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RESUMO

A kava (Piper methysticum G. Forst), da familia das Piperaceae, historicamente
consumida nas ilhas do Pacifico de forma social e com fins terapéuticos, € um
fitoterapico usado em varios paises como ansiolitico. Recentemente, varios casos de
hepatite toxica, alguns com evolugcdo fulminante, necessitando de transplante
hepatico, foram atribuidos ao seu uso, embora haja controvérsias sobre essa
alegada hepatotoxicidade. Este trabalho objetivou avaliar, em modelo experimental
de toxicidade cronica, as possiveis alteracdes hepaticas decorrentes do uso da kava.
Oitenta ratos Wistar adultos de ambos os sexos, comparados a grupo controle
pareado, receberam via oral, por gavagem, o extrato WS 1490 de Piper
methysticum, na dose usual (4,3 mg/kg) e trés e nove vezes aquela dose (12,9 e
38,7 mg/kg), com sacrificio apos 13 semanas. Aferiu-se o consumo de agua e ragao,
peso corporal, temperatura e glicemia, realizando-se também testes de avaliagao
comportamental e motora. Parte da amostra constituiu um grupo satélite, observado
por 45 dias apos a suspensdo da kava. A avaliagcido incluiu exames bioquimicos e
hematoldgicos, bem como estudo anatomopatolégico de varios 6rgaos, procedendo-
se anadlise imunoistoquimica nas amostras de figado que apresentaram alteragdes
histolégicas, com semiquantificagdo da expressao alfa-actina de musculo liso (a-
AML). Houve diferencgas significativas no consumo de agua, que diminuiu nas trés
doses em algumas semanas. O mesmo se verificou no consumo de ragao,
principalmente com 12,9 mg/kg entre as fémeas. Eventualmente, a temperatura
sofreu oscilagdes e hiperglicemia foi um achado ocasional. A frequéncia de
ambulacdo e o comportamento levantar (rearing) ocasionalmente diminuiram nas
fémeas. Ja o tempo de execucdo do comportamento de limpeza (grooming) foi
menor em todas as doses entre machos, em duas semanas. No labirinto em cruz
elevado os grupos se assemelharam. Nao houve alteragcéo bioquimica sugestiva de
toxicidade hepatica, tendo ocorrido neutrofilia, linfocitopenia e eosinofilia em alguns
grupos. Macroscopicamente e histologicamente, coragao, pulmdes, rins de tratados
e controles foram semelhantes. O figado teve aspectos macroscopicos similares aos
controles. A histologia, exibiu arquitetura do tipo lobular e alteracdes microvasculares
(congestivas e inflamatdrias sinusoidais, com reatividade das células de Kupffer) e
inflamacédo portoparenquimatosa linfomonocitaria, com degeneragdo hidropica
inconstante, além da necrose hepatocelular (individual, focal e multifocal), na
auséncia de expressdo de a-AML. Tais alteragbes sofreram regresséo parcial apos
45 dias de suspensdo do tratamento. Os resultados foram parcialmente
concordantes com a literatura publicada, de desenhos variaveis. Concluiu-se que, o
extrato de kava WS 1490, nas doses e no periodo empregados, provocou alteragdes
histologicas compativeis com hepatite toxica, sem, no entanto, alterar os parametros
soroldgicos de avaliagao hepatica ou desencadear alteragdes fibrogénicas precoces
detectaveis pelas analises imunoistoquimicas.

Descritores: Kava. Piper methysticum. Hepatite toxica. Histologia. Imunoistoquimica.



ABSTRACT

Extracts of Kava (Piper methysticum G. Forst), from Piperaceae family, were
consumed in Pacific Islands with socially and therapeutic purposes. It is an anxyolitic
herbal medicine used in many countries. Recently, some cases of kava-induced
hepatotoxicity, requiring liver transplantation, have been reported, leading to its
banishment in most countries worldwide. Despite this, some authors contest these
data. The purpose of this study was to evaluate, in experimental model of toxicity,
whether an extract of kava affects the liver. Eighty adult Wistar rats, male and female,
have received, orally, by gavage, different doses of kava extract WS1490: 4,3 mg/kg,
usual dose; 12,9 and 38,7 mg/kg, three and nine times the usual dose. They were
compared with a paired placebo group, observed for 13 weeks and subsequently
sacrificed. During the assay, intake of food and water, body weight, temperature and
blood glucose were measured. The animals were submitted to behavioral tests. A
satellite group were preserved and observed for 45 days after kava withdrawal.
Biochemical and hematological parameters were tested. Organs were submitted to
macroscopical and histological analysis. Immunohistochemical analysis were
performed in liver samples with signs of injury, with smooth muscle alpha actin —
alpha-SMA monoclonal antibody. Intake of water was significantly reduced on the
three doses in few weeks; the same was observed in the intake of food, more
evidently in females, with 12,9 mg/kg of kava extract. Temperature eventually
oscillated; hyperglycemia was occasional. The measurements in open field tests
showed these data: in females, locomotor activity and frequency of rearing were
eventually reduced; time spent with grooming was also reduced in males, in all
doses, for two weeks. On the elevated plus maze, the behavioral of all groups was
similar. Biochemical analysis were similar to controls, suggesting no hepatotoxicity. It
has occurred neutrophilia, lymphocytopenia and eosinophilia in some groups treated
with kava extract. No macroscopical abnormalities were detected in the examined
organs. No histological differences were observed for all groups in heart, lungs and
kidneys. Histological analyses of liver samples showed lobular architecture in all
groups. Pathological findings included microvascular abnormalities (hepatic
sinusoidal were congested, with inflammatory signs) and Kupffer cells activation.
Portal and parenchymatous inflammation were seen, with lymphomonocytic
infiltration, hydropic degeneration, variable acidophilic retraction of liver cells.
Moreover, hepatocellular necrosis (individual, focal and multifocal) was observed,
without immunohistochemical expression of alpha-SMA. Some of these histological
changes were reversed after 45 days. These results were partially according to
published data. In conclusion, kava extract WS 1490 may elicit a toxic effect on the
liver when administered in those doses and in that period, without altering the
evaluated blood liver parameters or activating early fibrogenic changes detected by
immunohistochemical assay.

Keywords: Kava. Piper methysticum. Toxic hepatitis. Histology.
Immunohistochemistry.
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1 INTRODUGAO

1.1 Fitoterapia: uma questao histérica

A fitoterapia € a ciéncia que estuda a utilizagdo de produtos de origem
vegetal, particularmente fitoterapicos e extratos, objetivando a profilaxia, atenuacao
ou cura de estados patoldgicos. Historicamente, no passado, a fitoterapia teve um
papel hegeménico no arsenal terapéutico. Embora tenha sido, por muitos anos,
relegada a um plano secundario, dado os avangos tecnoldogicos da industria
farmacéutica, constata-se um recrudescer do emprego das ervas, ndao somente nos
paises em desenvolvimento (CARLINI, 1988), mas também nos desenvolvidos
(DeSMET, 2002).

Nos ultimos anos, ocorreu, em todo o mundo, um aumento da utilizacdo de
fitoterapicos e suplementos alimentares, com o objetivo de tratar diversas doencas
cronicas e promover a saude dos individuos (ZHOU et al., 2007). Esse renascente
uso da fitoterapia foi propiciado por varios fatores: a descoberta de graves reagdes
adversas de certos farmacos sintéticos; o maior dominio do conhecimento quimico,
farmacolégico e clinico das drogas vegetais; a aquisicdo de novas técnicas na
preparacdo e de administragdo das mesmas. Ademais, 0 desenvolvimento de
métodos analiticos gerou um melhor controle de qualidade, sugerindo-se, inclusive,
que os fitoterapicos s&o mais seguros que as drogas sintéticas (ERNST, 2003). Além
disso, sdo varias as indicacdes desses produtos, incluindo o tratamento de doencas
hepaticas (STICKEL; SCHUPPMAN, 2007), distarbios psiquiatricos (BEAUBRUN;
GRAY, 2000; AKHONDZADEH; MALEKI, 2006; SARRIS, 2007), neuroldgicos
(AKHONDZADEH; MALEKI, 2006) e gastroenterolégicos (COMAR; KIRBY, 2005).

Sabe-se, no entanto, que as ervas medicinais tém sido utilizadas de forma
crescente, mas sem a adequada orientacao profissional (MILLER, 1998; BLENDIS,
2005). Essa constatagdo tem estimulado as pesquisas de forma multidisciplinar,
objetivando o conhecimento sobre a eficacia e seguranga na administracdo dos

produtos botanicos.
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Dentro desse contexto, deve-se ressaltar que, embora os produtos naturais
tenham amplos espectros terapéuticos e provavelmente menores efeitos colaterais,
ndao sao substancias inocuas (ASSEMI, 2001). Diversos efeitos adversos
relacionados ao seu uso sao relatados na literatura. Dentre eles, destaca-se a
ocorréncia de hepatite toxica, as vezes grave, associada ao consumo de produtos
botanicos (WILLET et al., 2004).

1.2 Qualidade, segurancga e eficacia das drogas vegetais

Como para qualquer medicamento, é necessario garantir a qualidade,
seguranga e eficacia dos fitoterapicos. Contudo, em muitos paises ocidentais as
preparagdes botanicas s&o isentas das exigéncias de agéncias reguladoras
impostas as drogas sintéticas, por ocasidao do licenciamento para comercializagao
(STICKEL, 2007); além disso, a venda de muitos desses produtos € acessivel por
meio da internet, sem consulta a médico ou farmacéutico (STICKEL et al., 2005).

No Brasil, embora a utilizagdo de plantas tidas como medicinais por uma
substancial parcela da populagdo seja consagrada, ainda sdo escassos os dados
cientificos confirmatérios da auséncia de toxicidade ou da acdo terapéutica da rica
flora nacional, catalogada em mais de cem mil espécies. Estudos demonstram,
através de ensaios pré-clinicos e clinicos, a eficacia ou inutilidade de certas plantas
de uso popular, chamando ainda atencdo para os efeitos toxicos de outras
(ALENCAR, 1994; ARAUJO et al., 1991; CORTES, 1992; DINIZ, 2000).

Esse espirito investigativo dos ultimos anos tem acompanhado a tendéncia
mundial de incremento na realizagdo de estudos controlados, principalmente com
extratos padronizados. Esses estudos tém se mostrado uteis para definir indicacdes
e posologia, como também para detectar possiveis efeitos colaterais, notadamente
reacOes adversas aos constituintes da droga, alteragdes gastrointestinais, toxicidade
hepatica e até efeitos carcinogénicos (CANIGUERAL, 1989; CANIGUERAL, 1997;
DER MARDEROSIAN, 1988). Entretanto, autores questionam a qualidade dos
ensaios relacionados aos fitoterapicos, julgando-os incompletos e com varias falhas,
0 que prejudica o resultado final (GAGNIER, 2006).
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1.3 Fitoterapicos e hepatotoxicidade

Muitos tratamentos a base de ervas tém sido responsabilizados por efeitos
hepatotoxicos, em seres humanos (LEKEHAL et al., 1996), razdo pela qual o
potencial lesivo dos produtos naturais ndo deve ser subestimado (DUFOUR; ST-
PIERRE, 2002).

A literatura especializada ndao apresenta um numero importante de relatos de
hepatotoxicidade induzida por plantas medicinais, mas, ao longo do tempo, tem
aumentado a preocupacgao com os eventos adversos a elas relacionados. Dourakis
et al. (2002) descreveram um caso de ictericia aguda semelhante a uma hepatite,
em homem de 62 anos de idade, caucasiano, com hipercolesterolemia e
hiperglicemia, ap6s quatro meses de consumo de cha, contendo a planta medicinal
Teucrium capitatum L. Foram excluidos outros fatores que pudessem ter causado o
achado histolégico de necrose hepatocelular aguda com formagédo de pontes. Foi
suspenso o uso do referido cha, com melhora clinica consecutiva. Nove semanas
apos, constatou-se a normalizagcdo dos niveis séricos de bilirrubinas e
aminotransferases. Os autores alertaram, entdo, para os cuidados de se manter, sob
vigilancia, a administragdo de certas drogas vegetais, advertindo que algumas n&o
sdo tao inécuas, como em geral consideradas.

Pauwels et al. (1992) descreveram dano hepatocelular agudo e grave em
duas mulheres, associado ao uso de calaméndria ou carvalho-andao (germandrée
petit chéne), durante um a dois meses, indicado para o tratamento de reducéo de
peso. A evolucao clinica desses casos foi favoravel apds a interrupcao do tratamento
e, em um deles, houve recrudescéncia dos sintomas e das lesdes hepaticas,
subsequente a readministracdo dessa erva. Esses autores alertaram que, diante de
alteragdes que denotem doencga hepatica sem causa aparente, deve-se investigar a
ocorréncia de automedicacdo, com produtos a base de ervas potencialmente
toxicas.

Hepatotoxicidade cronica apds o uso prolongado da calaméndria também foi
relatada em trés casos por Ben Yahia et al. (1993). A visdo desses autores sobre o
potencial lesivo para o figado de certos fitoterapicos coincide com relatos
precedentes (DOURAKIS et al., 2002; PAUWELS et al., 1992). Tais eventos,

ocorridos na Franga, culminaram com medidas proibitivas pelas autoridades de
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saude, com relagao a utilizacdo dessa erva no territério francés (BEN YAHIA et al.,
1993).

Ha também descricbes de casos de injuria hepatica grave, ocorridas em
Israel e na Suiga, com o uso de produtos Herbalife®, considerados como
suplementos nutricionais botanicos (STICKEL, 2007).

Recentemente, varios casos de dano hepatico, inclusive com
desenvolvimento de hepatite fulminante, foram associados ao uso da kava ou kava-
kava (Piper methysticum G. Forster), planta que, em algumas regiées do mundo, tem
largo uso social e medicinal, de carater essencialmente popular (RUSSMANN et al.,
2001). Kraft et al. (2001) também relataram um caso de insuficiéncia hepatica
fulminante, apds o uso dessa substancia, em uma mulher com 60 anos de idade,
que evoluiu para a realizagdo de transplante hepatico. O exame histolégico revelou
necrose hepatocelular, panlobular, com colestase intra-hepatica. Pelo quadro
histolégico e exclusdo de outras causas, imputou-se a kava a responsabilidade da
faléncia hepatica aguda.

Diante desses relatos, o organismo Food and Drug Administration (FDA)
publicou nos Estados Unidos um documento advertindo os consumidores sobre o
risco potencial de dano hepatico grave relacionado ao uso de suplementos dietéticos
contendo kava, utilizada para reduzir estresse, ansiedade, tensdo, insbnia e
sintomas da menopausa (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2002). Embora a
injuria hepatica tenha sido rara, o FDA considerou necessario informar aos
consumidores sobre esse risco potencial.

