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ARTIGO ORIGINAL

AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS E HEMATOLOGI-
COS EM RATAS GESTANTES TRATADAS COM EXTRATO AQUOSO

DE PIPER METHYSTICUM: OBSERVACOES PRELIMINARES
EVALUATION OF BIOCHEMICAL AND HEMATOLOGICAL PARAMETERS IN PREGNANT
RATS TREATED WITH AQUEOUS EXTRACT OF PIPER METHYSTICUM: PRELIMINARY OB-
SERVATIONS

Lsabel Cristina Branddo®, Ménica. S. Suzuki**, Lucimar Las Casas*** Vera Maria Peters#

RESUMO
Objetivo: No presente trabalho sao avaliados parimetros hematolégicos e bioquimicos de ratas expostas ao extrato aquoso
de Piper methysticum no periodo de implantagio do blastocisto. Métodos: Quarenta ratas Wistar prenhes foram organiza-
das aleatoriamente nos grupos controle e tratado, que receberam respectivamente 1 ml de 4gua destilada e 10 mg de extrato
aquoso de kava / kg de peso corporal em 1 ml de dgua destilada. O tratamento foi feito por via intragdstrica, duas vezes ao
dia, nos dias 5, 6 e 7 pds - inseminacio (1° dia=espermatozéide no esfregaco) e eutanasiadas, no 15° dia de prenhez, por
exsanguinagio total (puncio cardiaca) sob anestesia. Resultados: houve leucopenia e aumento significativo na dosagem de
Transaminase Glutimico Oxalacética (TGO) entre os animais do grupo tratado. Contudo, nio foram observadas altera-
goes histopatoldgicas no figado. Conclusao: O extrato aquoso de kava-kava, administrado a ratas prenhes, parece nao causar
toxicidade hepdtica, embora tenha evidenciado leucopenia e aumento de TGO.

PALAVRAS-CHAVE:
Piper methysticum. Bioquimica. Hematologia. Prenhez. Ratas Wistar.

ABSTRACT
Aims: To evaluate biochemistry and hematological parameters in pregnant rats treated with aqueous extract of Piper
methysticum. Methods: Forty pregnant rats were randomly distributed into two groups: Control that received 1ml of
distilled water and treated with 10mg of aqueous extract of kava/kg/body weight, by gavage, twice a day, from day-6
to 7 post insemination (day 1 = spermatozoa visible in the vaginal smear). Euthanize was performed by exsanguina-
tions via cardiac punction under anesthesia (ketamine plus xylazine) at 14 post insemination day. Results: Treated
animal presents leucopenia and higher concentration of TGO. No histopathologic alteration was observed in the
liver. Conclusion: The Piper methysticum aqueous extract seems do not cause hepatotoxicity, but cause leucopenia
and increase the plasmatic level of TGO.

KEey WORDs:
Piper methysticum. Biochemistry. Hematology. Pregnancy. Wistar Rat.

1 INTRODUCAO methysticum, um arbusto com folhas largas em forma de coracio,
membro da familia da pimenta-do-reino (Piperaceae) (FETROW et
al., 2000).

O kava ¢ um extrato derivado do rizoma e da raiz secos de Piper
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Figura 1: Folha de Piper methysticum. In: http://www.herbalfire.com/images/
kava-kava.jpg
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A Piper methysticum, conhecida como Kava, ¢ uma planta nativa
de muitas ilhas do sul do Pacifico e foi usada cerimonialmente por
milhares de anos (FETROW et al., 2000).

As partes subterrneas do kava contém elevadas quantidades de
kavalactonas, os ingredientes farmacologicamente ativos da planta,
enquanto os alcaldides estio presentes somente em quantidades
pequenas. Os alcal6ides estao concentrados nas folhas e caules e parecem
ser as principais toxinas de plantas associadas 3 hepatotoxicidade
humana e animal NERURKAR et al., 2004).

