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RESUMO

Objetivo: Estudar o efeito do extrato da llex paraguariensis nas
aminotransferases de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo (IR) hepaticas.
Métodos: Foram utilizados 24 Ratos Wistar machos distribuidos em: Grupo
controle (GC), Grupo llex 90 dias (GI-90), Grupo llex 60 dias (GI-60), Grupo llex
30 (GI-30). Foi administrado aproximadamente 900ug de llex paraguariensis via
oral diariamente por 30 dias no grupo GI-30, por 60 dias no grupo GI-60 e por
durante 90 dias no grupo GI-90; no grupo controle (GC) administrou-se agua ad
libitum por 90 dias. A isquemia hepatica foi de 30 minutos em todos os grupos e
seguida de reperfusdo de 45 minutos. Os animais foram anestesiados via
intramuscular com xilazina (25mg/kg)/ketamina (50mg/kg™). Apds completado
o periodo de reperfusao foi realizada coleta de sangue venoso e dosagem das
aminotransferases, seguida de eutandsia por exosanguinagdo. Resultados: Os
niveis de AST e ALT foram significativamente semelhantes ao do grupo controle.
Concluséo: Neste estudo ndo se encontraram alteragfes dos niveis de alanina-
aminotransferase e aspartato-aminotransferase, quando se compararam 0s
grupos experimento (90, 60 e 30 dias) e o grupo controle.

PALAVRAS-CHAVE: Isquemia-reperfuséo, figado, llex paraguariensis

ABSTRACT
llex paraguariensis effects on aminotransferases in rats subjected to
hepatic ischemia and reperfusion
This study was aimed at measuring the effects of llex paraguariensis on
aminotransferases of rats subjected to hepatic ischemic and reperfusion. A total
of 24 male and adults Wistar rats was distributed into the following groups:
Control Group (CG), 90-day llex Group (IG-90), 60-day llex Group (IG-60), and
30-day llex Group (IG-30). Approximately 900mg of llex paraguariensis was
administered orally daily for 30 days in 1G-30, for 60 days in I1G-60, 90 days in
IG-90, and in CG water ad libitum was administered for 90 days. The hepatic
ischemia occurred within 30 min in all groups, and reperfusion in 45 min. The
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animals were anesthetized with intramuscular xylazine (25 mg/kg™)/ketamine
(50 mg/kg'l). After the completion of the reperfusion period, venous blood was
collected and measurement of aminotransferases was performed, followed by
euthanasia by bleeding. Results showed the levels of alanine aminotransferase
(AST) and aspartate aminotransferase (AST) significantly similar to the CG. In
conclusion, no changes were found in levels of AST and ALT, when comparing
experimental groups (90, 60 and 30 days) with the CG.

KEYWORDS: Ischemia, reperfusion, liver, rats.

RESUMEN
Efecto de llex paraguariensis en aminotransferases ratos fase higado
isquemiay reperfusion

Objectivo: Estudiar el efecto del extracto de Illex paraguariensis de
aminotransferasas em ratas sometidas a isquemia y reperfusion (I/R) del
higado. Métodos: 24 ratas Wistar macho divididas en: grupo control (GC), Grupo
llex 90 dias (IG-90), Grupo llex 60 dias (IG-60), Grupo llex 30 dias (IG-30). Se
administr6 aproximadamente 900ug de llex paraguariensis por via oral
diariamente durante 30 dias en el GI-30, durante 60 dias en el GI-60, y 90 dias
en el GI-90; al grupo control (GC) se administré agua ad libitum durante 90 dias.
Isquemia hepatica fue de 30 minutos en todos los grupos, seguida de
reperfusion durante 45 minutos. Los animales fueron anestesiados por via
intramuscular con xilazina (25mg/kg'l)/ketamina (50mg/kg'1). Después de la
finalizacion del periodo de reperfusién se recogié de la sangre venosa y los
niveles de medicion de las aminotransferasas, seguida de la eutanasia por
exosanguinacion. Resultados: Los niveles de AST y ALT fueron
significativamente similares a los del grupo control. Conclusién: Este estudio no
encontr6 cambios en los niveles de AST y ALT, en la comparacién entre los
grupos experimentales (90, 60 y 30 dias) con el grupo control.

