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RESUMO

A isquemia hepética, devido a interrupcdo do fluxo sanguineo, é utilizada na
resseccdo hepatica, transplante e em sangramentos decorrentes de traumas. O
objetivo deste trabalho foi estudar a protecdo do parénquima hepatico durante
periodo de isquemia e reperfusdo sob efeito de llex paraguariensis. Dezoito
ratos Wistar com trés meses foram distribuidos em trés grupos: grupo controle
com administrag&o de soro glicosado 5%, grupo N-acetilcisteina 10%, grupo llex
paraguariensis (900 pg/mL), todos com clampeamento da triade hepéatica e 30
minutos de isquemia seguidos por 15 minutos de reperfusdo. Os animais foram
levados a eutanasia, sob anestesia por exosanguinacdo. O figado foi analisado
por microscopia Optica, observando-se dilatacdo, congestdo da veia
centrolobular e dos sinuso6ides. Concluiu-se que llex paraguariensis é capaz de
manter a estrutura morfoldgica do parénquima hepatico quando comparada a
acdo da N-acetilcisteina na lesdo de isquemia e reperfusdo hepéatica em ratos.
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ABSTRACT
USE OF THE ANTIOXIDANT llex Paraguariensis IN THE INJURY OF
LIVER ISCHEMIA AND REPERFUSION: A HISTOMORPHOLOGIC
STUDY

Due to the blood flow interruption, liver ischemia is used in surgical procedures
of hepatic resection, transplantation, and secondary hemorrhage from trauma.
The objective of this study was to protect the liver parenchyma during ischemia
and reperfusion under the effect of llex paragiariensis. Eighteen three-month-
old Wistar mice were divided into three groups: control group with
administration of serum glucose 5%, group N-acetylcysteine 10%, and group
llex paraguariensis 900 mg/mL. Every group had the liver triad clamped and
thirty minutes of ischemia followed by 15 minutes of reperfusion. The animals
were taken to euthanasia under anesthesia by blood removal. Their livers were
examined by optical microscopy, and they were found as expanded and with the
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center-lobular vein and sinusoids congested. In conclusion, Ilex paraguariensis
was verified as capable of maintaining the morphological structure of the liver
parenchyma compared to the effect of N-acetylcysteine in the injury of liver

ischemia and reperfusion in mice.

KEYWORDS: Liver, Ischemia, Reperfusion.

INTRODUCAO

A lesdo de isquemia e reperfusdao
tem sido objeto de estudo gracas ao
avancgo nas cirurgias de transplantes de
figado e hepatectomias, seja por
afeccBes tumorais ou no trauma’.
Nesses estudos, modelos experimentais
tém sido utilizados e a descompressao
do territério venoso esplancnico torna-
se procedimento necessario  para
garantir a estabilidade das condicdes
circulatorias e metabodlicas durante o
periodo  de isquemia hepatica®>.
Entretanto, com um tempo padronizado
de no maximo 30 minutos é possivel
realizar uma isquemia (manobra de
Pringle) como modelo para estudo da
lesdo de isquemia®.

Sabe-se que 0 processo isquémico
gera lesdes que envolvem mecanismos e
vias metabolicas celulares complexas.
Entretanto, na reposicdo do fluxo
sanguineo, no periodo de reperfusdo,
verifica-se um agravamento na lesdo do
parénquima>®.

Nos organismos submetidos a
isquemia hepatica seguida de reperfuséo,
ocorre  interagdo  complexa  entre
alteracGes microvasculares, liberacdo de
mediadores inflamatdrios, producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs),
ativacdo de neutréfilos, plaquetas,
MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dezoito ratos
Wistar, machos, com idade de trés
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células de Kupffer e células endoteliais
sinusoidais. A ativacdo dessas células
pode levar a liberagdo de fator de necrose
tumoral e fator de ativacdo plaquetaria,
que causam danos a membrana celular,
membrana  mitocondrial  interna e
endotélio, levando aos disturbios na
microcirculacdo hepatica®.