Na Alemanha, em 2002, compostos contendo kava foram proibidos pelas
autoridades da farmacovigilancia (SCHULZE et al., 2003) e, no mesmo ano, as do
Canada também emitiram um alerta (MILLS et al., 2004; WOOLTORTON, 2002).
Esses produtos, todavia, mantiveram-se no circuito comercial, apesar da proibigcao e
das adverténcias (CLOUGH, 2003; MILLS et al., 2003). A kava continua sendo
vendida como fitoterapico em varios paises, inclusive pela internet, com ampla
propaganda (CARVALHO et al., 2005; DENNEHY, 2005).

No Brasil, as preparacoes fitoterapicas a base de kava, sob a forma de
extratos, eram comercializadas livremente, sem prescrigdo médica. A partir de dados
da literatura, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), érgéo regulador
nacional, inicialmente publicou, em 2001, alerta de farmacovigilancia, informando a

associacdo da kava a graves reagdes hepaticas, relatadas em outros paises
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(BRASIL, 2003). Posteriormente, editou Resolugdo (RE n’ 356, de 28 de fevereiro de
2002, publicada no Diario Oficial em 04 de margo de 2002), determinando a
apreensao, no territério nacional, de produtos farmacéuticos derivados da kava-kava,
gue nao possuissem a tarja vermelha, com a indicagcdo de “Venda sob prescrigéo
médica”, bem como a dos que nao fossem registrados na referida agéncia (BRASIL,
2003a).

Desde quando se passou a questionar a seguranga da kava, o mundo
cientifico tem se ocupado sobremaneira com a questao da possivel hepatotoxicidade
dessa substancia, embora autores considerem que, quando avaliados sob rigorosa
investigacdo, a maioria dos relatos de casos de hepatite téxica provavelmente nao
foram relacionados ao seu uso (ANKE; RAMZAN, 2004).

No entanto, os relatos de casos de hepatite aguda e faléncia hepatica
requerendo até mesmo transplante hepatico, apds a ingestdo da kava, sucederam-
se (STICKEL et al., 2005) e, apesar de algumas hipéteses no que concerne aos
possiveis mecanismos hepatotoxicos, ndo ha ainda respostas satisfatérias (ANKE;
RAMZAN, 2004). Reveste-se de grande importancia, portanto, o estudo das
possiveis ou provaveis alteracdes toxicas induzidas pela kava.

Atualmente o registro dos fitoterapicos € regido por regras ou resolucdes
definidas por agéncias reguladoras. No Brasil, estas regras sédo detalhadas na RDC
n’. 48, editada em de 16 de marco de 2004 pela ANVISA, constituindo o
regulamento técnico, que atualizou essas normas (BRASIL, 2007). Nesse mesmo
ano, houve a publicagdo da resolucdo RE n° 90/2004 da ANVISA (BRASIL, 2004),
que indicou métodos padronizados para os estudos de toxicologia pré-clinica, base
para o registro e renovacgao de registro de fitoterapicos. Além disso, o Ministério da
Saude (MS) divulgou a orientagcdo das politicas publicas concernentes aos
fitoterapicos, visando o bem estar e a seguranca da populacao (BRASIL, 2006a).

No entanto, em 2001, quando foi publicado pela ANVISA o alerta de
famacovigilancia relacionado a kava, ou seja, antes das novas regras mais
atualizadas, encontravam-se sendo comercializados no mercado brasileiro 16
fitoterapicos contendo kava: LAITAN®, BIOKAVA®, KAVA CUR®, KAVA KAVA
FLORA MEDICINAL®, KAVA KAVA TEUTO®, CALMITON®, KAVAKAN®,
KAVAZEPAM®, KAVATRON®, KAVAIN®, CALMONEX®, KAVALAC®,
ANSIOPAX®, KALMINET®, SPM 100®, KAVASEDON® (BRASIL, 2003).
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Uma vez que os testes toxicoldgicos pré-clinicos sao a principal ferramenta
para se avaliar a toxicidade de uma substancia e inferir os seus possiveis efeitos
toxicos em seres humanos (BARROS; DAVINO, 2003), considerou-se de relevancia
a realizagcao do presente estudo, com um produto a base de kava, que, embora
tenha sido submetido a testes experimentais anteriormente, foi registrado no Brasil
sob outra legislagao, com padrdes diferentes da atual.

Diante dos relatos de hepatotoxicidade associada a kava e da existéncia de
produtos a base dessa substancia a venda no Brasil, a pesquisa experimental dos
seus efeitos sobre o tecido hepatico e outros 6rgdos, com avaliacdo de lesdes
celulares e/ou matriciais, por meio de analise histolégica e imunoistoquimica,
correlacionando-as ao perfil bioquimico e hematoldégico em animais, podera

contribuir com a elucidagao dessa questao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histoérico, distribuicao geografica do cultivo e papel fitoterapico de Piper

methysticum ou kava

Trata-se de um arbusto cultivado ao longo das ilhas do Pacifico Sul, incluido
no arsenal botanico, com utilidade terapéutica (Figura 1). Com provavel origem na
Melanésia, a kava ou kava-kava medra abundantemente no clima ensolarado das
ilhas da Polinésia, sendo também prevalente na Oceania (TURNER, 1986). Pertence
ao grupo das Piperaceae (YAMADA et al., 2003).

h' \ {
Erowid.org

Figura 1: Piper methysticum ou kava
Fonte: http://www.erowid.org/plants/show_image.php?i=kava/piper _methysticum1.jpg.
Acesso em: 8 de janeiro de 2008.

Usada por habitantes nativos, foi descoberta pelo homem branco durante as

primeiras viagens dos europeus as llhas do Pacifico, no século XVIIl. Nessa época,
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o0 consumo do vegetal tinha um papel central nas ceriménias religiosas e na vida
politica e social desse povo. Esse papel social era comparavel ao exercido pelo
mescal ou peiote (Lophophora williamsii) em tribos nativas americanas, pelas folhas
de cocaina no Peru e ainda pelo 6pio no Oriente Médio e Asia (SINGH, 1992;
TURNER, 1986).

A primeira descricdo da planta foi feita por botanicos suecos, durante a
primeira expedi¢cdo do capitdo James Cook ao sul do Pacifico, em 1768-1771 (BILIA
et al., 2004). Existem relatos escritos desde 1772 que evidenciam o uso da kava
pelos habitantes das ilhas do Pacifico e, em varios paises europeus, encontravam-
se preparagdes contendo o seu extrato seco (NOWAKOWSKA et al., 1998).

Embora a utilizacdo tenha sido reduzida pelas agbes proibitivas da
colonizacido missionaria, bem como pela introducéo do etilismo naquelas sociedades
nativas, a kava ainda hoje é consumida, principalmente no oeste da Polinésia, tanto
por ocasidao de cerimbnias formais, como de modo corriqueiro, sobretudo pelo
interesse renovado de manutencgéo das tradi¢gdes étnicas (SINGH, 1992).

Com efeito relaxante e narcético, essa tradicional e antiga bebida, de cor
marrom e sabor amargo, era preparada a partir dos seus rizomas, constituindo um
habito desfrutado, durante séculos, entre os nativos daquelas ilhas, por ocasido de
reunides sociais e culturais (SCHULZ et al., 1998).

A kava tem ainda um importante papel na medicina nas ilhas de Fiji, Tonga e
Samoa, sendo usada em tratamentos como calmante e relaxante, bem como no
combate a fadiga (LEBOT et al, 1992). Seus especiais componentes
antidepressivos promoviam estados de euforia e paz. Assim, suplementos contendo
tal erva proporcionavam relaxamento, com alivio da ansiedade e da tenséo,
reduzindo também sintomas do climatério, dentre outros. Ainda era considerada
surpreendente para o tratamento de cefaléias, pois mantinha a mente alerta, a
despeito de promover relaxamento corporal.

Acreditava-se ainda que a kava curasse sifilis e gonorréia. Para muitos
habitantes, devolvia o vigor, promovia o desaparecimento de dores gastricas e
curava furunculos. Em adicdo ao uso do p6 extraido dos rizomas, algumas pessoas
também usavam a folha da erva no tratamento geral das doengas, bem como, sob a
forma de macerado, para aplicagdes tépicas (LEBOT et al., 1992; SINGH, 1992).

A kava foi consumida, no passado, em quase todas as ilhas do Pacifico,

abrangendo as areas da Nova Guiné até o Havai, exceto Nova Caleddbnia, Nova
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Zelandia e a maioria da ilhas Salomado. Nos dias atuais, seu uso é Vvisto
principalmente em Samoa e Tonga e na maior parte da Melanésia, incluindo Fiji.
(TURNER, 1986).

No Havai, a kava ou awa, como também é chamada, foi usada desde o
século XIX, pelos chefes politicos e pelos kahunas ou mestres, bem como pelos
cidadaos comuns, objetivando, terapeuticamente, o relaxamento corporal. Ainda no
passado, Tonga, Fiji e Samoa foram os maiores centros de consumo dessa erva,
onde as cerimdnias com a kava representaram um ritual eclético, com misto de
magia e religiosidade (TURNER, 1986).

Na Europa e Estados Unidos, é vendida sob a forma de extratos
padronizados, alcodlico ou cetdnico, indicados para ansiedade e tensdo. Na
Oceania, além dessas duas indicagdes, propalam-se suas ag¢des polivalentes, pois
além de ser considerada sonifera, combate a fadiga, a obesidade, atua como
desobstruinte do trato urinario, tendo ainda propriedades antiasmaticas e anti-
reumaticas. Também é usada no controle dos sintomas da menopausa e como
relaxante muscular (ASSEMI, 2001; ESCHER et al., 2001).

Uma das principais publicagcdes referente aos produtos farmacéuticos
distribuidos no Brasil, o Dicionario de Especialidades Farmacéuticas (DEF) 2005/06,
lista os seguintes produtos contendo kava: Kavakan®, em capsulas de 150
miligramas (mg), contendo 235 mg de extrato seco de Piper methysticum F., com
30% de kavalactonas, equivalente a 70 mg de kavalactonas; Kavasedon®, em
capsulas com 50 mg, Ansiopax®, em capsulas com 250 mg e Laitan®, em capsulas
contendo 100 mg de extrato seco WS 1490 de Piper methysticum, equivalente a 70
mg de kava-kava (DEF, 2005).

Laitan® é um produto fabricado na Alemanha, pelo laboratério farmacéutico
Dr. Willmar Schwabe GmbH & Co., importado e distribuido no Brasil pelo laboratério
ALTANAPharma, que solicitou e obteve cancelamento do registro de
comercializagdo do mesmo junto a ANVISA, em fevereiro de 2006 (BRASIL, 2006).

No DEF 2006/07, constam Kavakan®, Kavasedon® e Ansiopax®, com as
mesmas composi¢cdes acima discriminadas que constavam no DEF 2005/06 e ainda
Kavahexal®, sob a forma de comprimidos de 400 mg de extrato seco de Piper
methysticum (DEF, 2006).

O banco de dados mundial sobre plantas medicinais com sede na
Universidade de Chicago / EUA, Natural Products Alert (NAPRALERT) disponibiliza



38

as referéncias dos estudos realizados sobre as atividades farmacoldgicas e tdxicas

da kava.

2.2 Uso terapéutico da kava e agoes farmacoldgicas sistémicas

A indicagao clinica dos medicamentos fitoterapicos, a base do extrato seco e
padronizado da kava, € para o tratamento de ansiedade, tensdo e agitacéo. A dose
terapéutica usual é de 120 a 240 mg diarios de kavalactonas, via oral (WHEATLEY,
2005). Quanto ao tempo adequado de utilizagdo, ha estudos clinicos controlados
realizados durante quatro, cinco, oito e 24 semanas e ha sugestdo de uso durante 1
a 8 semanas, recomendando-se que ndo sejam ultrapassados trés meses de
tratamento (LEHRL, 2004; MALSCH; KIESER, 2001; WITTE et al., 2005).

Varios estudos sugerem uma acao eficaz da kava como substancia
ansiolitica, tanto quanto os benzodiazepinicos. E o Unico fitoterapico com estudos
clinicos controlados que corroboram sua eficacia no tratamento da ansiedade
(ANDREATINI et al., 2001). Os ensaios clinicos demonstram propriedades sedativas
e hipnoéticas, sem provocar alteragdes no estado de alerta ou na coordenagao
motora (ANDREATINI et al., 2001; BILIA et al., 2002; CONNOR; DAVIDSON, 2002;
LEHRL, 2004).

Os rizomas ou raizes laterais da erva contém um percentual variavel de 3 a
20% de resinas, apresentando compostos farmacologicamente ativos, conhecidos
como kavapironas (alfapironas) ou kavalactonas, conforme demonstrado por H. J.
Meyer (SINGH, 1992). As kavapironas sdo consideradas responsaveis por sua
atividade farmacoldgica, tanto em humanos, quanto em animais (PITTLER; ERNST,
2000; PITTLER; ERNST, 2003; SIMEONI; LEBOT, 2002; UEBELHACK et al., 1998).

Ha 18 diferentes kavalactonas, porém as principais s&o: metisticina (M),
diidrometisticina (DHM), kavaina, também denominada kavina ou kawina (Ka),
diidrokavaina, dimetoxiangonina (DMY) e iangonina (Y), correspondendo a 96% do
extrato organico (LEBOT; LEVESQUE, 1989; SCHULZ et al., 1998; SINGH, 1992). A
absorcao no trato gastrointestinal é rapida, e em ratos, apds ingestao oral, ocorre
absorcdo em 30 minutos, com meia-vida plasmatica variando de 90 minutos a 2-3
horas (SCHULZ, 1998).
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E também metabolizada no figado pelo sistema enzimatico citocromo P450
(CYP450). A eliminacao das kavalactonas se da através da urina e das fezes, sendo
sua absorgcao melhor a partir de extratos especialmente preparados do que da forma
bruta da planta (KELEDJIAN et al., 1988).

Embora seja conhecido que o extrato da kava tem propriedades ansioliticas,
desconhece-se se esses efeitos sdo devidos ao conteudo total dos seus
constituintes primarios, as kavalactonas, ou por efeito de um ou mais desses
constituintes isolados (FELTENSTEIN et al., 2003).