Os componentes biologicamente ativos sdo obtidos a partir da
substitui¢io quimica da estrutura pirona bdsica. Os ingredientes
farmacologicamente ativos sdo: iangonina, desmetoxi—iangonina,
5,6—desidrometisticina, 11-metoxi-iangonina e 11-metoxi-nor-
iangonina, sendo que a metisticina, a cauaina, a diidrometisticina e
a diidrocauaina sio componentes ativos de estrutura 5,6-diidro-alfa-
pirona. A pipermetistina ¢ um alcaléide isolado das folhas de kava
(FETROW et al., 2000).

O extrato de kava parece util no tratamento da ansiedade,
pois demonstrou redugio nos escores na Escala de Ansiedade de
Hamilton. Em experimentos com animais de laboratério, observou-
se que o extrato de kava ¢ capaz de inibir convulsio induzida

dihidrokauaina,

metisticina e dihidrometisticina parecem possuir efeito analgésico

experimentalmente. As kavalactonas kauaina,
significativo, agindo por uma via que nio a opidide. A kauaina
possui atividade inibitéria da ciclooxigenase in vitro; as kavalactonas
metisticina e diidrometisticina mostraram efeito protetor contra dano
de tecido cerebral em ratos submetidos a isquemia (CLARE et al.,
2002; DALLAS et al., 2004; PEPPING et al., 1999).

O efeito ansiolitico do extrato de kava ainda ndo foi
devidamente elucidado, mas acredita-se que os receptores GABA
estejam envolvidos, uma vez que o kava compartilha, com os
benzodiazepinicos, efeitos semelhantes sobre o sistema nervoso
central. Outros mecanismos sugeridos incluem redugio da
neurotransmissao excitatéria ao diminuir a liberagio de glutamato e
inibi¢o reversivel na monoamino oxidase B (MAO-B) noradrenalina
ou antagonismo da dopamina (CLARE et al., 2002; DALLAS et al.,
2004; KATZUNG et al., 2003; PEPPING et al., 1999).

A posologia indicada para a terapéutica da ansiedade humana
baseia-se no contetido de cavapironas, que varia de acordo com a
preparacdo. A dose ideal para controle da ansiedade consiste em 50
a 70 miligramas de cavalactonas purificadas, trés vezes ao dia. Isso
equivale a 100 — 250 mg de extrato de raiz seca de kava trés vezes ao
dia. Como hipnético, pode-se utilizar uma dose de 180 — 210mg de
kavalactonas, de 30 minutos 4 uma hora antes de deitar (FETROW
et al., 2000; KATZUNG et al., 2003).

Na maioria dos pacientes os efeitos adversos sio discretos nas

doses recomendadas. Esses efeitos consistem em formigamento na
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boca e indisposi¢io gastrintestinal; com o uso crénico foi observado
pele seca, escamosa, pigmentada e olhos avermelhados, podendo
estar relacionado ao metabolismo do colesterol. Foi também descrita
esfoliacio na palma das maos, planta dos pés, antebragos, costas e
pernas, que sio efeitos adversos da ingestao por longo prazo de dosagens
toxicas de kava. Incluem hiperuremia, hiperbilirrubinemia, hematdria,
hipoalbuminemia, linfocitopenia, trombocitopenia (FETROW et al.,
2000; KATZUNG et al., 2003; PEPPING et al., 1999).

Estudos 7 vitro sugerem que a inibi¢do pelas Kavalactonas das
enzimas P450 humanas, responsdveis pelo metabolismo de mais de
90% das drogas, poderia potencializar a interagoes medicamentosas e
promover toxicidade hepdtica (NERURKAR et al., 2004).

Na literatura antiga, a ingestdo cronica de uma média de 63g,
diariamente, de pé de raiz crua, via preparagdes tradicionais, ¢
descrita como néo s6 induzindo A erupg¢do cutinea, mas também
lesando figado, cora¢io e pulmées. Contudo, a relagio risco-
beneficio dos extratos de kava permanece melhor em comparagio
com aquela de outras drogas usadas para tratar a ansiedade
(DALLAS; CLOUATRE, 2004).

