EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DA HYPTIS PECTINATA
SOBRE A PROLIFERACAO DE HEPATOCITOS APOS
HEPATECTOMIA PARCIAL !

EFFECT OF THE AQUEOUS EXTRACT OF HYPTIS PECTINATA ON
HEPATOCYTE PROLIFERATION AFTER PARTIAL HEPATECTOMY

RESUMO

Objetivo - O uso de plantas medicinais tem au-
mentado mundialmente. Entdo, € necessario saber seus
possiveis efeitos a fim de estabelecer seu uso correto
em seres humanos. Dessa forma, neste trabalho se pro-
pOs a estudar os efeitos do extrato aquoso das folhas
da Hyptis pectinata, popularmente conhecida como
“sambacaitd” ou “canudinho”, sobre a regeneracdo
hepatica apds hepatectomia parcial em ratos. Métodos
- Dez ratos foram divididos em 2 grupos: grupos HP,
que foi submetido a hepatectomia de 67% apo6s 4 dias
de administracdo de agua destilada; e o grupo HP100,
que foi submetido a hepatectomia parcial e administra-
¢do oral de 100 mg/kg do extrato aquoso da Hyptis
pectinata pelo mesmo periodo de tempo. Todos os
animais foram sacrificados 24 horas ap6s o procedi-
mento cirdrgico. A regeneracdo foi analisada através
do método de imuno-histoquimica PCNA, usando o
anticorpo monoclonal PC-10. Resultados - O indice
de regeneracdo hepatica estava significativamente ele-
vado no grupo HP100 (p<0,05). Conclusées - O pre-
sente estudo mostra que o extrato aquoso das folhas
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ABSTRACT

Objective - The use of medicinal plants has
increased worldwide. Therefore, it is necessary to
know their possible effects in order to establish their
correct use on human beings. Taking it into account,
the objective of this study was to assess the effects of
the aqueous extract of Hyptis pectinata leaves, popularly
known as “sambacaita” or “canudinho”, on liver
regeneration after partial hepatectomy in rats. Methods
- Ten rats were divided into 2 groups: HP group, which
underwent 67% hepatectomy after 4 days of distilled
water administration; and HP100 group, which was
submitted to partial hepatectomy and oral administration
of 100 mg/kg of the aqueous extract of Hyptis pectinata
for the same period of time. All animals were sacrificed
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24 hours after the surgical procedure. Liver regeneration
was evaluated by immunohistochemical staining for
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) using the PC-
10 monoclonal antibody. Results - The hepatic
regeneration index was significantly increased in HP100
group (p<0.05). Conclusions - The present study
shows that the aqueous extract of Hyptis pectinata
leaves can stimulate liver regeneration at 100 mg/kg.

Key words - Liver regeneration; Partial
hepatectomy; Hyptis pectinata; medicinal plant.

INTRODUCAO

Nas tltimas décadas, a utilizagdo de plantas medici-
nais como op¢do de tratamento e cura tem aumentado
em todas as classes sociais das mais diversas regides
do mundo. Sabe-se que 80% da populacao do planeta
jé fizeram uso de algum tipo de erva, sendo 30% por
indicagdo médica'.

A Organizacdo Mundial de Saude recomenda o
uso de fitoterapicos como forma de reduzir os custos
dos programas de satde publica, provendo mais facil
acesso para a populagdo mais pobre, em especial nos
paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos?.

No Brasil, o uso de ervas medicinais € bastante
tradicional e amplo. E, a cada dia, tem se tornado mais
comum devido a disseminac¢do da moda naturalista ¢
ao alto custo dos produtos farmacéuticos indus-
trializados.

O pais tem uma flora extremamente rica, com
cerca de 55 mil espécies vegetais catalogadas, sendo
que 10 mil podem ser consideradas medicinais, aro-
maticas e uteis®>*. Entretanto, faltam trabalhos
cientificos que comprovem a eficdcia no tratamento
das enfermidades e recursos para poder isolar os
compostos ativos das substancias estudadas e transfor-
ma-los em medicamentos.

A Hyptis pectinata (L.) Poit ¢ uma erva da familia
Lamiaceae, popularmente conhecida no Brasil como
“sambacaita” ou “canudinho”. E uma planta herbacea
com folhas aromaticas e com linhas cruzadas. As flores
sdo pequenas, agrupadas em inflorescéncias,
hermafroditas, pentameras, zigomorfas e bilabiadas.