Para tentar responder a essa questdo, Feltenstein et al. (2003),
administraram preparados contendo extrato de Piper methysticum em pintos com 8
dias de idade. Um grupo recebeu o extrato com o conteudo total de kavalactonas e
outros grupos receberam o extrato com as kavalactonas com diferentes
concentragbes de suas fragdes. O grupo controle foi constituido por animais
pareados, aos quais foi administrado clordiazepoxido, na dose de 5 mg/kg.

Nesse experimento, foi demonstrado que, quando comparados ao
clordiazepoxido, tanto o extrato com o conteudo global, como com a fragdo das
kavalactonas com maior concentracado de dihidrokavaina, tinham efeitos ansioliticos
equivalentes, sugerindo que esse constituinte seja suficiente para conferir ao Piper
methysticum suas propriedades ansioliticas (FELTENSTEIN et al., 2003).

Em animais de laboratério, as kavalactonas induzem efeitos tranquilizante,
hipnotico, relaxante da musculatura esquelética e lisa, além de acdo espasmolitica.
Seu efeito hipnoético tem inicio rapido e a duragcdo da sua acdo é considerada
adequada, provocando apenas minimos efeitos matinais (WHEATLEY, 2005).

As kavapironas tém efeitos diferentes nos neurotransmissores e nos seus
receptores. Os mecanismos que explicam a agado farmacoldgica provavelmente
envolvem reducao da excitabilidade do sistema limbico (do hipocampo e sobretudo
do complexo amigdaliano), além de outras estruturas desse importante sistema
responsavel pela regulagcdo das emocgbes (WALDEN et al., 1997). Estudos
demonstram que esses compostos ativos ligam-se aos receptores gama-
aminobutiricos (GABA), inibem a recaptacdo de norepinefrina, antagonizam a
monoaminoxidase B e diminuem a liberagcdo de glutamato, sem afetar os receptores
opidides (ASSEMI, 2001).

Nao parecem ligar-se diretamente aos receptores benzodiazepinicos. Seu

efeito sonifero, na auséncia de sedagao, € provavelmente explicado por essa acao
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no sistema nervoso central (SNC), bem como o surgimento de sensacgdes de prazer,
na medida em que os sentimentos de medo e ira sdo minimizados. Foi demonstrado,
em experimentos com gatos, que as estruturas limbicas, particularmente o complexo
amigdaliano representam o local preferencial de agao, tanto da D,L-kavaina como do
extrato total da kava. Mediante a participacdo dessas estruturas na modulagao dos
processos emocionais, € possivel explicar a promogao do sono pela kava, mesmo
na auséncia de sedagao, por sua ac¢ao nesses sitios (HOLM et al., 1991).

Postula-se que as propriedades farmacolégicas da kava incluam bloqueio de
canais de sédio operados por voltagem, aumento da ligagdo aos receptores GABA
tipo A, diminuicdo da liberagdo de neurotransmissores excitatérios por bloqueio de
canais de calcio, diminuicdo da recaptacdo neuronal de noradrenalina, inibigao
reversivel de monoaminooxidase B e supressdao da sintese do ecosandide
tromboxano A2, que antagoniza os receptores GABA A (CLOUATRE, 2004). Embora
se sugira que a kava seja um antagonista da dopamina, os dados disponiveis sao
inconclusivos (STEVINSON et al., 2002).

Disturbios do sono associados a ansiedade ndo psicética podem ser
tratados com o extrato da kava (LEHRL, 2004). Foi sugerido também que a kava
pode ser util no tratamento de epilepsias, disturbio bipolar, depressdo e ansiedade,
condigbes caracterizadas por excitabilidade celular aumentada (GRUNZE; WALDER,
1999).

Embora também tenha sido proposto, por evidéncias experimentais, que
esses efeitos ansioliticos e de sedagcdo ocorram porque as kavalactonas atuam
sobre receptores GABA do hipocampo e nucleos amigdalianos (BOONEN;
HABERLEIN, 1998; ERNST, 2002; JUSSOFIE et al., 1994), sua baixa atividade
sobre tais receptores sugerem que talvez este ndo seja o mecanismo principal de
producao do efeito ansiolitico. Tal efeito estaria mais relacionado a propriedade
bloqueadora de recaptagdo de norepinefrina, conforme demonstrado in vitro (SEITZ,
1997; SCHULZ et al., 1998).

A metisticina e a kavaina sao inibidores de canais de sodio operados por
voltagem em neurdnios de ratos (MAGURA et al., 1997). Evidéncias sugerem efeito
serotoninérgico e antagonista de canais de calcio da kavaina, porém a agéo dessa
kavalactona €& heterogénea, tendo predominantemente efeito anti-excitatorio
(GRUNZE; WALDER, 1999).
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Dinh et al. (2001), utilizando extratos das folhas e raizes da kava para testar,
in vitro, a afinidade das kavapironas aos receptores do SNC, concluiram que ambos
tém acao inibitoria potente sobre a ligagdo com receptores GABA A, opidides p e d
(mu e delta), de dopamina D,, de histamina (H4 e Hy), serotonina (5HT6 e S5HT7) e
de benzodiazepinicos, embora maior poténcia inibitéria tenha ocorrido com o extrato
das folhas.

Grunze et al. (2001) sugerem que as kavapironas também atuam nos
receptores da serotonina, pois tém efeitos aditivos a ipsapirona, substancia
ansiolitica agonista de receptores 5HT1A, o que provavelmente contribui para seus
efeitos ansioliticos e indutores do sono. Além disso, a inibicdo de canais de sodio
pode contribuir com suas propriedades antiepilépticas. As lactonas kavaina e
metisticina apresentam propriedades anticonvulsivantes, com acdo mediada por
receptores de canal de calcio. Também o fato de antagonizar canais de calcio tipo L
e agir como um modulador positivo de correntes de potassio, pode ter importancia
na estabilizacdo do humor. Propde-se ainda que a inibicdo de dopamina ou
norepinefrina possa ter um papel na atividade farmacologica de Piper methysticum.

Martin et al. (2002), baseando-se em pesquisas recentes indicando que a
kavaina bloqueia canais ibnicos no tecido neural, relaxa o ileo e as vias aéreas pré-
contraidas, decidiram investigar se esse composto alteraria a fungdo do musculo liso
vascular. Para tanto, pré-contrairam, com fenilefrina, anéis de aorta toracica de rato
Sprague-Dawley e os submeteram a banhos com a kavaina em diferentes
concentragdes. Demonstraram que houve relaxamento desses anéis e que, no
entanto, ndo houve atenuagao da contragdo quando a solugdo nao continha calcio,
indicando que a sinalizagao intracelular provavelmente ndo havia sido afetada.

A kavaina também n&o atenuou a contragao provocada pela adicdo de calcio
ao tecido despolarizado. Nos anéis pré-tratados com nifedipina, bloqueador seletivo
de canais de calcio tipo L, o relaxamento mediado pela kavaina foi inibido. Ja nos
anéis previamente contraidos com um ativador de canal de calcio tipo L, a kavaina
induziu um relaxamento completo, que dependeu da concentracao utilizada. Esses
dados sugerem que a kavaina altera a contragcdo do musculo liso da parede
vascular, provavelmente inibindo canais de calcio (MARTIN, 2002).

Considera-se a kava e, sobretudo, os seus constituintes metisticina e
dihidrometisticina, como substancias com atividade neuroprotetora. Backhauss e

Krieglstein (1992) provocaram isquemia cerebral focal em experimento com
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roedores, que receberam o extrato da kava por via oral, na dose de 150 mg/kg, 1
hora antes da isquemia. Compararam-nos a outro grupo em que a isquemia foi
induzida apdés administragdo do anticonvulsivante memantina. Os efeitos da kava
foram comparaveis aos produzidos pela memantina, pois ambas reduziram
significativamente a area infartada.

Postula-se que a neuroprotecdo observada possa ser consequéncia do
antagonismo aos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), que s&o os receptores do
neurotransmissor glutamato, importante substancia transmissora de excitagao
cerebral (SCHELOSKY et al., 1995; SCHULZ et al., 1998).

Efeito anestésico local pela kavaina é evidenciado, em humanos, através da
mastigacédo de raizes de kava-kava, que, igualmente, inibem os canais de sodio e
célcio (GLEITZ et al., 1995; MAGURA et al., 1997). Analgesia e também reducao da
agregacao plaquetaria sdo efeitos atribuidos, respectivamente, ao bloqueio da
atividade das enzimas cicloxigenase (COX) e tromboxano-sintetase (GLEITZ et al.,
1997).

Atividade antioxidante moderada em alguns compostos da kava, com
inibicdo de enzimas cicloxigenase | (COX-I) e cicloxigenase Il (COX-Il), foi relatada
por Wu et al. (2002).

Em relagdo a incidéncia de cancer nas ilhas do Pacifico, resultados de
estudo de Steiner (2000), demonstraram que ha uma correlagao inversa entre esta e
o consumo de kava. Investigando as possiveis razdes para as baixas taxas de
incidéncia de cancer nas ilhas Fiji, quando comparadas as de outras ilhas do
Pacifico, Yamada et al. (2003) isolaram as kavalactonas e avaliaram in vitro a sua
atividade em relagdo ao fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Somente a
dihidrokavaina apresentou atividade inibitéria contra esse fator, mas com baixa
atividade nas células. Foi sugerido que, por inibir CYP1A2, o consumo de kava
poderia ter efeito protetor contra carcinogénios ambientais (RUSSMANN et al.,
2005).

Uebelhack et al. (2003) investigaram o efeito in vitro do extrato da kava e de
kavapironas sintéticas puras na monoaminooxidase B (MAO-B) plaquetaria.
Demonstraram que o extrato da kava é um inibidor da MAO-B, tanto em plaquetas
intactas, como nas lisadas em homogenados e que as diferengas estruturais entre
as kavapironas levam a diferencas na poténcia da inibicdo. Afirmaram ainda que as

duas kavapironas mais potentes foram dimetoxiangonina e metisticina, seguidas de
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yangonina, dihidrometisticina, dihidrokavaina e kavaina. Sugeriram que essa inibicao
possa ser um mecanismo importante para sua atividade psicotropica.

Pittler e Ernst (2000), em reviséo sistematica e metanalise de sete estudos
controlados publicados na literatura, concluiram que, em todos eles, foi demonstrada
a superioridade da kava no tratamento da ansiedade em relagdo ao placebo. Em
trés estudos, houve diferencga significativa na reducéo do escore da escala Hamilton
ou escala HAM-A de ansiedade (Hamilton Rating Scale for Anxiety) com o uso da
kava, quando comparado com o uso do placebo. Essa escala, na qual sinais e
sintomas sao pontuados, produzindo um escore final, é utilizada, entre outras, para
avaliacdo da ansiedade (BEAUBRUN; GRAY, 2000; LEHRI, 2004; OLIVEIRA;
SISTO, 2004).

Esses mesmos autores realizaram, em 2003, metanalise de 11 estudos
randomizados, duplo-cego e placebo-controle envolvendo 645 participantes, que
utilizaram o extrato da erva como monoterapia para o tratamento da ansiedade. Com
base nos dados encontrados, concluiram mais uma vez que, quando comparado
com o placebo, o extrato da kava é um tratamento sintomatico efetivo para a
ansiedade (PITTLER; ERNST, 2003).

Os efeitos colaterais relatados nesses ensaios clinicos revisados nessa
metanalise foram moderados, transitérios e pouco frequentes, justificando o
interesse em opcdes terapéuticas como a kava, devido aos efeitos colaterais
associados ao uso dos ansioliticos disponiveis, como o0s benzodiazepinicos
(SCHULZ et al., 1998). Os dados resultantes sugeriram que a kava é relativamente
segura para tratamentos de curta duragdo (1 a 24 semanas), embora outras
pesquisas sejam necessarias, particularmente em relagcdo a seguranga do uso
prolongado deste tratamento (PITTLER; ERNST, 2003).

Apesar da maioria dos estudos demonstrarem que a kava é eficaz no
tratamento da ansiedade e da insbnia, alguns autores questionam sua eficacia e o
uso terapéutico dessa substancia.

Jacobs et al. (2005) consideram que s&o poucas as evidéncias dessa
eficacia. Esses autores realizaram ensaio controlado com 391 individuos com
diagnodstico dessas duas condigdes e seus achados contrapdem-se as conclusdes
de Pittler e Ernst (2000) e as de Pittler e Ernst (2003), uma vez que os individuos
utilizando o extrato da kava (100 mg trés vezes ao dia, via oral, por duas e quatro

semanas), ndo demonstraram diferengas significantes nas escalas de avaliacao de
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ansiedade e tensao, comparados com aqueles tratados com placebo pelo mesmo
periodo.

Esses resultados deram, pois, suporte ao questionamento de Jacobs et al.
(2005) quanto a real eficacia terapéutica da kava, apesar do volume de trabalhos na
literatura, que demonstram ser essa substancia efetivamente ansiolitica.

Também Connor et al. (2006) consideram que os resultados de trés estudos
com a kava, controlados com placebo e venlafaxina, ndo dao suporte ao uso
terapéutico da kava no transtorno de ansiedade generalizada.

Recente revisdo critica, abordando o uso terapéutico de 27 produtos
botanicos e féormulas a base de ervas, considera que ainda s&o necessarios mais
estudos quanto ao uso da kava no tratamento da fobia, panico e desordens
obsessivo-compulsivas (SARRIS, 2007).

2.3 Metabolismo hepatico das kavapironas

A metabolizacdo das drogas € um fendmeno dindmico, realizada
principalmente pelo CYP450, constituido por grande variedade de isoenzimas,
localizadas nos microssomas do reticulo endoplasmatico liso, no lado citoplasmatico
da membrana celular, particularmente nos hepatdcitos (SOUZA et al., 2006). Essas
enzimas sao responsaveis pelo metabolismo de muitas drogas, estando agrupadas
em familias (CYP1-10) e subfamilias denominadas por letras e numeros. A maioria
das drogas e toxinas & metabolizada pela subfamilia CYP3A4 (WILKINSON, 2005).

De acordo com Shen (1997), a via bioquimica para detoxicagdo das
kavalactonas é o CYP450, e, se elas tém efeito psicoativo, também interagem com
medicagdes concomitantes, envolvendo provavelmente inibicdo dessas Vvias
enzimaticas. As kavapironas da Piper methysticum G. Forst foram identificadas
como sendo substéncias inibidoras das enzimas do CYP450, sobretudo do CYP3A4,
que, nos humanos, metaboliza a maioria dos substratos, podendo ocorrer uma
variagdo na sua expressao, quando ha exposicdo a xenobidticos (UNGER et al.,
2002).

