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Beneficial Effects of Supplementation with Ilex
Paraguariensis (Yerba Mate) Extract in
Healthy Rats

Efeitos Benéficos da
Suplementacdao com Extracto de
Ilex Paraguariensis (Erva Mate)

em Ratos Saudaveis.

RESUMO: O extrato de Ilex paraguariensis é consumido
desde a antiguidade, entretanto, apenas na ultima década
ele comecou a ser estudado. O intuito da pesquisa foi in-
vestigar os efeitos in vivo do extrato de I. paraguariensis
como um suplemento nutricional sobre o metabolismo
basal em ratos. Desenvolveram-se experiéncias com ratos
Wistar, suplementados oralmente durante 45 dias (0,7 g/
kg de peso corporal). Quais foram analisados os niveis
séricos de glicose, triglicerideos, colesterol, calcio, creati-
nina, fosfatase alcalina e transaminases. Também foram
feitos estudos histopatoldgicos dos 6rgaos de interesse. Os
resultados demostraram que o ganho de peso foi seme-
lhante nos trés grupos de animais e o peso corporal ndo
diferiu significativamente nos grupos suplementados do
grupo de controle. Uma diminuigdo significativa no co-
lesterol total e um aumento nos niveis de colesterol HDL
foram observados nos animais suplementados. Histologi-
camente, ndo ha evidéncia de danos hepéticos ou aos teci-
dos renais dos ratos suplementados com I. paraguariensis.

ABSTRACT: The extract of Ilex paraguariensis has been
consumed since ancient times, however, only in the last de-
cade has it begun to be studied. The purpose of the research
was to investigate the in vivo effects of I. paraguariensis ex-
tract on basal metabolism in rats. Experiments were car-
ried out with male Wistar rats, orally supplemented for 45
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days (0.7 g/kg BW). Serum levels of glucose, triglycerides,
cholesterol, calcium, creatinine, alkaline phosphatase and
transaminases were analyzed. Histopathological studies
of the organs of interest were also performed. The results
showed that weight gain was similar in the three groups of
animals and body weight did not differ significantly in the
supplemented groups from the control group. A significant
decrease in total cholesterol and an increase in HDL cho-
lesterol levels were observed in the supplemented animals.
Histologically, there is no evidence of liver or kidney tissue
damage in the rats supplemented with I. paraguariensis.

.....................................

A obesidade tem sido uma preocupagéo crescen-
te em muitos paises, com isso, o interesse na atualidade
pelo ramo da pesquisa é encontrar uma forma de conter
essa epidemia (KIM et al.,, 2015). I. paraguariensis (Aqui-
foliaceae), planta nativa cultivada em paises sul-america-
nos e amplamente consumida nessas regides, demonstrou
ter efeitos na perda e controle de peso corporal em huma-
nos (AVENA et al., 2019). Estudos também indicam que
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o extrato aquoso de I. paraguariensis reduz o colesterol
total e as lipoproteinas de baixa densidade em individuos
com altos niveis séricos de lipidios, tornando-o um ex-
trato promissor para o tratamento da obesidade (CHOI
et al., 2017). Do mesmo modo foi narrado a reducdo das
concentragdes de colesterol sérico e triglicérides em ani-
mais experimentais alimentados com uma dieta rica em
colesterol (BARROSO et al., 2019).

Na medicina popular, a infusio de I. paraguarien-
sis tem sido usufruida no tratamento de certas doencas,
por exemplo, disturbios hepaticos, digestivos, reumatis-
mo, artrite e outras doengas inflamatorias, ademais obe-
sidade, hipertensao e hipercolesterolemia. Esses efeitos
foram ligados aos fitocompostos presentes nos extratos L.
paraguariensis (DE OLIVEIRA et al,, 2018). Em particu-
lar, a concentracio de cafeina, qual contribui para a ativi-
dade lipolitica e termogénica. E a presenca de saponinas,
que interferem no metabolismo do colesterol e retardam
a absor¢io intestinal das gorduras dietéticas (DICKEL et
al., 2007). As folhas de I. paraguariensis também contém
quantidades significativas de vitaminas (C, B) e compos-
tos inorganicos tais como zinco, célcio, boro, fosforo,
cobre, ferro, manganés e potassio que sdo de particular
interesse devido a sua importancia no metabolismo e de-
senvolvimento humano (RAMIREZ et al., 2022). Levando
em conta o consumo anual per capita de I. paraguariensis
(5 a 6 kg de folha seca) na América do Sul, estudos que
analisaram o efeito da I. paraguariensis in vivo e a nivel
basal figuram justificaveis.