Seu uso na medicina popular se da em inumeras
situagdes, entre elas: rinofaringite, congestdo nasal e
doencas de pele’, problemas gastricos e febre®; infec-
¢des bacterianas e fingicas’. Em Sergipe, além do que
foi citado, € utilizada na inflamagao, na dor e cicatrizagao
de feridas. Os efeitos antiedematogénico e antinocicep-
tivo foram comprovados a partir de seu extrato aquoso®.
Também foi comprovado seu efeito hepatoprotetor
apos hepatectomia parcial’.
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O ¢leo essencial da Hyptis pectinata contém 33
compostos, com predomindncia de monoterpenos
(95,8%). Os principais constituintes sdo “?-cymene”,
timol e B-terpineno. Juntos, correspondem a 68% do
total da planta. Provavelmente, a propriedade anti-séptica
¢ exercida pelo timol®.

Diante do exposto, neste trabalho se propos a ava-
liar o efeito do extrato aquoso bruto das folhas da Hyptis
pectinata sobre a capacidade regenerativa do figado
apos hepatectomia parcial.

METODOS

A — Coleta da planta e preparo do extrato
bruto aquoso

As folhas da Hyptis pectinata foram colhidas na
horta de plantas medicinais do Campus da UFS e, depois
de separadas, foram secas em estufa com circulagéo e
renovagdo de ar quente (modelo MA-037) a 37° C até
completa desidratacao.

Elas foram pesadas, trituradas em moinho elétrico
até que um po de fina granulacao fosse obtido. O extrato
foi feito a partir do pd, acrescentando-se agua destilada
(3:10, p/v) sob agitagdo constante por 4 horas a 35° C.
Em seguida, foi filtrado (pH=6,0), liofilizado e
armazenado a 5° C. No momento do uso, o extrato foi
dissolvido em agua destilada nas concentragdes
desejadas.

B — Animais

Utilizaram-se 10 ratos da raga Wistar, machos,
pesando entre 180 e 250g. Os animais foram mantidos
em biotério, com ciclo de claro-escuro natural,
temperatura ¢ umidade proprios do ambiente e alimen-
tados com ragdo e agua ad libitum. Extratos de Hyptis
pectinata foram administrados durante os 4 dias antece-
dentes a cirurgia, constituindo o estudo do efeito agudo
das folhas da planta.

Os animais foram divididos em 2 grupos:

— Grupo HP (hepatectomia - controle): constituido
por 5 animais submetidos a hepatectomia parcial e
administragdo oral de agua uma vez ao dia.

— Grupo HP100: constituido por 5 animais
submetidos a hepatectomia parcial e administragao oral
de 100 mg/kg de extrato aquoso bruto de Hyptis
pectinata nos 4 dias antecedentes a cirurgia.

C — Procedimento cirtirgico

Os procedimentos cirargicos foram realizados
sempre no mesmo hordrio, para evitar influéncia das



variacdes do ciclo circadiano. O anestésico utilizado
foi o éter etilico devido a sua praticidade, pelo fato de
ndo possuir potencial hepatotdxico, como gases
anestésicos halogenados, e ndo induzir o metabolismo
de drogas ao nivel do sistema microssomial hepatico,
como os barbittricos'. Utilizou-se polivilpirrolidona-
iodo na anti-sepsia da parede abdominal apds sua
tricotomia.

O acesso a cavidade peritoneal foi feito a partir de
laparotomia mediana de cerca de 4 cm do apéndice
xifoide em dire¢do caudal. Em seguida, realizou-se a
hepatectomia parcial, ressecando-se os lobos lateral
esquerdo e mediano e fazendo ligadura de seus pediculos
com fio de algoddo 3-0. Essa ressec¢do equivale a
aproximadamente 67% do volume do figado''. A parede
abdominal foi fechada com suturas continuas de
mononailon 4-0, deixando o peritonio e a aponeurose
num plano profundo e a pele, num plano superficial.

Os animais foram submetidos a nova laparotomia
para retirada do remanescente hepatico apos 24 horas.
Utilizou-se a mesma técnica anestésica. Posteriormente,
foram sacrificados.