Mathews et al. (2002) investigaram a inibicdo desse sistema enzimatico

microssomial do figado humano, pelo extrato da kava e pelas kavalactonas
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identificadas individualmente. Quando da incubagcdo de microssomas hepaticos
humanos, o extrato total da kava causou diminuicdo da atividade do CYP450, que
variou conforme sua concentragédo. Houve inibicdo das atividades do CYP1A2 (56%
de inibigcao), 2C9 (92%), 2C19 (86%), 2D6 (73%), 3A4 (78%), e do 4A9/11 (65%),
mas as atividades do CYP2AG6, 2C8 e 2E1 nao foram afetadas.

As atividades do CYP2C9, 2C19, 2D6 e 3A4 também foram avaliadas apos
incubagcdo de microssomas hepaticos humanos com as principais kavalactonas
isoladas - a kavaina (Ka), a dimetoxiangonina (DMY), a metisticina (M), a de-
hidrometisticina (DHM), e com a dihidronicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzido (NADPH). A Ka nao inibiu estas enzimas, mas houve inibicdo do CYP2C9
por DMY (42%), M (58%), e DHM (69%), além da inibicao do 2C19 por DHM (76%),
do 2D6 por M (44%) e do 3A4 por DMY (40%), M (27%) e DHM (54%). Esses dados
indicam que a kava tem um elevado potencial para causar interagdo de drogas, por
meio da inibicdo das enzimas do CYP450, responsaveis pelo metabolismo da
maioria dos agentes terapéuticos (MATHEWS et al., 2002).

Zou et al. (2002) incubaram, in vitro, constituintes de 25 produtos a base de
ervas com isoenzimas do CYP450 (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e
CYP3A4). Os constituintes da kava avaliados (dimetoxiangonina, dihidrometisticina e
metisticina) demonstraram ser potentes inibidores das isoenzimas 1A2 e 2C19.

Raucy (2003) avaliou a ativagcdo do CYP3A4 por indutores prototipos
(fenitoina, fenobarbital e omeprazol), flavondides dietéticos (quercetina, resveratrol e
curcumin) e produtos botanicos (extratos de sementes de uva, ginseng, silimarina e
kava-kava), determinando a produgdo do RNA mensageiro (RNAm), em culturas
primarias de hepatécitos de 17 individuos. Os produtos botanicos testados
produziram maior quantidade de RNAm, demonstrando maior expressao de CYP3A4
que os controles. Apenas a kava produziu aumento de atividade da enzima
luciferase, sugerindo que esta requer receptores de pregnanos X (PXR), para mediar
a indugéo de CYP3A4 (RAUCY, 2003).

Recentemente, Russmann et al. (2005), avaliando a taxa metabdlica de
cinco diferentes drogas, pela determinagcdo da atividade de varias enzimas do
CYP450, sugeriram que ocorre inibicdo de CYP1A2 em consumidores frequentes do

extrato aquoso tradicional da kava, em Nova Caledoénia.
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2.4 Uso terapéutico de fitoterapicos e efeitos adversos

Os efeitos adversos e as interagdes medicamentosas associadas ao uso de
produtos boténicos s&o ainda desconhecidos, pois, diferentemente das drogas
convencionais, ndo ha regulamentagao relacionada a pureza e a poténcia dos seus
constituintes, havendo maior probabilidade de ocorrerem efeitos adversos (CUPP,
1999).

Em clinicas de Hepatologia nos Estados Unidos, cerca de 20 a 30% dos
pacientes com doencgas hepaticas referem uso desses produtos (STEDMAN, 2002).
Apesar do numero crescente de americanos adeptos desse tipo de terapéutica, com
fins inclusive preventivos, ndo se tem adotados rigorosos procedimentos cientificos
exigidos pelo organismo regulador daquele pais, o FDA, para aprovagao antes de
serem comercializados (CUPP, 1999). Por essa razéo, Cupp (1999), considera que,
produtos que nado forem adequadamente testados, ndao devem ser comercializados
para o tratamento, cura ou prevencido de doenga. Também sugere que o0s
profissionais incluam na anamnese, questdes sobre 0 uso dessas substancias.

Existem muitas publicagcdes sobre a medicina alternativa e complementar.
Haller et al. (2002) afirmam que houve uma proliferagdo de textos de referéncia
médica que pretendem orientar os profissionais de saude, cujos pacientes utilizam
terapias a base de ervas. Para avaliar esses textos, fizeram uma revisdo sistematica
dos trabalhos publicados na base de dados Medline entre 1996 e 2000 e
identificaram os relatos de potenciais eventos adversos relacionados as 12 ervas,
definidas como suplementos dietéticos botanicos, mais frequentemente referidas nos
atendimentos do ano de 1998, pelo California Poison Control System - centro
toxicologico de S&o Francisco, Estados Unidos. Concluiram que, embora tenha
havido diferengcas nos textos de referéncia, as informagdes toxicolégicas eram
insuficientes e, as vezes, incorretas, no que se refere a avaliagdo e manejo dos
efeitos adversos provocados por esses produtos.

Segundo Marcus e Grollman (2002), enquanto as evidéncias de toxicidade

relacionada ao uso de produtos botanicos usados como remédios se acumulam, ha
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uma percepgcao que estes sdo seguros, baseada no uso tradicional e ndo em
estudos sistematicos, cujo desenho possibilita a detecgcao de efeitos adversos.

Muitos produtos contém inumeros componentes nao declarados,
quantidades excessivas de substancias, as vezes em nivel toxico e até metais
pesados. Além disso, desconhece-se, na maioria das vezes, o potencial que tém de
interagir com outras drogas, passando o seu uso a constituir um risco terapéutico,
sobretudo em pessoas idosas, que utilizam varias medicagdes para doencas
cronicas (MARCUS; GROLLMAN, 2002).

O uso de produtos naturais na medicina popular € milenar (CORDEIRO et
al., 2005), e estes parecem ser considerados pelo publico como medicamentos
inécuos (MILLER, 1998; STICKEL et al., 2005).

A publicidade, empenhada em aumentar os lucros da industria farmacéutica,
€ responsavel por varias irregularidades no que concerne a popularizagdo de
produtos naturais, vendidos com isengcédo ou nao de prescricdo medic. Alguns desses
produtos s&o potencialmente toxicos, podendo promover riscos a populagdo que os
utiliza (CARVALHO, 2005).

Contrariamente a crenga popular, muitos medicamentos a base de ervas
podem provocar sérios riscos a saude, ora por efeitos adversos diretos, ora por
interagdo com outras drogas. Embora os que advoguem o seu uso argumentem que
o uso tradicional evidencia a sua seguranga, ha muitas limitagbes nesse tipo de
evidéncia (De SMET, 2002). Assim, se é facil determinar que uma substancia é
téxica quando ela provocou diversos efeitos adversos agudos em um grande numero
de usuarios, é dificil, no entanto, reconhecer os efeitos tardios e infrequentes. Muitas
vezes, até as consequéncias sobre o embrido e o feto e os efeitos carcinogénicos
sdo de reconhecimento pouco evidente (De SMET, 2002).

Ha que se considerar ainda que, entre os individuos, ocorre variabilidade na
resposta as drogas, que depende de multiplos fatores, tais como os ambientais e
genéticos, além de diferengas na absorgao, distribuigdo, metabolismo e excrecao de
uma dada substéancia pelo organismo (WILKINSON, 2005).

Embora recomende que esses medicamentos nao devam ser prescritos sem
evidéncias de eficacia e seguranga baseadas em estudos rigorosos, De Smet (2002)
entende que eles exercem um grande apelo para a populagdo e que seu uso é

disseminado, sendo pois, imperativo questionar o paciente sobre sua utilizacao,
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notadamente diante de problemas de saude inexplicaveis, obrigando também o

especialista a conhecer suas indicagcdes e os potenciais efeitos colaterais adversos.

2.5 Hepatotoxicidade induzida por drogas

A doenca hepatica induzida por drogas é o principal efeito toxico do uso de
substancias com fins terapéuticos (BONKOVSKY et al., 2006). Nos Estados Unidos,
em torno de 0,1% a 3% de todas as internagbes hospitalares sao relacionadas a
toxicidade por drogas e se suspeita ainda que muitos casos deixem de ser
diagnosticados (HARTLEB et al.,, 2002). Também naquele pais, mais de dois
milhdes de casos de reag¢des adversas a drogas ocorrem anualmente e 0 numero de
Obitos relacionados a essas reagdes atinge a cifra de cem mil mortes por ano
(WILKINSON, 2005).

Sendo o figado o principal érgédo de metabolizagcdo de praticamente todas as
drogas, potencialmente pode ocorrer lesdo hepatica secundaria ao uso da maioria
das substancias utilizadas com fins terapéuticos (HARTLEB et al., 2002).

Hepatotoxicidade ¢é definida como a injuria ao figado causada pela
exposi¢cao a droga ou a outro agente nao infeccioso, associada a prejuizo na fungéo
hepatica. Quando ha alteragdo na funcao do 6rgdo é que se manifestam sintomas e
se estabelece doenga clinicamente significante (NAVARRO; SENIOR, 2006).

Considera-se que, frente a grande quantidade de drogas prescritas, o
numero de efeitos adversos que atingem o figado é relativamente pequeno. Na
maioria dos casos, a toxicidade hepatica por drogas manifesta-se como hepatite
aguda, sendo esta freqientemente reversivel e de evolugao benigna. No entanto, o
espectro da doenga hepatica induzida por drogas pode variar de alteracbes
bioquimicas moderadas a faléncia hepatica aguda (HARTLEB et al., 2002).

Reacgdes a drogas podem ser agudas, manifestando-se como hepatite aguda
com necrose hepatocelular, doenca colestatica ou ainda hepatite aguda colestatica.
Podem também ser crénicas, formas menos comuns, que incluem hepatite crénica,
colestase cronica, doenga hepatica gordurosa com esteato-hepatite ndo alcodlica,
fibrose, cirrose, inflamagao granulomatosa, doenga venooclusiva, peliose hepatica e
neoplasias benigna ou maligna (KAPLOWITZ, 2001). Essas reagdes podem ser

previsiveis ou intrinsecas, ocorrendo virtualmente em qualquer individuo, que utilize
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uma superdosagem de uma substancia como, por exemplo, o acetaminofen. Podem
também ser imprevisiveis ou idiossincrasicas, estas, dependendo da droga,
acometendo 0,01% a 1% dos individuos a ela expostos (KAPLOWITZ, 2001). As
reacdes idiossincrasicas podem cursar ou ndo com manifestagdes imunoalérgicas,
em fungdo da modulagdo da resposta tissular a injuria pelos fatores genéticos do
individuo (BONKOVSKY et al., 2006).

Um dos maiores problemas relacionados a avaliacdo da doencga hepatica
induzida por drogas € a atribuicdo de causalidade. Existem numerosas causas
potenciais de lesdo hepatica, mas ndo ha um teste patognoménico na doenga
hepatica induzida por drogas (BONKOVSKY et al., 2006). Na maioria dos casos, o
diagnostico € baseado em evidéncias circunstanciais. Varios critérios sdo utilizados
na pratica clinica: exclusao de outras causas, melhora do quadro apds suspensao
da droga, fatores de risco associados. Embora ndo exista um padrdo ouro para o
diagndstico, escalas para avaliagao de causalidade podem ser utilizadas, facilitando
a interpretagao clinica dos achados.

A escala de Naranjo estima a probabilidade de uma reagao adversa ter sido
causada por uma dada droga (NARANJO et al., 1981). Freqlientemente utiliza-se
também a do Council for International Organizations of Medical Sciences (CIOMS),
ou outra validada por Maria e Vitorino (KAPLOWITZ, 2001).

Essas escalas subtraem ou adicionam pontos a partir de elementos da
histdria clinica, tais como o tempo de aparecimento da reag¢ao e o uso da substancia;
a evolugcao apds a suspensao da droga suspeita, presenga ou auséncia de fatores
de risco, além de considerar a exclusdo de outras causas ndo relacionadas a drogas
(BONKOVSKY et al., 2006).

Recentemente, foi proposto um novo instrumento de avaliagdo, a Drug
Interaction Probability Scale (DIPS), para quando, na pratica clinica, as reacdes
adversas envolverem duas drogas, a que € afetada — a droga objeto, e a que causa
a mudanga na droga objeto — a droga precipitante, pois se considera que as escalas
existentes ndo sédo apropriadas para avaliar eventos adversos relacionados ao uso
concomitante de substancias. Essa nova ferramenta exige, para sua aplicagéo, o
conhecimento das propriedades farmacoldgicas das substancias em tela (HORN et
al., 2007).

Aproximadamente 1000 drogas ja foram implicadas como agentes causais

de doenga hepatica e, nos Estados Unidos, a toxicidade hepatica por drogas € a
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causa mais comum de faléncia hepatica aguda, variando de 1/3 a metade dos casos
dessa condigdo que ocorrem naquele pais. Representa um desafio diagndstico e
terapéutico, pois, embora a doenga hepatica assim induzida possa mimetizar todas
as formas de doenca hepatobiliar aguda e crbnica, a manifestagdo clinica mais
frequente € a ocorréncia de hepatite aguda ictérica ou de doenga hepatica
colestatica (KAPLOWITZ, 2003).

A frequéncia com que estas reagdes adversas ocorrem tornou-se um
desafio, ndo s6 para a industria farmacéutica, mas para os 6rgaos regulamentadores
da comercializagdo de produtos terapéuticos, uma vez que o potencial téxico de
algumas drogas nao € evidenciado em estudos pré-clinicos, nem nas fases 1 a 3 de
estudos clinicos (KAPLOWITZ, 2003).

As manifestagbes clinicas mais frequentes da hepatite aguda s&o de
sintomas sistémicos, ictericia, elevacdo de aminotransferases, sobretudo da alanino
aminotransferase (ALT), e da fosfatase alcalina (FA), cerca de cinco vezes o limite
superior de normalidade. No entanto, eventualmente, em pacientes previamente
saudaveis, ALT e aspartato aminotransferase (AST) podem atingir niveis 30 vezes
maiores que o limite superior de normalidade, sem ocorrer sintomas ou sinais
(AMORIM et al., 2005). A ingestdo intencional de doses muito elevadas de
acetaminofen pode provocar niveis extremamente elevados de aminotransferases
(LEE, 2003). Em casos mais graves de toxicidade hepatica, pode ocorrer
coagulopatia e encefalopatia, indicativos de faléncia hepatica aguda, sendo
necessario o transplante de figado.