Desse modo, este estudo teve como objetivo in-
vestigar os efeitos in vivo do extrato de I. paraguariensis
(erva-mate) usado como suplemento nutricional no me-
tabolismo basal em ratos. Ademais, 6rgdos como, figado,
baco, rim e coracio foram dissecados para andlise histo-
patologica.

As amostras de 1. paraguariensis (IP) foram lo-
gradas em um estabelecimento comercial. O extrato hi-
droalcodlico foi preparado de acordo com a Farmacopéia
Argentina (2018). A partir de 100 gramas de folhas secas,
foram obtidos 1000 mL de extrato. O extrato obtido foi fil-
trado e seco num evaporador rotativo, depois ressuspenso
em agua com etanol nas doses apropriadas. Os animais
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foram divididos em um grupo controle (dgua/etanol) e
em dois grupos que receberam o extrato por gavagem (0,7
e 0,35 g/kg de peso corporal) durante 45 dias (n = 6 ani-
mais/grupo (CEYSTE-CES 00632/2021, CONICET-CCT-
-Santa Fe) .

Peso corporal

O peso corporal foi avaliado no inicio de cada
semana e no final da experiéncia. No final da fase de su-
plementacéo (45 dias), os animais foram eutanizados apds
um jejum de 8 horas. Para detectar os seus potenciais efei-
tos toxicos, o cora¢io, os rins, o figado e o bago foram
dissecados e pesados, e seus pesos foram comparados en-
tre os grupos suplementados e os de controle. Realizou-se
coletadas de amostras de sangue de todos os animais para
separar o soro para testes bioquimicos (YOUNG, 2001).
Sendo separado em aliquotas e armazenado a -80°C até
a conclusio da andlise do soro para determinagio da gli-
cose, triglicerideos totais, colesterol total, colesterol HDL,
creatinina e célcio (TRINDER et al., 1960; RAMIREZ et
al., 2022). Também foram determinadas as enzimas fos-
fatase alcalina (AP), transaminase glutdmica oxaloacé-
tica (GOT) e transaminase glutamato-piruvada (GPT)
(FRANKEL, 1970). Em todos os casos, as determinagoes
bioquimicas realizaram-se com kits comerciais (laborato-
rio Wiener, Riobamba 2944 - (S2003GSD) Rosério - Ar-
gentina).

Processamento e coloragao de drgaos

Os 6rgaos foram removidos apos necropsia e fi-
xados em formalina a 10%. Sucedeu-se a selecio e roti-
neiramente coradas com hematoxilina e eosina, de acordo
com a metodologia convencional (CULLING, 1965). As
observagdes histopatoldgicas verificaram-se com um mi-
croscopio leve (Olympus, Japao) para avaliagdo histologi-
ca. Pelo menos cinco se¢des foram visualizadas e fotogra-
fadas com ampliacdo de 4 - 400 X.

Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no IN-
FOSTAT versao 2020p (UNC, Argentina), com dados
expressos como média = S.D. Foi utilizado o teste de
compara¢io multipla de Duncan, p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.
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wd NUtricao.

Peso corporal dos ratos

Os resultados mostraram que o ganho de peso foi
semelhante nos trés grupos experimentais e que o peso
corporal ndo diferiu significativamente nos grupos suple-
mentados do grupo de controle (Tabela 1). Além disso,
durante o periodo de exposi¢do, ndo foram observados
sintomas toxicos nas doses administradas, tanto a nivel
fisico como comportamental geral. Nenhum animal mor-
reu durante o estudo e todos foram eutanizados no final
do periodo experimental. Apds a eutanasia dos animais,
os orgdos foram retirados e pesados; nenhuma lesdo mi-
croscopica ou macroscdpica foi detectada nos ratos na ne-
cropsia.