D — Método de anilise da regeneracio
hepatica

A técnica de imuno-histoquimica PCNA foi
realizada através do uso do anticorpo monoclonal
priméario anti-PCNA (PC-10; DAKO A/S, Glostrup,

Dinamarca). Os figados foram fixados em formalina
10% e embebidos em parafina. Pedagos foram cortados
a 4 um e colocados em laminas revestidas de poli-L-
lisina, desparafinados, reidratados em séries de alcool,
colocados em PBS e tratados com perdxido de hidro-
génio 2%, em metanol, por 15 minutos para bloquear a
atividade end6gena da peroxidase. A colora¢do imuno-
histoquimica foi feita pelo método peroxidase-anti-
peroxidase e a técnica do complexo avidina-biotina.
Diaminobenzidina foi usada como substrato
cromogénico'>13,

As laminas foram analisadas em microscopios
com aumento de 400X e 20 campos foram escolhidos
aleatoriamente. Os indices de rotulagdo nuclear para
PCNA foram feitos a partir da contagem de, pelo
menos, 1000 hepatdcitos.

E — Analise estatistica dos dados

A analise dos dados foi realizada utilizando-se o
software de analise estatistica SPSS. Foi feita estatistica
descritiva bem como o teste de Mann-Whitney para
comparagdo dos grupos.

RESULTADOS

Os resultados do estudo da regeneragdo hepatica
por imuno-histoquimica (PCNA) estdo apresentados
no Figura 1 e na Tabela 1.
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Figura 1 — Indice de regeneragio hepatica

HP100*
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Tabela 1 — Resultados individuais da regenerag@o hepatica, mostrando a percentagem de hepatdcitos em divisdo

HP HP100
Rato 1 38% 64%
Rato 2 22% 39,6%
Rato 3 40% 64%
Rato 4 24% 38,6%
Rato 5 27,2% 55,2%
Total 30,24 £ 8.2 52,28 £ 12,6

O grupo HP100 apresentou diferenca estatisti-
camente significativa quando comparado com o grupo
HP (controle), com p=0,028.

DISCUSSAO

De acordo com a Mitologia Grega, Prometeu
roubou dos deuses do Olimpo o segredo do fogo e o
deu aos homens. Por isso, foi castigado por Zeus a ter
seu figado devorado diariamente por uma aguia. No
entanto, durante a noite, ele se regenerava, provendo a
aguia incessante alimentagao.

Portanto, ¢ de longa data que se reconhece a
existéncia do processo de regeneracdo hepatica. Mais
recentemente, o interesse por elucidar todos os seus
mecanismos se tornou bastante eminente. Nesse
sentido, tentou-se, neste trabalho, observar o efeito do
“sambacaita” sobre a regeneragdo do figado. Sabendo
que, em Sergipe, essa planta ¢ empiricamente utilizada
como cicatrizante em feridas, acreditava-se a priori
que, de alguma maneira, ela pudesse ser capaz de
estimular os fatores de crescimento epidérmico, entre
eles o EGF (“epidermal growth factor”).

Esta cientificamente comprovado que o EGF
exerce efeitos estimulantes sobre a regeneragdo
hepatica'. Nos hepatocitos em divisdo, foi mostrado
que ha elevada concentragdo de receptores desse fator
na membrana ¢ no nucleo celular. Sua atuagdo ¢
sinérgica com a insulina e com o IGF-1 (“insulin-like
growing factor”), aumentando a sintese de DNA".
Também ha indicios de que possa inibir a apoptose!'®.

Um outro mecanismo de a¢do da Hyptis pectinata
a ser considerado é o ja comprovado efeito anti-
inflamatorio®. Foi mostrado que o extrato aquoso de
suas folhas pode atuar como inibidor da ciclo-
oxigenase, além de atuar positivamente sobre receptores
opioides. Sabe-se que varios fatores inflamatorios,
como o TNF-alfa (tumor necrosis factor - alpha) e a
bradicinina, atuam favorecendo a proliferagdo das
células hepatocitarias. Assim, poder-se-ia esperar que
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0 “sambacaitd” inibisse a regeneracdo hepatica por sua
a¢do anti-inflamatoria. Entretanto, essa acdo sé foi
significante com concentragdes acima de 300 mg/kg.
Conseqiientemente, esse mecanismo parece ndo estar
relacionado ao aumento da regeneragdo na concentragao
de 100 mg/kg.

Diante do exposto, os mecanismos de agdo e as
substancias responsaveis por eles ndo puderam ser
estabelecidas com este trabalho. Mais estudos sdo
necessarios para que se possa esclarecer a atuagio da
planta sobre a regeneragdo hepatica.

CONCLUSAO

Conclui-se que a administragdo durante 4 dias do
extrato aquoso bruto liofilizado das folhas da Hyptis
pectinata, na concentra¢do de 100 mg/kg de animal,
exerce significativo efeito estimulante sobre a
regeneracdo do figado apds hepatectomia parcial de
67% em ratos.
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