Esclarecendo os mecanismos de
ocorréncia da lesdo, pode-se alterar sua
evolucdo empregando estratégias de
protecdo ao o6rgdo. Dentre estas,
destaca-se 0 emprego de substancias
que, por diferentes mecanismos de acéo,
promovem reducdo do dano celular, seja
atuando como antioxidantes  ou
minimizando a acdo dos produtos
decorrentes da fase isquémica ou na
vigéncia de uma doengca cronica,
reduzindo o dano hepatico e
contribuindo para melhorar a fungéo
hepatica’.

Dessa forma, visando a preservacao
do parénguima hepatico, o objetivo foi
estudar substancias com capacidade ja
conhecida como antioxidante, um tiol de
baixo peso molecular, a N-Acetilcisteina,
e comparar com o componente fendlico
presente na llex paraguariensis, nas fases
de isquemia e reperfuséo.

meses, oriundos do Biotério Central da
FURG. Foram alimentados com ragéo
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apropriada para a espécie e oferta livre
de agua potavel, e distribuidos em trés
grupos de seis animais: grupo controle,
grupo N-acetilcisteina (NAC) e grupo
llex paraguariensis. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica CEPAS/
FURG n° 44/2007.

No grupo controle  foram
realizados 0s seguintes procedimentos:
0s animais foram anestesiados com
Tiopental 200mg.Kg™ de peso, tendo via
de acesso intraperitoneal na regido
lateral da pata traseira direita, sendo
considerado anestesiado 0 animal que
perdeu o reflexo corneo-palpebral e o
reflexo de retirada ao estimulo doloroso
por preensdo da pata traseira. A
antissepsia foi feita com solugéo de
clorexidine 4% na 4area operatoria,
sendo utilizado um campo fenestrado
esterilizado.  Ap6s, foi realizada
laparotomia mediana, inspe¢do da
cavidade abdominal e identificacdo do
pediculo hepético. A seguir, a artéria
hepatica, a veia porta e o ducto hepético
comum foram clampeados, utilizando-se
pinca vascular para cirurgia
microscopica.

Apds os 30 minutos de isquemia,
0 clampeamento foi removido e foi
realizada a reperfusdo por 15 minutos. A
seguir, o animal foi levado a eutanasia
ainda sob efeito da anestesia e foi feita a
ressec;do do figado para posterior
analise histologica. O soro glicosado 5%

RESULTADOS

A intensidade da congestdo
vascular dos sinuséides hepaticos e da
dilatacdo da veia centrolobular em ratos
submetidos a 30 minutos de isquemia e
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foi administrado 15 minutos antes do
clampeamento da triade hepética (0,2
mL).

No grupo NAC, o procedimento
anestésico, bem como o operatério,
seguiu conforme o protocolo cirdrgico
do grupo controle, sendo a NAC
administrada 15 minutos antes do
clampeamento da triade hepatica, numa
solucdo a 10% (0,2 mL). Isso também
foi valido para o grupo llex
paraguariensis, no qual a substancia foi
ministrada 15 minutos antes do
clampeamento da triade hepatica, na
concentracdo de 900ug de solucdo (0,2
mL).

A eutandsia foi realizada por
exosanguinagdo, com o animal sob
anestesia, em seguida do periodo de
reperfusdo. Logo, o figado removido foi
submetido a cortes de aproximadamente
1cm x 1cm que foram conservados em
solucdo de formaldeido 10%, para
exame histolégico pela coloragdo de
hematoxilina-eosina, sendo observada a
presenca ou auséncia de congestdo da
veia centrolobular, espaco porta e
sinusOides hepéticos, bem como a
presenca de vasodilatacao.

Os achados foram graduados em
cruzes, de acordo com a sua
intensidade, em discreta (+), moderada
(++) e acentuada (+++); quando
ausentes foi utilizado o sinal (-).