Quando a toxicidade se apresenta como doencga colestatica, ocorre elevagao
da fosfatase alcalina e prurido, sendo esse quadro de resolugdo mais lenta e, em
raras vezes, ocasionando doenca biliar ductal e cirrose biliar. Pode ainda ocorrer um
padrao misto de agressao, em que a hepatite € atipica (KAPLOWITZ, 2003).

A incidéncia destes eventos adversos ndo € bem conhecida, no entanto,
relata-se que 5% das faléncias hepaticas induzidas por drogas devem-se ao uso de
fitoterapicos (RUSSO et al., 2004).

O potencial de risco do uso medicinal de ervas também ainda nao foi bem
investigado, considerando-se um desafio para o futuro a pesquisa sistematica nessa
area. Apesar de varias ervas medicinais isoladas ou em preparagdes combinadas
serem associadas a ocorréncia de hepatotoxicidade, muitas vezes uma relagao

causal pode nao ser bem estabelecida (ERNST; PITTLER, 2003). Ha casos em que
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os constituintes dos preparados medicinais a base de ervas sao considerados a
causa do dano hepatico, porém em outros, a interagao entre a erva e outras drogas,
a contaminagao e/ou adulteragcdo sao responsabilizados pela toxicidade hepatica
(PITTLER; ERNST, 2003a).

Devido a ampla distribuicdo e uso de inumeras preparacdes botanicas nao
s6 prescritas, mas de consumo decorrente de auto-medicagao, Larrey (1994) sugere
que, tanto os consumidores como os profissionais de saude devem atentar para o
fato delas ndo serem destituidas de risco, mantendo-se vigilantes em relacéo a sua
potencial hepatotoxicidade.

De acordo com Souza (2003), o Brasil é pais de flora abundante e o uso
popular de ervas medicinais vem acarretando um aumento na incidéncia de doenca
hepatica induzida por essas ervas, as vezes com evolugcdo para o 6bito, sendo, no
entanto, de dificil comprovagao a relagdo causa-efeito. Devido a inexisténcia de
estudos epidemioldgicos nacionais, as caracteristicas clinicas da doenga hepatica
induzida por drogas no nosso pais restringem-se a trabalhos isolados ou a estudos
prospectivos em patologias especificas, como as drogas antituberculose. Esse autor
avaliou os casos atendidos no Hospital Universitario da Universidade Federal em
Juiz de Fora, Minas Gerais, no periodo compreendido entre 1995 e 2003, com
diagnostico de doenga hepatica induzida por drogas. Registrou 60 casos, com
predominancia do sexo feminino (55%), sendo a média de idade 54,4+18,6 (20 a 88)
anos. As manifestagcdes de doenga hepatica incidiram principalmente nos pacientes
acima de 45 anos e a ictericia foi o dado clinico mais importante, ocorrendo em
61,66% dos pacientes. Encontrou sete casos em que o surgimento da doencga foi
relacionado ao uso de plantas medicinais como sacaca, cha de dragéo, cha de erva
cavalinha, gengibre, porangaba e confrei.

Adicionalmente, Blendis (2005), aplicando questionario a individuos
submetidos a transplante de figado, encontrou, dentre 290 pacientes, 156 (54%) que
admitiram fazer uso de produtos ndo prescritos. Dentre estes, 101 tomavam
vitaminas continuamente e 55 faziam uso concomitante de vitaminas e fitoterapicos.
A partir dessa constatagdo, considerou que a ocorréncia de interagdes entre outras
drogas e fitoterapicos € uma questdo muito importante, sugerindo que as equipes de
transplante hepatico devam questionar detalhadamente se os pacientes usam

vitaminas e/ou fitoterapicos e os educar sobre os riscos potenciais desse consumo.



52

Além disso, recomenda a extensao desse cuidado a todos os profissionais de saude,
0 que também ja propunha Wooltorton (2002).

Avorn (2006), também sugere que se deve realizar e publicar estudos
relacionados a seguranga das drogas, discutindo-os em conferéncias sobre riscos e

beneficios quando do uso de substancias com fins terapéuticos.

2.6 Toxicidade hepatica relacionada ao uso da kava

A kava é considerada potencialmente hepatotéxica (De SMET, 2002), mas o
mecanismo ou mecanismos exatos pelos quais pode induzir lesdo hepatica ndo esta
bem estabelecido, além do que, n&o se pode precisar se seus efeitos hepatotoxicos
sdo maiores que os dos ansioliticos convencionais (ERNST, 2002; STRADER,;
SEEF, 2006).

Conhecem-se trés mecanismos possiveis pelos quais as kavalactonas
podem provocar hepatotoxicidade: inibicdo do CYP450, redugdo do conteudo de
glutationa (GSH) no figado e, mais remotamente, inibicdo da atividade da enzima
cicloxigenase (CLOUATRE, 2004; JOHNSON et al., 2003; WHITTON et al., 2003).
Além disso, como a interagédo entre muitas drogas resulta da inibicdo ou indugéo de
enzimas do CYP450, a kava tem potencial para ocasionar efeitos adversos, pois
aumenta a interagdo entre drogas, ao promover inibicdo dessas enzimas,
responsaveis pelo metabolismo de muitas substadncias (MATHEWS et al., 2002;
WILKINSON, 2005).

Sao varios os relatos de ocorréncia de hepatotoxicidade associada ao uso
da kava. Segundo Haller et al. (2002), ela encontra-se entre as 12 ervas - definidas
como suplementos dietéticos botanicos - mais frequentemente referidas nos
atendimentos do ano de 1998 pelo centro toxicolégico de S&o Francisco, o California
Poison Control System.

No entanto, as informacgdes disponiveis atualmente sobre a toxicidade das
kavapironas sao ainda obscuras. Apesar da probabilidade das preparagdes sob a
forma de extrato etandlico ou aceténico da kava provocarem hepatotoxicidade grave,
€ escassa a documentacao referente aos casos relatados. Quando se avaliam os
poucos casos bem documentados de hepatotoxicidade na Alemanha e na Suiga, um

mecanismo idiossincrasico, imunologicamente mediado, apresenta-se como o0 mais
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provavel, especialmente com o uso em doses elevadas, enquanto que o mecanismo
téxico direto parece ser bem menos provavel (SCHULZE et al., 2003).

A frequéncia com que ocorre hepatotoxicidade também é desconhecida
(MOULDS; MALANI, 2003). Um caélculo da incidéncia com base em relatos de casos,
indica que a hepatoxicidade relacionada a kava ocorre em 0,008 casos por milh&do
de doses diarias, 0 que significa um risco extremamente baixo (TESCHKE et al.,
2003; THOMSEN et al., 2004). As primeiras publica¢des relacionando o consumo da
kava a hepatotoxicidade, datam de 1988, em observagbes em aborigines
(MATHEWS et al., 1988). Desde entdo, sucederam-se trabalhos sugerindo esta
associacao.

Cairney et al. (2003a), avaliando individuos que haviam consumido 205
gramas de po contendo kava, cerca de 150 vezes a dose para uso clinico,
depararam-se com elevacao de enzimas hepaticas. Isso os fez considerar que esse
consumo representa um aumento no risco potencial de ocorrer dano hepatico fatal.

Humberston et al. (2003), relataram caso de paciente com 14 anos de idade,
previamente saudavel, que foi submetida a transplante hepatico, devido a faléncia
hepatica, com necrose hepatocelular compativel com hepatite quimica e sem
nenhuma outra causa aparente capaz de provocar o quadro, além do consumo de
produto contendo kava, durante os quatro meses anteriores. Sugeriram ent&o, que
os clinicos estejam atentos ndo sé ao potencial toxico de produtos a base de ervas,
inquerindo a respeito do seu uso em casos de dano hepatico inexplicavel, mas
também a possibilidade de ocorrer hepatotoxicidade induzida pela kava.

Gow at al. (2003) descreveram o caso de uma mulher de 56 anos que
evoluiu para 6bito por insuficiéncia hepatica aguda, que foi associada ao uso de uma
preparagao contendo 60 mg de Piper methysticum, Passiflora incarnata, 50 mg e
Scutellaria lateriflori, 100 mg. No entanto, na avaliagdo de Thomsen et al. (2004), a
hepatotoxicidade do referido caso poderia ter sido causada por contaminantes do
preparado ou até mesmo pelo cromo contido em suplemento mineral que também
estava sendo consumido pela paciente.

Stickel et al. (2003), utilizando escala estabelecida para o diagnéstico de
efeitos adversos hepaticos decorrentes de drogas, analisaram 29 casos de hepatite
durante a ingestdo de kava, ocorridos entre 1990 e 2002. Incluiram nessa analise
sete casos anteriormente publicados, totalizando 36 casos entre homens e

mulheres. Nove desenvolveram faléncia hepatica fulminante, dos quais oito foram



54

submetidos a transplante hepatico. Trés pacientes evoluiram para o 6ébito, dois dos
quais haviam sido transplantados sem sucesso. Dentre os casos analisados, o
consumo referido de kava havia sido sob forma de extrato alcodlico ou acetdnico. No
exame histologico, evidenciaram-se necrose hepatica e hepatite colestatica. Os
autores discutem a possibilidade da participagdo de fatores alérgicos e
idiossincrasicos, enfatizando, contudo, a hepatotoxicidade potencialmente grave
provocada pela kava.

Ja Clough et al. (2003) consideram que n&o ha evidéncias de dano hepatico
grave nas populagdes consumidoras de kava nas ilhas do Pacifico nem entre os
indigenas australianos, que utilizam o seu extrato aquoso. Essa foi a conclusdo de
um estudo transversal que realizaram com 98 participantes, 36 dos quais nunca
havia utilizado kava. Classificaram os 62 usuarios do extrato aquoso em grupos,
conforme o tempo de suspensao do consumo, que variou de 24 horas anteriores ao
estudo, até cerca de um ano. A quantidade média de consumo, 118 gramas por
semana, foi considerada moderada. O tempo do consumo variou de um a 18 anos,
média de 12 anos. O grupo que utilizou a substancia até a data mais recente, que foi
24 horas antes, apresentou niveis elevados de gamaglutamil transferase (yGT) e de
fosfatase alcalina (FA), porém nem a alanina aminotransferase (ALT) nem as
bilirrubinas se alteraram.

Também nao ocorreram alteragdes nos testes de fungcdo hepatica de ratos
aos quais Singh e Devkota (2003) administraram o extrato aquoso da kava, além de
nao terem encontrado anormalidades na formagao de malondialdeido, que reflete a
peroxidacgao lipidica.

Russmann et al. (2003) consideram que, ndo sO6 os extratos disponiveis
comercialmente, mas também os preparados tradicionais de kava podem, embora
raramente, provocar dano hepatico, com elevagdo significante das
aminotransferases e hiperbilirrubinemia. Sugerem, porém que, nos consumidores de
elevadas quantidades desses ultimos, a atividade elevada de yGT, na presenca de
aminotransferases normais ou minimamente elevadas, seja provavelmente o
resultado de indugcdo de enzimas do CYP450, mais do que um sinal de dano
hepatico.

Johnson et al. (2003), ao identificarem dois novos metabdlitos, 11-12-
dihidroxi-7,8-kavaina-0-quinona e 11-12-dihidroxikavaina-0-quinona, a partir de

experimentos in vitro incubando a kava e microssomas hepaticos, sugeriram que a
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formacgao destes pode contribuir para a hepatotoxicidade em humanos, quando as
vias metabdlicas estiverem alteradas, o que pode ocorrer quando ha interagao entre
drogas, diferengas genéticas de expressao enzimatica ou mesmo saturagcdo dessas
vias.

O consumo macico de kava pode, provavelmente, ocasionar desde
elevagdes minimas de yGT até hepatite grave ou insuficiéncia hepatica fulminante,
requerendo transplante, conforme diversos casos ja publicados na literatura. No
entanto, o impacto das notificacbes de seguranga sobre a venda de produtos
contendo essa substancia nao parece ter sido muito importante nos paises que nao
proibiram a sua comercializagdo. Esses continuam até a ser recomendados como
seguros na maioria dos locais de venda, conforme demonstra estudo de campo
realizado no Canada (MILLS et al., 2004).

Em todo o mundo, cerca de 100 casos séo atualmente associados ao uso da
kava, apesar de muitos especialistas julgarem que a causalidade ndo € bem
estabelecida nesses relatos. A industria reagiu ao banimento dessa substéncia,
assim como parcela da comunidade cientifica, reacendendo a polémica, inclusive na
esfera judicial, ensejando agdes com vistas a readquirir o direito de comercializagéao
de seus produtos no Reino Unido. Entretanto, embora ndo haja uma resposta
definitiva para essa questéo, ainda ndo se pode desconsiderar as evidéncias sobre a
hepatotoxicidade da kava (ERNST, 2007).

2.7 Histologia hepatica

2.7.1 Histologia normal

O conceito mais antigo sobre a organizagao histolégica do figado, atribuido a
Kiernan, era puramente estrutural, pois considerava o lébulo hepatico de forma
hexagonal, centrado por um ramo venoso, em torno do qual se distribuiam,
radialmente, as traves hepatocitarias (ARAUJO, 1992). A periferia do l6bulo era
delimitada por espacgos portais, compreendendo as ramificacbes vasculares

aferentes - veia porta e artéria hepatica - e canaliculos biliares. Sob essa 6tica, o
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sentido natural do fluxo da microcirculagdo nao era considerado no que concerne a
relacdo entre sinuséides, hepatdcitos e veia hepatica terminal (VHT). O figado tem
uma vascularizacao aferente dupla — arterial hepatica e venosa portal, uma rede
sinusoidal distribuida entre os hepatécitos e um sistema eferente, constituido por
ramos da veia supra-hepatica.

O sangue venoso, rico em nutrientes e o arterial, rico em oxigénio, se
misturam no compartimento sinusoidal, sendo depois coletado pela VHT. Cada
unidade microvascular nutre um territério hepatico, situado entre espacos
intervasculares - o I6bulo ou acino hepatico, unidade estrutural, microcirculatéria e
funcional do figado.

Levando-se em consideragéo o fluxo sanguineo ao longo dos sinuséides, a
partir das areas portais e periportais até a VHT, o parénquima € definido em
territorios distintos, ou seja, zona 1 ou periportal, zona 2 ou intermediaria e zona 3 ou
perivenular, em fungdo de um gradiente decrescente de oxigénio e metabdlitos, da
zona 1 para a zona 3. Nessas diferentes areas, a concentracdo de enzimas também
pode variar, sendo os hepatdcitos da zona 3 os mais vulneraveis & injuria (ARAUJO,

1992). A figura 2 representa a histologia normal do figado.