O kava deve ser evitado durante a gravidez e lactagao, entretanto
a literatura consultada nio faz referéncia a estudos experimentais
visando 2 verificacdo da toxicidade do extrato durante a gestagio.
Dado o potencial terapéutico do extrato e a necessidade de se
avaliarem os riscos reprodutivos do extrato, o propésito do presente
trabalho foi avaliar o efeito do extrato aquoso de kava administrado

as ratas durante a prenhez inicial.
2 MATERIAL E METODO

2.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 40 ratas da linhagem Wistar, no 15° dia de
prenhez, provenientes da col6énia do Biotério do Centro de Biologia
da Reproducio- Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), MG.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, providas
de cama de maravalha selecionada e cochos para ragio peletizada
(Nuvilab®), sendo essas, por sua vez, mantidas em armdrios climatizados
(Alesco®), localizados em alojamentos com temperatura e luz (12:12

horas claro/escuro) controladas.

2.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Quarenta ratas Wistar prenhes foram organizadas aleatoriamente
em dois grupos de 20 animais — Controle (4gua destilada) e Tratado
(extrato aquoso de kava, obtido da Farmdcia Las Casas — Juiz de
Fora, MG, onde estao arquivados niimero de lote e laudo técnico de

controle de qualidade).
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Ao grupo controle foi administrado Iml de 4gua destilada
e ao grupo tratado 10 mg de extrato aquoso de kava/ kg de peso
corporal em 1 ml de dgua destilada. O tratamento foi feito por via
intragdstrica, duas vezes ao dia, nos dias 5, 6 e 7 pds - inseminacio
(1o dia=espermatozéide no esfregaco), correspondendo ao periodo
inicial de gestagdo, quando ocorre a implantagio do blastocisto.

A dosagem administrada ao grupo tratado corresponde 4 dose
terapéutica indicada (100-250mg de extrato de raiz seca de kava trés
vezes ao dia), levando em consideragio o metabolismo do animal
(KATZUNG, 2003).

Os animais foram sacrificados no 15° dia de prenhez, por
exsanguinagio total (pungio cardiaca) sob anestesia (Cetamina +
xilazina) e a morte certificada pela parada cardiaca total. Foi realizada
laparotomia exploradora visando a avaliar alteragbes viscerais e
amostras do figado foram tomadas para avaliagdo histopatolégica.

O sangue obtido por pungio cardiaca foi acondicionado em
dois tipos de tubos, um com anticoagulante 4cido tetracético de
etileno diamino (EDTA) 1%, para determinagio dos parimetros
hematolégicos, e o outro sem anticoagulante para obtengio do soro
para avalia¢do dos parimetros bioquimicos (LIMA et al., 1992).

O sangue coletado sem EDTA foi centrifugado (centrifuga Sorvall
modelo RC-3) por 10 minutos, a 3000 rpm, obtendo-se, assim, o soro.
As andlises bioquimicas foram feitas em espectrofotdmetro CELM
SB-190 e constaram das dosagens de uréia, aspartato aminotransferase
(AST/TGOQO), alanina aminotransferase (ALT/TGP), colesterol total
e triglicérides, realizadas de acordo com as instrugdes fornecidas pela
CELM para SB-190. A dosagem de creatinina foi realizada seguindo
as instru¢des fornecidas pela LABTEST para SB190.

O sangue coletado em tubo contendo EDTA 1 % foi processado
imediatamente apds a coleta. Os esfregagos sanguineos foram
corados pelo método de Leishman e analisados em microscépio
OLYMPUS BX 41. As andlises constaram do estudo das séries
vermelhas (eritrograma) e brancas (leucograma). O hemograma foi
realizado por métodos manuais, seguindo técnicas laboratoriais de
rotina (LIMA et al., 1992).

No eritrograma foi realizada a contagem de hemicias,
a determinagio do hematdcrito, da hemoglobina, além dos
seguintes {ndices hematimétricos: volume globular médio (VGM),
hemoglobina globular média (HGM) e concentragio de hemoglobina
globular média (CHGM).

O  hematécrito  foi  determinado em  microcentrifuga
FANEM' , usando tubos capilares. O ntmero de hemicias foi
contado em cimeras de Neubauer, apés diluicio com o liquido
diluidor para eritrécitos (liquido de Hayem). A hemoglobina foi
medida espectrofotometricamente (CELM SB-190). Os indices
hematimétricos VGM, HGM E CHGM foram calculados segundo as
equagoes 1, 2 e 3, respectivamente: Equacio 1: [[HTC+HTM)x10];

Equacao 2: [(Hb+HTM)x10]; Equagio 3: [(Hb+HTC)x100] (9).