15 minutos de reperfusdo do parénquima
hepatico de animais dos grupos controle,
N-acetilcisteina e llex paraguariensis, foi
observada a_microscopia @ptica pela
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coloracéo hematoxilina-eosina e (Tabelas 1 e 2, Figuras 1, 2 e 3).
quantificada pelo método de cruzes

TABELA 1 - Intensidade da congestdo vascular dos sinusoides hepaticos
Controle I/R NAC Ilex paraguariensis

Congestao vascular dos
sinusoides hepaticos
+ = discreta; ++ = moderada; +++ =acentuada; - = ausente
I/R=isquemia e reperfuséo NAC= N-Acetilcisteina

+++ + +

TABELA 2 — Intensidade da dilatacdo da veia centrolobular

Controle I/R NAC Ilex paraguariensis

Dilatacdo da veia

+++ + +
centrolobular

+ = discreta; ++ = moderada; +++ =acentuada; - = ausente
I/R=isquemia e reperfusédo NAC= N-Acetilcisteina

FIGURA 1 — Fotomicrografia mostrando parénquima hepético de rato pertencente ao grupo Controle.
Observa-se parénquima hepatico congesto e com vasodilatagdo. H.E.100X.

7

FIGURA 2 — Fotomicrografia mosrando parenqma hepético de rato pertencente ao grupo NAC.
Observa-se presenca discreta de congestdo vascular. H.E. 100X.
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FIGURA 3 — Fotomicrgrafa m
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strando parénquima hepatico de rato pertencente ao grupo llex

paraguariensis, presenca de congestdo vascular dos sinusdides hepaticos e dilatacdo da veia

centrolobular. H.E. 10 X100X.
DISCUSSAO

Estudos tém sido realizados sobre
a lesdo de isquemia e reperfusdo
hepéatica, visando a minimizar as
injarias ao parénquima que podem ser
causadas por chogque hemorragico, sepse
tardia, cirurgia por grandes traumas,
resseccdo de tumores e o préprio
transplante hepético®.

O modelo de isquemia hepatica
total sem derivacdo porto-sistémica,
durante 30 minutos (manobra de
Pringle) possibilita um estudo da leséo
de isquemia e reperfusdo hepatica®.
Assim, este modelo de isquemia e
reperfusdo permite estudar as lesdes do
parénquima hepatico e o wuso de
substancias capazes de atuar como
antioxidantes com comprovacao in vitro
ou in vivo.

Os antioxidantes sdo agentes
responsaveis pela inibigdo ou redugdo
das lesbes causadas pelas espécies
reativas de oxigénio (EROs) nas células
durante a isquemia. Na fase de
reperfusdo ha um aumento da producgéo
dessas EROs. Esse aumento €
provocado pela ativacdo de células de
Kupffer e de neutrofilos, acdo da
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xantina oxidase, pela conversdao da
adenosina a xantina e hipoxantina e pela
converséio de Oxido nitrico a
peroxinitrito. Estudos tém evidenciado
que os antioxidantes endégenos como,
por exemplo, a glutationa permitem as
células uma protecdo aos danos
provocados pelas EROs’.

No periodo de 30 minutos de
isquemia, autores observaram congestao
vascular e aumento no numero de
lisossomas a microscopia 6ptica. Lauz
et al. constataram vasodilatacdo com
congestdo vascular progressiva,
diretamente proporcional ao tempo de
isquemia®, e que, ao utilizar um tiol de
baixo peso molecular, a estrutura do
parénquima hepatico ficava preservada
no periodo de isquemia. Houve
manutencdo da arquitetura tecidual do
figado, com a veia centrolobular sem
dilatacdo ou discreta congestéo vascular,
capilares sinusodides sem alteragdes,
mostrando acdo protetora ao tecido na
fase isquémica’.

Na busca de outras substancias
capazes de minimizar a injuria causada
no periodo de isquemia e reperfusdo,
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optou-se neste estudo pela llex
paraguariensis, substancia que
apresenta na sua constituigdo um
componente fendlico com propriedades
antioxidantes, ja estudado no grupo de
Baisch et al’. Essa substancia
demonstrou propriedades relaxantes
sobre o musculo liso vascular em um
estudo in vitro em mesentério de ratos.
Em outro estudo in vivo, foi observado
que, apés o uso via oral da llex, esta
mostrou menor produgdo de EROs
quando foi avaliada a quantidade de
peroxido de hidrogénio®.

Neste estudo foi realizada uma
andlise histomorfoldgica, a fim de
observar a estrutura do parénquima
hepatico, bem como a microcirculacéo.
Foi observada a manutencdo da
arquitetura das colunas de hepatécitos
que se estendem entre 0 espago porta e a
veia centrolobular, bem como o0s
sinuséides (foto 1, foto 2, foto 3).
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