PALABRAS CLAVE: isquemia-reperfusion, higado, llex paraguariensis

INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas
técnicas operatérias para o controle do
sangramento durante certos
procedimentos cirdrgicos que
envolvem o figado é essencial para o
sucesso do ato operatério, pois ha
alguns topicos que ainda necessitam
ser superados, tais como a lesdo de
isquemia e reperfusdo, preservacao,
rejeicdo e infeccao.

Durante a interrupcdo do aporte
sanguineo gerado por essa manobra,
promove-se no tecido uma hipoxia das
células. Inicia-se assim uma sequéncia
de eventos bioquimicos, que envolvem
mecanismos e vias metabdlicas
celulares complexas, tendo como
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resultado final a morte celular'??.

Dessa forma, ao esclarecer os
mecanismos de ocorréncia da leséo de
isquemia/reperfusdo, pode-se alterar
sua evolugcdo empregando estratégias
gue possam minimizar ou evitar tal
lesdo. Dentre estas se destaca 0 uso
de substancias que por diferentes
mecanismos de acdo, promovem uma
reducdo do dano celular pela acdo
antioxidante.

Entretanto, sdo poucos os relatos
cientificos sobre os efeitos de plantas
medicinais na lesdo de isquemia e
reperfusdo. Os flavondides também séo
substancias com propriedades
antioxidantes e se encontram nos
vegetais verde-escuros e na llex
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paraguariensis (erva-mate), contendo um
ndmero variavel de grupos fendlicos*>®”.

Essa acdo antioxidante dos
flavondides aplica-se a neutralizacéo
das espécies reativas de oxigénio
(EROS), anulando os efeitos negativos
destas sobre as células ®.

A llex paraguariensis tem sido
motivo de pesquisa pelo seu consumo
no sul do Brasil. Pesquisas tém
demonstrado que essa substancia tem
efeito hipocolesterolémico,
hepatoprotetor, estimulante do sistema
nervoso central, diurético e benéfico ao
sistema cardiovascular (vasodilatador
em endotélio) de ratos®**?,

Neste estudo os autores
objetivaram avaliar o efeito da llex
paraguariensis nas aminotransferases
de ratos submetidos a isquemia e
reperfusédo hepética

MATERIAIS E METODOS

Foram utlizados 24 ratos
linhagem Wistar, machos, adultos, com
peso aproximado de 350g. A presente
pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa na area da salde
da FURG, sob o numero do protocolo
21/2009, e seguiu o0s preceitos
internacionais da experimentacdo em
animais.

Para o estudo, os animais foram
distribuidos nos seguintes grupos:

Grupo Controle — GC (n = 06):
receberam através da via oral agua
potavel sem administracdo de
substancia, foram submetidos a
leséo hepatica por isquemia durante
30min e reperfusdo de 45min.
Realizada a coleta do material para
analise do padrdo da amostra.

Grupo llex paraguariensis 90 dias —
GI-90 (n = 06): foi administrada llex
paraguariensis diariamente para o0s
animais, em média 20mL/dia da
infusdo, numa concentracdo de 900
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pgramas de llex paraguariensis via
oral, durante 90 dias.

Grupo llex paraguariensis 60 dias —
GI-60 (n = 06): foi administrada llex
paraguariensis diariamente para 0s
animais, em média 20mL/dia da
infusdo, numa concentracdo de 900
pgramas de llex paraguariensis via
oral, durante 60 dias.

Grupo llex paraguariensis 30 dias —
GI-30 (n = 06): foi administrada llex
paraguariensis diariamente para 0s
animais, em meédia 20mL/dia da
infusdo , numa concentracao de 900
pgramas de llex paraguariensis via
oral, durante 30 dias.

Procedimento da fracao

O extrato simples foi obtido a partir
de 55¢g de erva-mate destilada em agua
potavel durante 15 minutos a 80°C.
Depois de filtrado, o extrato aquoso foi
diluido em 500mL de &gua potéavel.

Procedimento operatdrio

Os animais foram  assim
delineados em ordem decrescente de
dias, para que no momento do
procedimento operatério todos
estivessem com a mesma idade. Os
animais foram anestesiados com
associacdo dos farmacos: xilazina
25mg/ kg' e cetamina 50mg/kg™ por
via intramuscular. No 90° dia de
experimento, foi realizada a cirurgia e
coletou-se a primeira amostra de
sangue pela veia cava caudal, seguida
do clampeamento da triade hepatica
por 30 minutos com posterior
reperfusdo por 45 minutos apds
retirado o clampe. A segunda coleta de
sangue foi realizada a seguir com
puncdo da veia cava caudal, e o
animal, ainda sob efeito de anestésico,
foi levado a eutanasia.