No leucograma, contaram-se os leucdcitos totais e fez-se a
contagem celular diferenciada; o nimero total de leucécitos foi
contado em cAmaras de Neubauer apés diluicio com o liquido
diluidor para leucdcitos (liquido de Tiirk) (LIMA et al. 1992).

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentaciao Animal do Centro de Biologia da Reproducio da
UFJE

2.3 AVALIAGCAO HISTOPATOLOGICA

Pegas cirtrgicas do figado foram fixadas em formol tamponado a
10% (pH 7.0), depois foram clivadas e desidratadas gradativamente
em concentracdes crescentes de dlcool etilico, diafanizadas em
xilol, embebidas e incluidas em parafina, conforme processamento
histolégico de rotina. Os fragmentos incluidos foram cortados em
micrétomo, em secgdes de 6um de espessura. As laminas com os cortes
histolégicos foram submetidas a coloragio por hematoxilina e eosina.

Os cortes corados em hematoxilina e eosina foram analisados
em microscopio Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) em aumentos de
200X, 400X e 1000X, em toda sua extensio. A andlise foi realizada
por observador com formagio em patologia e morfologia, e percorreu
toda a extensao do corte.

A partir desta avaliacdo, foram selecionadas, em aumento de
400X, dreas representativas de cada amostra para captura digital por
sistema computadorizado Axion Vision (Zeiss, Berlim, Alemanha),
através de camera digital acoplada a microscépio dtico. As dreas
representativas, a partir do espaco porta em diregao a vénula central
do 16bulo, foram demarcadas em trés zonas - 1, 2 e 3, cuja avaliagio
da integridade morfoldgica é importante fisiopatologicamente, visto
que estas regides determinam o gradiente metabélico hepdtico e as
alteragoes morfoldgicas que refletem hepatopatias que acometem as

Zonas em Ol‘de crescente.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi feita pelo teste t de Student. Nivel de

significincia dos testes alfa=0,05.

3 RESULTADOS

Durante o tratamento com extrato aquoso de kava nio se
observaram sinais clinicos de toxicidade materna e nenhuma morte
foi registrada.

Os parimetros hematoldgicos nos experimentais

grupos
encontram-se na tabela 1. As medidas referentes ao perfil bioquimico

estdo apresentadas na tabela 2.
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Tabela 1: Hemograma de ratas no 15 ° dia de gestagdo, controles e tratados

com 10mg de extrato aquoso de kava /kg de peso corporal .

Grupos
Varidveis Tratado
Gusy | @20
Hematimetria (103 Cel/mm?3) 6506 + 1055 6596 + 1525
Hemoglobina (g/dl) 13,00 + 2,00 13,16 + 1,80
Hematdcrito (%) 37,94 + 3,35 38,06 + 3,72
Volume globular médio (fl) 59,72 + 10,03 | 59,94 + 14,78
Concentracio de hemoglobina
globular m%dla (%) 2 33,17 £5,28 35,06 + 6,55
Hemoglobina globular média (pg) 20,11 + 3,14 19,71+ 4,06
Leucometria global (Cel./mm?) 5750 + 1770 | 3931 + 1076 *
Bastonetes (%) 1,43 + 0,85 1,94 + 0,75
Neutréfilos Segmentados (%) 34,53 + 7,14 33,06 + 7,44
Linfécitos (%) 57,67 + 7,56 58,06 + 8,21
Eosinéfilos (%) 2,80 + 1,42 3,29 + 1,93
Mondcitos (%) 3,47 + 1,55 3,50 + 1,26
Resultados expressos em média + desvio padrao. * p<0,05

Tabela 2: Andlises bioquimicas em ratas no 15° dia de gestagao, controles e

tratados com 10 mg de extrato aquoso de kava /kg de peso corporal.