Figura 2: Histologia normal do figado (Zonas 1, 2 e 3).
Fonte: http://medlib.med.utah.edu/WebPath/LIVEHTML/LIVER003.html.

Acesso em 8 de janeiro de 2008.
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2.7.2 Alteragoes histolégicas na doenga hepatica induzida por drogas

A figura 3 mostra uma area de necrose hepatica extensa, resultante de
superdosagem de acetaminofen. Os hepatdcitos, a direita, ja foram destruidos e os
da esquerda estdo em fase de destruicdo. Esse padrao pode ser visto numa
variedade de hepatotoxinas, podendo ocasionar a faléncia hepatica aguda, que leva

a encefalopatia grave.

Figura 3: Necrose hepatica extensa, por superdosagem de acetaminofen
Fonte: http://medlib.med.utah.edu/WebPath/LIVEHTML/LIVER003.html.

Acesso em: 8 de janeiro de 2008

O acumulo de pigmento amarelo-esverdeado observado na figura 4 € bile,
num quadro de colestase, freqientemente ocasionada por obstrugao biliar
extrahepatica. No entanto, pode ocorrer também como consequiéncia de processos

autoimunes ou relacionado ao uso de drogas.


http://medlib.med.utah.edu/WebPath/LIVEHTML/LIVER003.html
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Figura 4: Colestase
Fonte: http://library.med.utah.edu/WebPath/LIVEHTML/LIVER020.html
Acesso em: 8 de janeiro de 2008

2.7.3 Alteragoes histolégicas na doenga hepatica relacionada ao uso da kava

Os achados histolégicos de injuria hepatica relacionada ao uso da kava
parecem ser principalmente a hepatite colestatica e necrose hepatocelular, de
acordo com a analise de casos publicados num periodo de 12 anos, realizada por
Stickel et al. (2003), destacando-se a presenca de importante infiltrado eosinofilico
em muitos casos.

Hepatite toxica com necrose hepatocelular foi descrita por Humberston et al.
(2003). No relato de Escher et al. (2001), em que um paciente de 50 anos em uso de
kava evoluiu para insuficiéncia hepatica grave, culminando com transplante
hepatico, o explante revelou extensa necrose hepatocelular e infiltragéo lobular e
portal de linfécitos e eosindfilos. Russman et al. (2001), fizeram descrigdes mais
complexas de hepatotoxicidade, chamando atencdo para achado de infiltragdo
portal, necrose em ponte, destruicdo interlobular de ductos biliares e colestase
ductular, além de infiltrado celular misto, com linfocitos, eosindfilos e macrofagos

ativados, envolvendo ductos biliares interlobulares. Musch et al. (2006), descreveram
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lesdo necroinflamatéria lobular e portal ativa, sem indicativos de cirrose, em amostra
de figado de uma paciente em uso concomitante de kava e erva-de-Sao-Jodo. Ja
DiSilvestro et al. (2007), em estudo experimental com ratos machos Sprague-Dawley
alimentados com extratos de kava adicionados a racdo em diferentes doses, nao
encontraram alteragdes histoldégicas na amostras de figados desses animais, ao
compara-los a um grupo controle. Com o objetivo de provocar hepatite toxica,
também administraram 500 mg/kg da hepatotoxina galactosamina, via intra-
peritoneal, em grupos pareados desses animais e em controles, 24 horas antes do
sacrificio. Referem que, quando comparados aos animais com hepatite por
galactosamina, os grupos que receberam a galactosamina e a dieta com a kava nao
apresentaram sinais histolégicos de agravamento da hepatite experimentalmente

induzida.

2.8 Outras reagoes adversas relacionadas ao uso da kava

Em revisdo sistematica da literatura especializada, para avaliar as possiveis
reacOes adversas relacionadas ao uso da kava, Stevinson et al. (2002) sugeriram
que estes sdo, em geral, raros, moderados e reversiveis, embora possam ser
ocasionalmente mais graves. Incluem, além de dano hepatico, disturbios
gastrointestinais, reacdes alérgicas cutineas, cefaléia e vertigem, cansaco,

intranquilidade, tremores e complicagdes neuroldgicas.

2.8.1 Alteragoes dermatolégicas e oculares

Ernst (2000) afirma que os efeitos adversos dos remédios a base de ervas
sao as vezes negligenciados na dermatologia e sugere que os dermatologistas
devam conhecer o seu potencial para causar efeitos colaterais, uma vez que
praticamente todos sdo capazes de provoca-los. Inclui a kava entre as medicacdes

populares botanicas capazes de provocar efeitos colaterais na pele.
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O aparecimento de dermopatia durante o consumo da kava é relatado na
literatura e é feita uma associagao causal entre as lesdes cutaneas e o seu uso.

De acordo com Norton e Ruze (1994), os efeitos cutaneos decorrentes do
uso da kava foram primeiramente mencionados pelos membros das expedi¢cdes do
capitdo James Cook ao Pacifico, em 1776. A dermopatia induzida pela kava
manifesta-se por coloracdo amarelada da pele, com erupgcado descamativa peculiar,
semelhante a ictiose. Tal condicdo € condicdo reversivel e seu mecanismo €
desconhecido, mas pode estar relacionado ao metabolismo do colesterol.

Segundo Ruze (1990), uma dermatite pelagréide é relacionada ao consumo
da kava. Esse autor, avaliando 200 individuos das ilhas Tonga que consumiam
bebida contendo Piper methysticum, também encontrou alteracbes cuténeas
semelhantes as da ictiose, além de irritagdo ocular. Considerando que essas
alteracbes de pele possam ser também relacionadas a deficiéncia de niacina,
realizou estudo randomizado, administrando 100 mg, via oral, dessa vitamina a 29
desses individuos e os comparou a outros que receberam placebo. A melhora das
lesdes que ocorreu no grupo que recebeu nicotinamida foi, ao final do estudo,
semelhante a encontrada no grupo controle, sugerindo que a deficiéncia de niacina
nao foi responsavel pelas lesdes.

Suss e Lehmann (1996) descreveram um caso de dermatite alérgica
relacionada ao uso de bebida a base de kava, de aparecimento agudo e Cairney et
al. (2003) encontraram um percentual de ocorréncia de dermopatia em 44,4% em
grandes consumidores crbénicos e de 14,3% em ex-consumidores, quando
comparados a individuos que ndo consumiam essa substancia.

A funcgao visual de um individuo apds o consumo de bebida preparada com a
kava, foi avaliada por Garner e Klinger (1985), observando alteragbes na
acomodacao e convergéncia visuais, aléem de aumento no diametro da pupila e

disturbio oculomotor.

2.8.2 Alteragoes neurologicas

De acordo com Spinella (2001), a grande disponibilidade e o uso

disseminado de medicamentos a base de ervas aumentam o potencial para a
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ocorréncia de efeitos adversos nos individuos com epilepsia, pois 0 uso de sedativos
ditos naturais, entre os quais inclui a kava, pode potencializar os efeitos dos
antiepilépticos, aumentando o seu efeito sedativo e sobre as fungdes cognitivas.

Manifestagbes neurolégicas s&o incomuns, porém Sibon et al. (2002)
relataram trés casos de menigismo, dois deles com alteragdes focais, apds o uso da
kava.

Meseguer et al. (2002) relataram caso de uma mulher com 45 anos de
idade, que desenvolveu parksinsonismo grave, apresentando tremores persistentes
alguns dias apds iniciar o tratamento para ansiedade com o extrato de kava. O
quadro melhorou apdos o tratamento com anticolinérgicos e, como ela tinha histéria
familiar de tremor essencial, foi sugerido que o extrato de kava pode produzir
parkinsonismo em individuos geneticamente suscetiveis.

Ha, porém, divergéncias na literatura quanto a ocorréncia de efeitos
colaterais neuroldgicos. Estudos controlados sugerem que os extratos da kava nao
prejudicam o desempenho cognitivo e a vigilancia, além de nao potencializarem os
efeitos dos depressores do SNC (STEVINSON et al., 2002).

Os resultados do estudo de Cairney et al. (2003), no qual compararam a
funcdo cognitiva e a movimentacdo ocular (sacada) em individuos grandes
consumidores cronicos de kava, ex-consumidores e nao consumidores dessa
substancia, demonstraram apenas mudangas sutis em fungdes cognitivas ou

oculomotoras entre os grandes consumidores crénicos.

2.8.3 Manifestagoes orais

Abebe (2003) afirma que o uso de substancias a base de ervas é associado
ao aparecimento de manifestagdes clinicas orais e inclui a kava como relacionada ao

surgimento de discinesia oral e lingual.
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2.8.4 Desnutricao, dislipidemia e doenga cardiovascular

Ao comparar individuos grandes consumidores cronicos de kava, ex-
consumidores e nao consumidores dessa substancia, Cairney et al. (2003)
encontraram uma reducdo significante do indice de Massa Corpérea (IMC) nos
grandes consumidores crénicos de kava e nos ex-consumidores.

Quanto aos niveis plasmaticos de colesterol total e do colesterol LDL (low-
density lipoprotein), segundo Clough et al. (2004), o uso da kava por aborigines
australianos parece eleva-los, aumentando o risco de doenga cardiovascular,
embora também, ao que tudo indica, promova elevagado do colesterol HDL (high-
density lipoprotein). Esta foi a conclusédo de estudo avaliando 340 individuos de uma
dessas comunidades. Neste, ndo se observaram alteragdes nos triglicérides e a
gordura corporal foi registrada como baixa, sendo ainda uma questao nao resolvida
se ha ou ndo associagao entre o uso da kava e a ocorréncia de morte subita naquela
populacdo (CLOUGH et al., 2004).

2.8.5 Linfopenia e risco de infecgao

Cairney et al. (2003) encontraram linfocitos anormalmente baixos em
individuos grandes consumidores cronicos de kava e em ex-consumidores, ao
compara-los com individuos ndo consumidores dessa substéncia, sugerindo um
risco elevado de ocorréncia de infec¢des graves.

O quadro 1 resume as reacgdes adversas sistémicas relacionadas ao uso da

kava.
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Dermatite: erupgédo descamativa, pelagroide, semelhante a ictiose
Irritacdo ocular, disturbio oculomotor, dilatacdo da pupila
Discinesia oral e lingual

Meningismo

Parkinsonismo

Alteragbes minimas na fungdo cognitiva

Sacada

indice de Massa Corpoérea (IMC) e gordura corporal: reduzidos
Colesterol total e LDL: elevados

Colesterol HDL: elevado

Morte subita questionavel

Linfopenia

Quadro 1: Reacdes adversas sistémicas relacionadas ao uso da kava

2.9 Interagoes da kava com outras substancias

Interacdo medicamentosa entre fitoterapicos e drogas convencionais ocorre,
indubitavelmente, aumentando o risco de desenvolvimento de reagcbes adversas
(COTE et al., 2004; FUGH-BERMAN; ERNST, 2001). A ocorréncia de interagdes
entre outras drogas e fitoterapicos € uma questdo muito importante (BLENDIS,
2005). Cordeiro et al. (2005) consideram que nao se deve administrar nenhum
fitoterapico concomitantemente a outros medicamentos sem orientagdo médica ou
farmacéutica e sugerem também, assim como Blendis (2005), que esses
profissionais questionem e alertem sobre o uso de ervas medicinais, dado seu alto
poder de interagao.

De acordo com Miller (1998), deve-se procurar conhecer o potencial de
interagdo entre as drogas convencionais e as botanicas, pois considera que os
individuos que se utilizam dessas ultimas, geralmente o fazem sem a devida
orientagao profissional, além de n&o informarem o uso aos seus clinicos.

A falta de documentagcdo minuciosa dos casos pode, muitas vezes, dificultar

o0 seu estudo e, consequentemente, o avango do conhecimento nessa area. Na
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literatura especializada, as descricbes das ocorréncias de interagdes entre
substancias deixam a desejar, como demonstra uma revisao sistematica realizada
por Fugh-Berman e Ernst (2001). Nela, foram avaliados os relatos de 188 casos de
interagbes suspeitas. Dentre estes, 13% foram classificados como bem
documentados e 18,5% como possiveis interagbes. O restante dos casos nao foi
considerado possivel de ser avaliado.

Uma vez que a interagdo entre muitas drogas € o resultado da inibigdo ou
indugdo de enzimas do CYP450 e que varios estudos ja demonstraram a agao
inibitéria de varias kavalactonas sobre essas enzimas (CYP1A2, CYP2C9, 2C19,
2D6, 3A4 e 4A9/11), aumentando o risco de interagdo farmacocinética, sua
administragdo concomitante a outras substancias torna-as potencialmente toxicas,
pois pode ocorrer elevagao dos seus niveis plasmaticos ou de seus metabdlitos.
(MATHEWS et al., 2002; UNGER et al., 2002; ZOU et al., 2002).

A kava ¢é frequentemente consumida associada a outros farmacos
metabolizados pelo CYP3A4 e, em varios relatos de casos, além dela, outras
medicagbes  potencialmente  hepatotoxicas  estavam  sendo  utilizadas
concomitantemente pelos pacientes (CORDEIRO et al., 2005; STEVINSON, 2002),
aumentando o risco de hepatite toxica.

Dados encontrados por Zou et al. (2002), estudando in vitro a expresséo do
cDNA (c-desoxiribonucleotideo) humano das isoenzimas do CYP450, sugerem que
os componentes da kava tém potencial para inibir o metabolismo de medicacbes
cuja via primaria de biotransformagdo seja o CYP450, que, se administradas
concomitantemente a kava, aumentam o risco de interacdes.

A interagdo entre a kava e algumas substancias é relatada na literatura. O
uso concomitante de kava e alprazolam pode resultar em coma (MILLER, 1998) e a
incidéncia de hepatotoxicidade pelo acetaminofen pode ser aumentada pelo uso
concomitante de drogas potencialmente hepatotoxicas como a kava (ABEBE, 2002).
Ha também um relato de caso de potencial interacdo entre a kava e alprazolam,
cimetidina e terazosin (De SMET, 2002). Donadio et al. (2000) descreveram a
ocorréncia de mioglobinuria e dor muscular grave em um paciente de 29 anos, que
consumira preparado botanico em flaconetes de uma grama, contendo 500 mg de
extrato de guarana, 200 mg de ginkgo biloba e 100 mg de kava. Consideraram que,
mesmo que essa condicdo possa ter outras etiologias, a combinacdo dos efeitos

dessas trés substancias foi responsavel pela rabdomidlise naquele individuo.
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Estudos farmacoldgicos sugerem que ha efeito aditivo entre as alfapironas
da kava e fenobarbital, esterdides e benzodiazepinicos. Almeida e Grimsley (1996)
comunicaram caso de um paciente com 56 anos de idade hospitalizado com um
quadro de letargia e desorientacdo, sem presenga de etanol no organismo, cujas
medicagdes anteriores incluiam alprazolam, cimetidina e terazosin, além de, nos
ultimos trés dias que precederam o inicio do quadro, ter havido consumo de kava.
Consideraram este caso como uma possivel interacdo entre as alfapironas da kava e
o benzodiazepinico, sinalizando para o potencial perigo de interagdes perigosas
entre a kava, de popularidade crescente e outras substancias prescritas (ALMEIDA,;
GRIMSLEY, 1996).