Tabela 1. Varia¢des no peso corporal apds 45 dias
de suplementacao

Grupos Peso Corporal

Control 244,88 + 20,31
DB 250,15 + 18,58
DA 247,53 + 22,11

Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo (n=6,
em cada grupo). (*) Indica diferenca estatisticamente signi-
ficativa (p < 0,05). PC: peso corporal. DB: Dose baixa. DA:
Dose alta.

Apds a necropsia, foram registrados os pesos re-
lativos de cinco 6rgaos vitais e foram observadas mudan-
¢as significativas nos grupos de teste em comparagdo com
o grupo de controle (tabela 2). I. paraguariensis reduziu os
pesos relativos do figado, cora¢do e bago. Por outro lado,
o peso relativo dos rins aumentou significativamente nos
grupos que recebem extrato de I. paraguariensis. Entre-
tanto, como nio foram observadas alteracdes histopatold-
gicas nesses estes animais, nao consideramos o peso rela-
tivo como importéincia bioldgica.
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Tabela 2. Varia¢des no peso relativo dos o6rgaos
de ratos apos 45 dias de suplementagdo

Orgaos  Control Suplementado
Coragao 0,335+ 0,09 0,336 +0,07
Baco 0,239 + 0,08 0,208 + 0,09*
Rins 0,379 + 0,11 0,409 +0,07*
Figado 3,601 +0,14 3,316 +0,13*

Os dados sdo expressos como média + desvio padrio. (*)
Indica diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05). Os
valores correspondem aos 6rgdos dos ratos suplementados
com a maior dose. (n = 6).

Avalia¢io morfologica

A andlise morfologica dos figados de ratos de-
mostrou que os hepatdcitos do grupo de controle (Fig.
la), mantiveram seu tamanho e caracteristicas normais.
Resultados semelhantes foram observados nos grupos
suplementados com extrato de I. paraguariensis (fig. 1b),
que mostraram hepatdcitos com caracteristicas fisiologi-
cas normais (parénquima hepatico normal, incluindo cor-
das hepaticas normais, veias centrais e dreas de portal). A
figura 2a apresenta a avaliagdo microscopica dos tecidos
renais de ratos controle e suplementados. O tecido de ra-
tos suplementados com I. paraguariensis durante 45 dias
demostrou um padrio de estrutura sem altera¢des histo-
patoldgicas, semelhante ao dos grupos de controle (Figura

2b).
Medidas de laboratorio

O efeito da suplementagdo de I. paraguariensis
sobre os pardmetros bioquimicos é visualizado na Tabela
3. Nao houve diferenga nos niveis de glicose entre os trés
grupos de animais, controle e suplementados. Entretanto,
a suplementagdo com extrato de I. paraguariensis dimi-
nuiu significativamente os niveis de colesterol. Além dis-
so, foram detectados niveis mais altos de colesterol HDL
em ambos os grupos suplementados em comparag¢ao com
o controle. Houve uma diminui¢io nos niveis de enzimas
GOT, qual poderia indicar um efeito positivo na suple-
mentag¢do. Contudo, foi observado um aumento dos ni-
veis da enzima de fosfatase alcalina (AP). Os niveis de cre-
atinina e calcio ndo foram afetados pela suplementagio.

NUTRICAO EM PAUTA
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Figura 1. Exame microscépico do tecido hepdtico de ratos. A: Control. B: Suplementado

com I. paraguariensis. Hematoxilina & Eosina; ampliagdo, x400.