Grupos
Varidveis

Controle (n=20) | =
Colesterol (mg/dl) 68,69 + 18,71 61,46 + 9,73
Triglicérides (mg/dl) 127,44 + 35,73 102,94 + 37,44
Glicose mg/ f 115,33 + 25,91 127,50 £35,67
AST/TGO (u/f) 96,23+ 27,41 148,83 + 68,07 *
ALT/TGP (u/l) 60,80 + 14 58 54,47°+ 7,98
Gama GT (U/T) 19, 31i5 21 85+655
Creatinina (img/dl) 0,49 + 0,50 +0,10
Uréia (mg/dl 4321 + 10 26 48,62 + 12,30

Resultados expressos em média + desvio padrao. * p<0,05

A anlise histopatolégica do figado nio evidenciou alteragdes microscépicas,

conforme pode ser verificado nas ﬁguras 2e3.

Figura 2: Organizagio e morfologia do trato portal e vénulas hepdticas

histologicamente normais em aspecto panorimico. Rede capilar (asteriscos),
hepatdcitos (setas), vénula central (x) e trfade porta (circulo). Zonas 1, 2 ¢ 3
que fornecem, sequencialmente, a direcio de atividade metabélica de cada

unidade lobular hepdtica. (a) grupo controle, (b) grupo tratado, coloragio HE

¢ aumento original 250x.

Figura 3: Organizagio ¢ morfologia hepdticas compativeis com a normalidade.

(a) grupo controle, (b) grupo tratado, coloragio HE e aumento original 400x.
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4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

O efeito da administracao do extrato de Kava em animais gestantes
¢ importante devido a seu amplo uso em humanos como ansiolitico,
embora suspeite-se que cause hepatotoxicidade.

A hepatotoxicidade do kava ainda nio estd devidamente esclarecida
ou comprovada, hd estudos indicando que ela poderia ser causada
devido 2 m4 qualidade do material e que nao h4 indicios claros de que
os casos relatados de hepatotoxicidade sejam realmente atribuidos &
kava ou a algum tipo de interacdo medicamentosa. Entretanto, outros
estudos indicam a possibilidade de efeito hepatotéxico de diversas
fracdes do extrato em virtude de modular a expressio de genes CYP
(ERNEST et al.,, 2007; GUO et al., 2009; JHOO et al., 2006;
TESCHKE et al., 2009).

No presente trabalho, foram identificados leucopenia e aumento
significativo na dosagem de transaminase glutimico oxalacética
(TGO). Aminotransferases AST/TGO (aspartato-aminotransferase),
ALT/TGP (alanina-aminotransferase) e gama-glutamil transferase
(Gama GT) sio provas de fungio hepdtica. Embora TGO e TGP
sejam comumente consideradas como enzimas hepdticas, em
razio de suas altas concentragdes nos hepatdcitos, apenas a TGP ¢é
especifica para o figado; a TGO estd abundantemente presente em
outros tecidos animais, existindo em quantidades mais aprecidveis
no miocdrdio, musculos esqueléticos, cérebro e rins. Desta forma,
qualquer lesio com destruigio celular desses tecidos (2 excecio do
cérebro) provoca considerdvel aumento dessas enzimas no sangue. Os
dados obtidos parecem, a principio, corroborar os demais achados de
auséncia de hepatotoxicidade, principalmente pela auséncia de lesoes
histopatoldgicas observdveis &  microscopia Sptica. Vale ressaltar,
porém, que as atividades metabdlicas do hepatdcito estao intimamente
associadas & proximidade fisica desta célula com capilares sinuséides e &
sua associagdo com os espagos perivasculares tipicos do figado. Devido
as alteragdes bioquimicas ¢ hematoldgicas observadas, pode-se sugerir
que possiveis alteragbes microscopicas no figado possam vir a ocorrer
com a continuidade da administracio, ou mesmo que tais resultados
laboratoriais reflitam, precocemente, alteragoes ainda subclinicas
(LIMA et al., 1992).

Os dados hematolégicos mostram que os animais tratados
com Kava apresentaram leucopenia, entretanto nio foi detectada
lifocitopenia, conforme o que observou PEPPING (1999).

Em conclusio, o extrato aquoso de Piper methysticum, administrado
no inicio da gestagdo de ratas, induziu leucopenia e aumento de TGO,

sem, no entanto, levar a alteragoes microscépicas no figado.
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