Em relagdo a interagdo da kava com o etanol, Jamieson e Duffield (1990) ja
haviam demonstrado experimentalmente que, em camundongos, ha aumento dos
efeitos hipnoéticos quando da utilizagdo concomitante dessas substancias. Além
disso, demonstraram que o etanol eleva significativamente a toxicidade do extrato
lipossoluvel (resina) da kava nesses animais. Consideram que esse achado tem
consequéncias clinicas importantes, devido ao freqliente consumo de kava
associado ao de bebidas alcodlicas. Herberg (1993), porém, n&o detectou alteragéo
em testes de cognicdo em humanos, mas Foo e Lemon (1997), noutro estudo
clinico, observaram que a combinacdo da kava com o alcool parece propiciar
prejuizo cognitivo.

Existe a hipétese que uma possivel razdo para a toxicidade hepatica
da enzima alcool desidrogenase (ADH) pela kava, propiciando a diminui¢do da conversao
do etanol a acetoaldeido, seu principal metabdlito, conforme Anke et al. (2006).

Esses autores, tentando estabelecer se um possivel mecanismo para a
alegada hepatotoxicidade da kava estaria relacionado a inibicdo da ADH pelas
kavalactonas, investigaram se a interagado farmacocinética entre esses constituintes
da kava e o alcool por essa via metabdlica corroboraria com aquela hipotese.
Realizaram experimento, in vitro, em que as kavalactonas foram isoladas,
purificadas e cristalizadas, avaliando entdo, por espectometria, a influéncia de cada
uma delas sobre atividade da ADH. As quatro kavalactonas puras, kavaina,
metisticina, iangonina e dimetoxiangonina foram dissolvidas em metanol, em
diferentes concentragbes e nenhuma delas afetou mais que 10% da atividade da
ADH.
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Diante dos resultados, postulam que, uma vez que as kavalactonas
estudadas nao inibiram a atividade da ADH, é improvavel que a interacdo da kava
com o alcool seja por esse mecanismo, embora possa ocorrer por outros ainda n&o
elucidados. No entanto, sugerem que esses achados n&o descartam o risco de
interagcdes farmacocinéticas ou farmacodindmicas entre a kava e o alcool que
possam ocorrer in vivo. Citam como exemplos a diminuicdo da conversao das
kavalactonas a seus metabdlitos e a possibilidade que aquelas ou seus constituintes
menores possam causar inibicdo da ADH, in vivo, quando da ingestdo concomitante
do alcool e da kava (ANKE et al., 2006).

2.10 Estado atual da questao

Investigadores em diversos paises iniciaram ou retomaram diversas linhas
de pesquisa relacionadas ao estudo da kava, na tentativa de definir se esta é
realmente uma substancia hepatotdxica; havendo hepatotoxicidade, qual ou quais os
mecanismos subjacentes; se o uso concomitante de outras substancias poderia
contribuir para sua ocorréncia ou se seria fator preponderante; ou se a forma de
preparagao pode interferir na indugdo de doenga hepatica (DiSILVESTRO et al.,
2007; SINGH; DEVKOTA, 2004; WHEATLEY:; 2005; WHITTON et al., 2003).

Recentemente, Lide et al. (2008) investigaram a citotoxicidade da kava,
expondo células HepG2 e mitocOndrias isoladas de figado de ratos a extratos
metandlicos e acetbnicos de kava. Os resultados mostraram que estes eram toxicos
para a mitocéndria, pois induziam inibicdo da cadeia respiratdria, aumentavam a
producdo de ROS (Reative oxigen species; espécies reativas de oxigénio),
diminuiam o potencial de membrana mitocondrial e eventualmente provocavam
apoptose. Embora afirmem que esses achados provavelmente ndo respondam com
exatiddo as questdes relacionadas aos humanos in vivo - uma vez que as
propriedades farmacocinéticas da kava nao sado ainda totamente conhecidas -
sugerem que os efeitos toxicos dos extratos de kava encontrada, in vitro, permitem
especular que, sob certas condicbes, individuos podem desenvolver

hepatotoxicidade causada pela ingestéo de extratos da kava (LUDE et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Observar a ocorréncia de lesdes hepaticas e eventualmente em outros
orgaos — pulmdes, rins e coragdo — induzidas pelo uso de Piper methysticum, em

roedores.

3.2 Objetivos especificos

» Realizar ensaio toxicolégico pré-clinico crénico em roedores, com o
extrato de Piper methysticum ou kava, com base nas determinag¢des da Resolugéo
n°® 90/2004 da ANVISA (BRASIL, 2004).

» Avaliar os efeitos da administragado da kava (Piper methysticum) através
de observacdo comportamental, controle do estado nutricional e determinacdo do

perfil sorolégico hematoldgico e bioquimico, direcionado para a avaliagdo hepatica.

» Analisar as possiveis alteragdes histologicas e imunoistoquimicas

hepaticas que possam ter sido ocasionadas pelo uso de Piper methysticum ou kava.

» Comparar os resultados aos obtidos em um grupo controle,

adequadamente pareado.

» Observar, num grupo satélite, a ocorréncia ou nao de regressdo das

possiveis alteracgdes identificadas no experimento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do estudo

As atividades foram desenvolvidas no Laboratério de Ensaios Toxicoldgicos
(LABETOX) e no Biotério Prof. Thomas George-LTF-ANVISA-UFPB, do Laboratério
de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros (LTF), junto ao
Programa de P6s-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos.

As analises bioquimicas e histolégicas foram, respectivamente, realizadas
no Laboratdrio de Analises Clinicas e no Servigo de Anatomia Patolégica do Hospital
Universitario Lauro Wanderley (HULW), da Universidade Federal da Paraiba

(UFPB). A imunoistoquimica foi realizada no Laboratério Virchow.

4.2 Animais experimentais

A populacdo animal incluiu 80 ratos adultos da espécie Wistar (Rattus
norvegicus), sendo 40 machos e 40 fémeas, obtidos no biotério Thomas George do
LTF, da UFPB. Durante o periodo do estudo, estes foram submetidos a condi¢cdes
ideais e constantes de ambiente, com umidade controlada, temperatura de 27 + 2°C,
em ciclo claro/escuro de 12 horas; a alimentacao foi a base de racéo tipo pellets da
marca Purina®, composta por farelo de trigo, farelo de soja, milho moido integral,
farinha de peixe, fosfato de calcio, éleo de soja degomado, carbonato de calcio e
cloreto de sddio. Agua potavel foi oferecida ad libitum no decurso do experimento
(DINIZ, 2000).

Submeteu-se um grupo controle de animais da mesma espécie a
alimentagao e condigdes ambientais idénticas, no transcorrer do experimento. Antes
da realizagao de qualquer procedimento, os animais eram colocados no ambiente de

trabalho, por pelo menos 30 minutos (DINIZ, 2000).
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4.3 Gaiolas utilizadas

O acondicionamento de todos os animais, durante o experimento, ocorreu
em gaiolas de polietileno. Cada uma albergou um grupo de cinco animais. Nas
grades metalicas da parte superior destas foram afixados comedouros e
bebedouros, estes ultimos sob a forma de garrafas graduadas de polietileno, com
bicos de vidro.

4.4 Critérios de inclusao

v" Animais adultos, machos e fémeas em igual proporgédo, saudaveis ao

exame clinico, com idade de aproximadamente trés meses.

v" Peso corporal entre 200 e 300 gramas, com variagdo maxima de 20%

entre os grupos.
v" Fémeas nuliparas

v" Fémeas nao gravidas

4.5 Critérios de exclusao

Foram excluidos deste estudo os animais que mostraram sinais clinicos de
anormalidade fisica ou comportamental por ocasido da selecdo. Também se

excluiram os que nao apresentaram as caracteristicas descritas nos critérios de

inclusao.
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4.6 Tamanho da amostra

O grupo de estudo foi constituido por 60 animais, 30 machos e 30 fémeas,
0s quais foram comparados com um grupo controle de 20 animais, sendo dez

machos e dez fémeas.

4.7 Consideragoes éticas

Esta pesquisa, realizada segundo as normas éticas para a pratica didatica-
cientifica de vivisseccdo de animais, recebeu a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa Animal do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes
de Medeiros (LTF), da UFPB (ANEXO 1).

4.8 Delineamento do estudo

Trata-se de estudo experimental, com ensaio toxicolégico pré-clinico crénico.

4.9 Material botanico

Utilizou-se como material botanico fitoterapico, o produto Laitan®, do
laboratorio AltanaPharma, registrado no MS com o numero 1.0639.0189.002-6, sob
a forma farmacéutica de capsulas, contendo o extrato seco WS 1490 da kava,
acetbnico, formula original da empresa Dr. Willmar Schwabe GmbH & Co.,
Karlsruhe, Alemanha, lote 505223. Este medicamento, escolhido por apresentar
melhor solubilidade em agua, dentre trés produtos comercializados e testados

previamente, foi adquirido em farmacias locais e armazenado em temperatura
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ambiente, protegido de luz e de umidade, desde a aquisi¢do até o momento da

administragao no experimento.

Quantificou-se o numero de capsulas disponibilizadas, pesando-se o

conteudo de uma amostra de 10 capsulas para avaliar a uniformidade de peso.

Cada capsula continha 100 mg do extrato WS 1490 de Piper methysticum,

correspondendo a 70 mg de kavalactonas, conforme descreve a bula, com peso de
245,00 £ 1,17 mg.

4.10 Aparelhagem

A aparelhagem utilizada na presente pesquisa compreendeu os seguintes

itens:
v

Analisador bioquimico automatico — Cobas Mira Plus® - Roche Diagnostic

System, para determinagdes bioquimicas no soro;

Analisador de ions seletivos, Iselab®, para identificagdo dos ions sodio,

potassio, calcio e magnésio;

Analisador hematolégico celular automatico — Cobas Argos 50° - Roche
Diagnostic System, para obtengcdo de hemograma e dosagem de
plaquetas;

HEMATEL 200® e microscopio Olympus®, para confirmacao e controle da

contagem das células sanguineas;

Balanca analitica AID®— HR — 120 g, Jap3o;

Balanca eletronica BG — 8000 GEHAKA®;

Centrifuga BIO ENG® BE 4000, para separacéo do soro;

Densitdmetro BTS - 235° Biosystems, para dosagem e fracionamento de

proteinas;

Glicosimetro ADVANTAGE® Boehringer Mannheim, monitor de glicemia

com fitas reativas;
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v" Microscopio optico triocular LEICA® ATC 2000 acoplado & camera
fotografica Digital High Level Color Camera SAMSUNG®;

v' Termdmetro digital, modelo MC — 3BC® OMRON, China;
v" Aparelho de Rota-Rod®, fabricado por Hugo Basile, modelo 7750;
v" Aparelho de Campo Aberto (open field), desenvolvido pelo LTF;

v' Aparelho de Labirinto em Cruz Elevado (plus maze), desenvolvido pelo
LTF.

4.11 Duracgao e descrigado dos procedimentos

Os animais, separados por grupos, foram submetidos a doses diarias do
extrato WS 1490 de kava, correspondentes a dose usual de utilizagao, isto é 4,3
mg/kg e as doses de trés e nove vezes a dose usual - 12,9 mg/kg e 38,7 mg/kg,
respectivamente, via oral, por gavagem.

O conteudo das capsulas foi diluido em agua destilada, sendo esta solucao,
em seguida, acrescida do solubilizante e emulsificante ndo ibnico Cremophor®. Os
animais do grupo controle receberam o mesmo volume de agua destilada e
Cremophor®.

Diariamente, durante 30 minutos e sempre nos mesmos horarios, pela
manha e a tarde, foram observados comportamento, respiracdo, locomogao e
aspecto externo dos animais (ALMEIDA et al, 1999).

Ao término de 13 semanas, os animais foram sacrificados por tragcao
cervical, sendo subsequentemente coletado sangue, por sangria do plexo braquial,
para realizagdo de exames laboratoriais. Apos incisdo mediana toracoabdominal, foi
realizado inventario das cavidades, para, em seguida, proceder a hepatectomia e
retirada de outros 6rgaos (pulmdes, coracéao e rins), para estudo anatomopatolégico.

Com o objetivo de verificar reversao de possivel quadro téxico, caso
ocorresse, de todos os grupos, 30% dos animais foram poupados, constituindo estes
um novo grupo, denominado satélite, sacrificado 45 dias apos as 13 semanas do

experimento.
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4.12 Parametros avaliados

4.12.1 Consumo de agua e alimento

Aferiu-se diariamente o consumo de alimento, pesando-se, pela manha3,
sempre no mesmo horario, a sobra da racdo, subtraindo-se o resultado da
quantidade total de ragédo colocada em cada dia anterior. O volume diario de agua

consumida foi aferido e anotado.

4.12.2 Peso, temperatura, glicemia caudal

Peso corporal e temperatura retal foram aferidos semanalmente, enquanto
que as dosagens de glicemia foram realizadas a cada duas semanas, no sangue

obtido por meio de pequena incisao na ponta da cauda dos animais.

4.12.3 Avaliagao comportamental e motora

O estudo comportamental e motor constituiram-se dos testes de campo
aberto, Rota-rod e labirinto em cruz elevado (plus maze). Para a realizagdo do
campo aberto e Rota-rod, a cada 2 semanas, selecionaram-se, de forma aleatdria,
cinco animais machos e cinco fémeas dos grupos controle e experimental. Na
véspera do sacrificio, ao final da 13% semana, procedeu-se ao teste de labirinto em
cruz elevado, para o qual se escolheu aleatoriamente 0 mesmo numero de animais.
Como controle positivo para este teste foi empregado o diazepam, administrado via
oral (VO), na dose de 0,5 mg/kg (GARRET et al., 2003).