Coleta do material

Foi realizada a coleta de sangue
no periodo pré-clampeamento e apos
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isquemia e reperfusdo, pela veia cava Assessoria e Andlise Estatistica

caudal, para realizar a quantificacdo (Instituto de Matemética, Estatistica e
das enzimas no analisador bioquimico Fisica — IMEF/FURG). Nas tabelas
Selectra 11®. Estudou-se a aspartato encontram-se 0s resultados de cada
aminotransferase (AST) e alanina animal, assim como a média (MD) e o
aminotransferase (ALT), utilizando-se desvio-padrédo (DP) de cada grupo,
um kit especifico para cada uma das realizados em teste ANOVA.
enzimas citadas, kit Labtest® (IFCC,
2002). RESULTADOS
Analise estatistica Analise bioquimica

Os dados foram anotados no As andlises bioquimicas das
protocolo do trabalho e submetidos a enzimas aminotransferases podem ser
analise estatistica, pelo Nuacleo de observadas na tabela 1, 2.

TABELA 1 — Analise de variancia, considerando um nivel de significancia de 5%, para
enzima AST.

AST

GCA G90A GG60A G30A GCB G90B G60B G30B
177 87 98 143 395 457 344 390
161 73 62 109 398 214 446 413
91 81 94 100 497 430 213 677
111 87 67 119 586 455 296 676
108 95 113 146 408 421 438 148
152 123 123 195 490 875 288 549
Média 133,33 91,00 92,83 135,33 462,33 475,33 337,50 475,50
Desvio- 34,51 17,30 24,34 34,47 76,01 216,23 91,20 202,33

padréo
*GC grupo controle; G90 grupo 90 dias; G60 grupo 60 dias; G30 grupo 30 dias
** A grupos pré-isquemia; B grupos pés-isquemia e reperfusdo

TABELA 2 — Andlise de variancia, considerando um nivel de significancia de 5%, para
enzima ALT.

ALT

GCA G9OA G60A G30A GCB GYB Go60B G30B

62 47 31 47 244 705 534 198

68 35 37 30 385 467 396 262

51 34 40 36 504 206 148 631

54 42 40 41 810 222 165 563

60 36 37 43 770 572 402 388

52 43 34 58 591 390 705 358
Média 57,83 39,50 36,50 42,50 550,66 427,00 391,66 400,00
Desvio 6,65 5,24 3,51 9,61 219,39 196,03 214,16 168,34

Padréo
*GC grupo controle; G90 grupo 90 dias; G60 grupo 60 dias; G30 grupo 30 dias
** A grupos pré-isquemia; B grupos pés-isquemia e reperfusdo
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Nao houve diferenca estatistica
nos niveis das aminotransferases nos
ratos do grupo controle e dos grupos
experimentais no  periodo  pré-
isquemia, o que também foi verificado
no periodo pos-isquemia e reperfusdo
hepéatica. No entanto, quando
comparamos 0s periodos pré-isquemia
com o periodo pés-isquemia e
reperfusdo hepatica para o0s niveis
séricos de AST e ALT, o grupo controle
€ 0S grupos experimentais séo
significativamente diferentes: grupo
controle (p= 0.0017) e o0s grupos
tratados com llex paraguariensis,
durante 90 dias (p= 0.0004), 60 dias
(p=0.0252) e 30 dias (p= 0.0012).

DISCUSSAO

Periodos de isquemia induzidos
por exclusdo vascular do figado por
clampeamento da triade hepatica total
do figado sdo muitas vezes necessarios
durante diversos procedimentos como
traumas hepaticos, resseccdes e
transplantes. No entanto, sabe-se que a
isquemia e principalmente a reperfusao,
ao mesmo tempo que evita ou minimiza
sangramentos durante a cirurgia, induz
a diferentes intensidades de sofrimento
hepatocelular.

