecdo de peso e preparo do extrato da planta; Patologista — na analise
morfologica das laminas.

Outrossim, além da relevancia da pesquisa e da contribuicdo para a construcdo do
conhecimento interdisciplinar sobre os produtos naturais e seu impacto regional, espera-se a
sua publicacdo no meio cientifico em revista indexada nacionalmente, desde de que, o

trabalho sobre o efeito do extrato aquoso da H. fruticosa foi enviado para Acta Cirurgica
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Brasileira e o estudo do efeito do extrato aquoso da B. trimera esta em fase final de

formatagéo para envio a Revista do Colégio Brasileiro de Cirurgides.

ANEXO
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