Figura 2. Exame microscépico do tecido renal de ratos. A: Control. B: Suplementado com

I paraguariensis. Hematoxilina & Eosina; ampliagdo, x400.
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Tabela 3. Varia¢des dos parametros bioquimicos séricos apds 45 dias de suplementagao

Teste Control
Glu mg/dL 110,1 + 37,15
TC mg/dL 66,08 = 10,53
TG mg/dL 144,6 + 34,39
HDL mg/dL 26,04 + 4,29
AP IU/L 351,33 + 159,15
GOT IU/L 89,10 = 29,10
GPT IU/L 52,42 + 20,73
Creatinin mg/dL 0,67 + 0,22
Calcium mg/dL 8,67 +£2,04

Tlex DB Tlex DA
121,35 + 34,84 114,99 + 35,37
46,23 + 7,04* 47,12 + 6,55%
149,04 + 32,75 146,28 + 30,53
38,11 +2,74* 36,06 + 3,98*

394,60 + 129,04
76,67 = 28,09

398,0 £101,23*
54,18 £ 23,01*

39,69 + 24,96 37,56 + 22,87
0,61 0,18 0,62 + 0,24
8,55+ 1,27 8,71 £ 1,16

Os valores sdo expressos como média e desvio padrdo. As determinagdes foram feitas apos 8 horas de jejum. DB =
dose baixa. DA= dose alta (n= 6, para cada grupo). U/L: unidades por litro.

Em contraste com estudos anteriores, nio fo-
ram observadas alteracdes no peso corporal dos animais
suplementados neste estudo (KIM et al., 2015). Como o
padrao de ganho de peso corporal nos grupos suplemen-
tados com I. paraguariensis ndo diferiu significativamente
do grupo de controle, pode-se inferir que o extrato nao
tende a produzir danos nos tecidos e ndo aparenta inter-
ferir na absorcao de nutrientes. Os efeitos de I. paragua-
riensis sobre os parametros bioquimicos também foram
considerados neste estudo. Na presente investigacao, ndo
foi observada nenhuma redugdo nas concentragdes de gli-
cose e triglicerideos totais em individuos suplementados
com diferentes doses de I. paraguariensis. E possivel que
as mudancas nos lipidios séricos sejam relativamente sutis
porque os mesmos niveis de ingestdo caldrica foram man-
tidos. Entretanto, uma diminui¢do nos valores de coleste-
rol sérico foi evidente nos animais suplementados com 1.
paraguariensis, sugerindo um efeito na excregao biliar e/
ou reducio da absor¢do de colesterol, embora o mecanis-
mo de sua diminuigao nao seja compreendido (AVENA et
al., 2019). Este efeito foi ligado aos fitocompostos (sapo-
ninas e polifendis) presentes no extrato I. paraguariensis,
que atuam sinergicamente na redugdo dos lipidios plas-
maticos observados neste e em estudos anteriores (CHOI
et al., 2017). Além disso, foi observado um aumento nos
niveis de colesterol-HDL em animais suplementados. Em
nosso estudo, foram determinadas as transaminases (ALT
e AST) e a fosfatase alcalina. Essas enzimas sdo conside-
radas marcadores de danos ao figado. Na presente inves-
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tigacdo, foi observada uma diminui¢do significativa da
enzima aspartato aminotransferase no grupo suplemen-
tado com a dose mais alta em comparagdo com o grupo
de controle. Isto sugere que a suplementacido nao causou
danos celulares as células hepaticas (DE ANDRADE et al.,
2012). Verificou-se que os niveis de enzimas de fosfatase
alcalina aumentaram significativamente nos animais su-
plementados em comparag¢do com os animais de controle.
Este aumento em si ndo representa um efeito nocivo so-
bre a célula hepatica, e isto foi corroborado por estudos
histopatoldgicos, nos quais o tecido hepdtico preservado
era evidente nos ratos suplementados com I. paraguarien-
sis. Nenhuma alteracdo dos niveis de calcio e creatinina
se observou nesta investigagdo, sugerindo que nas doses
testadas I. paraguariensis ndo altera o funcionalismo renal
em ratos Wistar (LEIBOVITCH et al., 1991). Este estu-
do também demonstrou claramente que a suplementagio
oral com extrato de I. paraguariensis ndo causou altera-
¢des histopatologicas em 6rgaos como o rim e o figado em
animais suplementados.

Em conclusio, considerando os dados bioquimi-
cos juntamente com os achados histopatologicos, pode-se
concluir que o extrato de I. paraguariensis é um produto
natural, seguro e apresenta qualidades importantes para o
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desenvolvimento de novos produtos ou suplementos ali-
mentares, com aplicagdes em diferentes dreas da inddstria
alimenticia.

........................................................
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