Estudos experimentais tém sido
realizados com o intuito de verificar a
eficacia do wuso de substancias
antioxidantes no sentido de prevenir ou
atenuar as lesdes decorrentes da
isquemia e reperfusdo. Entretanto,
ainda sdo poucos os relatos a respeito
do uso de plantas medicinais com esse
fim, o que motivou os autores a fazer
uso da llex paraguariensis, em razdo
de ser a mesma largamente utilizada
pela populagcdo do extremo sul da
América do Sul. Aproximadamente
30% da populacdo ingere mais de 1
L/dia, na forma de chimarrdo ou de
cha. O consumo se faz por hébito
cultural ou na medicina popular, como
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no tratamento das dificuldades na
digestdo, dores de cabeca, artrite,
reumatismo, obesidade e doencas do
figado™.

As propriedades terapéuticas
atribuidas ao vegetal estado
relacionadas ao conteudo -cafedlico.
Sabe-se que este e seus derivados
apresentam propriedades
antioxidantes Da mesma forma
gue o acido cafedlico, a quercitina, um
flavondide encontrado nas espécies de
llex, apresenta propriedades anti-
radicais livres, também atividade
antioxidagédo lipidica e relaxante de
anéis de aorta'®*’.

Estudos mostraram as
propriedades antioxidantes dos
extratos de llex paraguariensis,
apontadas pela diminuicdo da
oxidabilidade das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), tanto in vitro
quanto in vivo’. Esses efeitos foram
atribuidos a presenca de substancias
flavonéides no vegetal. Os flavondides
sdo um grupo de substancias com
propriedades antioxidantes e descrito
seu uso nas doengas vasculares onde
estdo envolvidas inflamagbes da
parede®.

Neste estudo foi avaliada a leséo
de isquemia e reperfusédo no figado no
tempo de 30 minutos de isquemia
seguida de reperfusdo por 45 minutos
em animais que foram submetidos a
ingestdo de diferentes tempos de llex
paraguariensis (90, 60, 30 dias).
Optou-se pela via oral, pois o habito de
matear se faz por ingestdo de infusdo
tomada diariamente.

Ao utilizar o modelo de isquemia
e reperfusdo hepatica analisaram-se
as dosagens bioquimicas das enzimas
hepaticas para avaliagdo da ocorréncia
de lesdo no parénquima do figado,
como forma de validar tal modelo. Tais
enzimas possuem papel importante
nas alteracbes dos niveis séricos
relacionados a disfuncdo organica®™.

14,15
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Foram avaliadas as mensuracfes das
aminotransferases (AST e ALT).

A mensuracgao sérica alterada das
aminotransferases indica a lesédo
hepatocelular. A ALT é um marcador
mais especifico de lesdo hepatocelular,
estando presente no figado, rins,
coracéo, musculo-esquelético e
pancreas, enquanto AST tem ampla
distribuicdo, ocorrendo em 6rgdos como
coracdo, figado, musculo-esquelético,
rins e pancreas. No figado, a AST ocorre
predominantemente nas mitocdndrias
(80%) e 20% no citoplasma, enguanto
ALT esta confinada ao citoplasma® %%,

Em relacdo as aminotransferases,
neste estudo ndo se encontraram
alteracBes dos niveis de AST e ALT,
quando se compararam 0S Qrupos
experimento (90, 60 e 30 dias) com o
grupo controle. Entretanto, observou-
se que houve uma tendéncia
estatistica do grupo 60 dias a
apresentar niveis enzimaticos menores
gue o grupo controle.

Estudo recente mostrou que a llex
paraguariensis, quando comparada a
um antioxidante hepatoprotetor como a
N-acetilcisteina via endovenosa,
minimiza a lesdo no parénquima
hepatico sob o0 ponto de Vvista
histomorfolégico; entretanto, quando se
analisa a atividade enzimética ndo se
observa uma agcdo que mantenha 0s
valores das aminotransferases proximos
dos niveis da normalidade®. Assim,
buscou-se o efeito antioxidante quando
a llex paraguariensis foi administrada via
oral. No presente estudo os achados
bioquimicos nao foram suficientes para
demonstrar um efeito da llex
paraguariensis em minimizar a lesdo
hepéatica pela analise das enzimas
aminotransferases do figado de ratos,
ainda que estatisticamente tenha havido
uma tendéncia do grupo 60 dias a
apresentar niveis enzimaticos menores
que o grupo controle.

Com o intuito de esclarecer os
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mecanismos de acdo da llex
paraguariensis no tecido hepético
submetido a lesdo de isquemia-
reperfusdo, sugere-se continuidade das
pesquisas neste campo, aplicando-se
outras metodologias de andlise das
lesbes.
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