Os testes de campo aberto e Rota-rod foram realizados sempre no mesmo
horario, isto €, 2 horas apds a administragcdo do extrato de Piper methysticum, em

sala com isolamento acustico, iluminacdo ambiente fria e ténue. Para o teste de
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campo aberto, um foco de luz quente com lampada GE Brasil Cristal 40 watts, 220
volts, era direcionado a arena. As condi¢cdes de temperatura eram as mesmas as
quais os animais foram submetidos durante as 13 semanas do experimento. Os dois
examinadores eram membros da equipe que diariamente vistoriava os animais e
manipulava as gaiolas de acondicionamento dos mesmos. Para o teste de labirinto
em cruz elevado, foram mantidas as mesmas condigdes ambientais, com avaliagcédo
dos mesmos examinadores. Os animais foram colocados na sala 30 minutos antes

do inicio da realizacéo dos referidos testes.

v’ Campo aberto

No teste de campo aberto, que avalia experimentalmente as variaveis
comportamentais numa arena limitada por uma parede circular, segundo Broadhurst
(1960), registrou-se a movimentacao espontanea (ambulagdo) dos grupos tratados e
controle pela frequéncia de cruzamentos, com as quatro patas, entre as divisdes do
campo pintadas no assoalho da arena. Aferiram-se também o tempo de execugdo do
comportamento de autolimpeza (grooming), a freqiéncia do ato de levantar (rearing)
e o numero de bolos fecais, considerados como indice de avaliagdo da
emocionalidade e da atividade motora dos animais (CARLINI et al., 1986; GARRET
et al., 2003).

v Rota-rod

Os animais previamente selecionados dos grupos controle e tratados foram
colocados colocados um a um na barra giratoria do aparelho de Rota-rod (Ugo
Basile®), este com velocidade constante de nove rotagdes por minuto (rpm), por 180
segundos, anotando-se o tempo de permanéncia dos mesmos na barra, até trés
reconducdes (DUNHAM; MIYA, 1957; MORAIS et al., 1998).

v’ Labirinto em cruz elevado

Para avaliagdo do possivel efeito ansiolitico do extrato utilizado,
submeteram-se os animais ao labirinto em cruz elevado, constituido por dois bracos
abertos, medindo 50 x 10 cm, dispostos perpendicularmente a dois fechados com
paredes laterais (50 x 10 x 40 cm), sem teto e com um quadrado central de 10 x 10

cm, com altura de 60 cm do assoalho. Os animais selecionados foram, entéo,
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colocados um a um no quadrado central, e, durante 5 minutos, observaram-se a
freqUéncia de entradas e a porcentagem de tempo despendido nos bracos aberto e
fechado do labirinto (ALMEIDA et al., 2004).

4.12.4 Exames laboratoriais

Os exames laboratoriais gerais realizados incluiram parametros
hematoldgicos e bioquimicos. Para determinagao dos primeiros, 0 sangue coletado
foi colocado em tubos contendo o anticoagulante acido etilenodiamino tetracético
(EDTA); para os exames bioquimicos, utilizaram-se tubos com gel separador —
Microtainer Becton Dickson®, centrifugados durante 10 minutos, a 3500 rpm,
obtendo-se o soro.

A avaliagdo hematologica compreendeu eritrograma, leucograma e
contagem de plaquetas. No estudo da série vermelha, foi procedida a contagem de
hemacias e determinagcdo de varios parametros, quais sejam: hematdcrito e
hemoglobina; volume corpuscular médio (VCM); hemoglobina corpuscular média
(HCM); concentragdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM). No leucograma,
foi realizada a contagem de leucécitos e da diferenciagao celular.

No soro obtido, foram determinadas a glicemia, uréia, acido urico, colesterol
total e ftriglicérides, por método enzimatico. A determinagcdo de creatinina foi
realizada pelo método cinético. Aferiram-se ainda a amilase e creatinoquinase. Por
método eletrodo ion seletivo, identificaram-se sddio, potassio, calcio e magnésio.

Os exames relacionados a avaliagao hepatica incluiram a determinacao dos
niveis séricos de: AST, ALT, por método cinético; FA, bilirrubina total e fragdes e
gama-glutamiltransferase (yGT), por método cinético; proteinas totais e fragdes
(método do bioreto) e desidrogenase lactica (DHL) (DINIZ, 2000; SINGH; DEVKOTA,
2003).
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4.12.5 Avaliagao macroscopica dos 6rgaos

O exame macroscopico do figado, pulmdes, coragdo e rins de 24 animais,
correspondendo a 30% dos grupos controle e tratado com as diferentes doses do
extrato de Piper methysticum, constou de descricdo das caracteristicas gerais
organolépticas e da tomada de peso dos espécimes cirurgicos. Procedeu-se o
seccionamento seriado dos 6rgaos, com observagao e descricao das superficies de
corte, anotando-se os dados em formularios especificos (APENDICES 1 e 2), de

acordo com o que se segue:

v Figado:
Peso do érgéao
Estudo da superficie externa:
e Aspecto da capsula — lisa ou rugosa, brilhante, opalescente, aderente,
vascularizagao.
e Cor - vermelha, vinhosa, palida, pardacenta, amarelada, ferruginosa.
Consisténcia do érgéao - elastica, firme, amolecida, endurecida.
Tipo de bordas - finas, rombas.
Superficie de corte
e Cor - vermelha, vinhosa, palida, pardacenta, amarelada, ferruginosa.
e Aspecto do parénquima — homogéneo, presenga ou auséncia de

nodulo, areas de fibrose, hemorragia, enfartes.

v Pulmdes:
e Pleura — lisa, rugosa, transparente, opalescente.
e Permeabilidade de brénquios
e Identificagdo dos lobos anatémicos
e Aspecto do parénquima pulmonar — esponjosidade, distribuicdo da

arvore bronquial, areas de fibrose, hemorragias, enfartes.

v Rins:

e Peso
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e Delimitacdo da regido cortical e medular, bem como do sistema

pielocalicial; areas de fibrose, hemorragia, enfartes.

v' Coracgao:
e Peso
e Pericardio — fino, transparente, rugoso, opalescente.
¢ Permeabilidade dos vasos da base; conteludo das cavidades atriais e

ventriculares; aspecto do endocardio (liso, brilhante, erosdes); valvulas

(anatbmicas; fusionadas).

v Tubo digestivo superior e alcas intestinais:

e Estes 6rgédos néo fizeram parte das analises histologicas, entretanto

foram submetidos a inspecao externa.

4.12.6 Analise histologica dos 6rgaos

Os procedimentos técnicos para andlise histolégica incluiram,
sequencialmente, as seguintes etapas (MICHALANY, 1998):

e ApOs 0 exame macroscopico, procedeu-se a imersao imediata, em
formalina tamponada, dos espécimes de evisceragcdo. Os pulmdes foram
previamente submetidos a perfusdo com a referida solucéo fixadora, via
traquéia, por no maximo 12 horas. Os frascos contendo o material eram
adequados e suficientemente amplos, para evitar deformagdes dos
espéecimes.

e Obtencao de seccbes para o processamento histoldgico, com utilizagao
de pinga e navalha afiada, no intuito de evitar o dano do tecido, por
compressoes e tragoes.

¢ Fixacao em formalina tamponada por 6 horas adicionais.

e Processamento dos tecidos em histotécnico marca OMA® (processador

automatico de tecidos), incluindo as fases a seguir:
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v' Desidratagdo em série crescente de solugdes etandlicas, de 50% a
100%.

v Clarificagédo ou diafanizagdo em solugao de etanol e xilol a 50% e em
xilol puro.

v" Impregnacao ou banho em parafina histolégica fundida, em estufa do
proprio histotécnico, com temperatura controlada a 60 °C.

Inclusdo em parafina com confec¢do de blocos histologicos, sob

temperatura igualmente controlada a 60°C, com auxilio de um

autoinclusor marca LUPPE® e, subsequentememente, resfriamento e

solidificacdo em refrigerador.

Microtomia dos tecidos emblocados em parafina com navalhas

descartaveis de ago, em espessura de 3 a 4 ym. Cada seccgao tecidual

foi distendida em agua de banho-maria histolégico a temperatura entre

56°C a 60°C, sendo, por meio de pinga, distendida sobre as laminas de

vidro.

Coloragbes - o estudo histologico foi realizado com a coloragao

hematoxilina-eosina (HE) para todos os 6rgaos, tendo-se adicionado o

tricromico de Masson e vermelho picrossirius para a analise do tecido

hepatico.

Protocolos de coloragdo adaptados de acordo com a rotina de servigo do

laboratorio:

Coloracao pela hematoxilina e eosina

o Desparafinagao dos cortes, com duas trocas de xilol;

e Reidratagdo do material com uma sequéncia de banhos de alcool

o Lavagem em agua destilada durante alguns minutos

e Coloracdo hematoxilina — 3 a 5 minutos

e Lavar em agua corrente durante 10 minutos

e Coloracdo com eosina — 3 a 5 minutos

« Lavagem em agua corrente

o Lavagem rapidamente em agua acidulada

e Desidratacdo cuidadosa, utilizando alcool em concentragdes
crescentes (50%, 75%, 90%, 100%)

o Clarificagao
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Secagem
Montagem em Entellan®, sob laminula

Secagem em estufa a 37 °C.

» Coloracao de Masson

Hematoxilina — 1 minuto com lavagem rapida da Iamina

Acido picrico — 10 minutos e lavagem em &gua corrente por 10
minutos

Vermelho Ponceau — 5 a 10 minutos, seguido de lavagem

Acido fosfomolibdico — 5 minutos, seguido de lavagem

Azul de anilina — 1 a 3 minutos com lavagem apos

Acido fosfomolibdico — 5 minutos, seguido de lavagem

Agua acética — 5 minutos

Desidratacgao, clarificacdo e montagem, segundo técnica previamente

especificada.

» Coloragao vermelho picrossirius

Desparafinizagao dos cortes histoldgicos em xilol

Hidratacao — série decrescente de alcool até a agua destilada
Solugao de uso do vermelho picrossirius - 30 minutos
Lavagem em agua destilada (2 cubas)

Alcool absoluto — 10 mergulhos rapidos

Secagem em estufa, para completar a desidratacéo

Xilol — 5 minutos

Xilol — 1 minuto

Montagem habitual com laminula

Os critérios utilizados para a avaliacédo histolégica dos pulmbes, coragao e

rins estdo dispostos respectivamente nos quadros 2, 3 e 4 (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

Para a avaliagcdo histolégica hepatica, adotou-se o protocolo estabelecido

pelas Sociedade Brasileira de Patologia (SBP) e Sociedade Brasileira de
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Hepatologia (SBH), em reuniao de consenso, discriminado no quadro 5 (GAYOTTO;

COMITE SBP/SBH, 2000).

Parametros analisados

Arquitetura

Vias areas intrapulmonares

Células neuroenddcrinas de
Kulchitsky (células K)

BALT (Tecido linféide
associado a brénquios)

Agregados linforreticulares em
septo interlobular

Trama alveolar — revestimento
e parede

Macrdéfagos intra-alveolares

Rede vascular

Morfologia

Arquitetura parenquimatosa lobular normal,
determinada pela presenca da trama alveolar e
estruturas bronquiais e bronquiolares,
relativamente equidistantes

Bronquiolos pérvios, destituidos de cartilagem,
irregularmente dicotomizados. Camada basal
sem glandulas. Revestimento epitelial ciliado,
simples ou pseudoestratificado, nas estruturas

mais calibrosas, que exibem células
mucossecretoras. Nucleos basais e
normocromaticos.

Presentes como células claras no epitélio de
brénquios mais calibrosos (subsegmentares)

Células epiteliais especializadas de brénquios e
agregados linféides associados a macréfagos.
Estreita associagao dos agregados linféides
(ndo encapsulados), com vénulas
peribronquiolares

Focais

Paredes finas revestidas por pneumdcitos tipo |
(células baixas) e tipo Il (células subcolunares,
nos angulos dos alvéolos). Matriz alveolar
escassa com capilares congestos

Escassos

Fina e regularmente distribuida

Quadro 2: Pardmetros analisados na avaliagao histolégica dos pulmdes
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Estruturas
histolégicas

Analise

Aspecto do tecido conjuntivo
Epicardio Vascularizagao e inervagao
Revestimento mesotelial

Miocardio Ocorréncia de fibrose e inflamacgao intersticial

Endocardio e
valvulas cardiacas

Presenca de espessamentos por fibrose ou inflamacéao

Quadro 3: Parametros analisados na avaliagao histoldgica do coragao.

Parametros analisados

Arquitetura do parénquima

Néfrons

Regido medular

Pélvis

Rede vascular

Morfologia

Lobos (pirdamide medular e tecido cortical
recobrindo a sua base e lados) e arteriolas
interlobulares.

Glomérulos ou corpusculo de Malpighi
(preservacéao, capsula de Bowman, tufo capilar
€ mesangio)

Sistema tubular (tubulos contorcidos proximais,
alcas de Henle e tubulos contorcidos distais)
Conteudos intratubulares

Reacao inflamatoria estromal

Sistema tubular (alca de Henle, segmento de
tubulos contorcidos distais e tubulo coletor)
reacao inflamatoéria estromal intertubular

Calices renais e da parede pélvica, com suas
camadas estatigraficas (mucosa, muscular e
fibrosa) e reacao inflamatoria

Distribuicdo das artérias e veias interlobares e
interlobulares

Quadro 4: Parametros analisados na avaliagao histolégica dos rins e sistemas excretores.



Parametros analisados Morfologia

Alteragdes estruturais

Infiltrado inflamatorio

portal e perisseptal

Atividade periportal
perisseptal

Atividade
parenquimatosa

e

Arquitetura lobular normal

Expansao fibrosa de espacgos portais
Expansao fibrosa de espagos portais com
septos porta-porta

Preservacdo apenas parcial da arquitetura
lobular, com septos porta-porta e porta-centro,
podendo haver formagao de nédulos

Cirrose plenamente constituida, com
predominio areas nodulares com relagdo, em
relacdo a lébulos remanescentes

Raros linfécitos portais

Aumento discreto do numero de linfocitos
portais

Aumento moderado do numero de linfocitos
portais

Aumento acentuado de linfocitos portais
Aumento muito acentuado do numero de
linfocitos portais

Auséncia de lesbes na interface espaco
portal/parénquima

Extravasamento de linfocitos (spill-over), nao
caracterizando a presenca de necrose em
“saca-bocado”

Discreta necrose em “saca-bocado”
(pequenas areas em poucos espagos portais)
Moderada necrose em  “saca-bocado”
(extensas areas em poucos espacgos portais
ou pequenos focos em muitos espagos
portais)

Necrose em “saca-bocado” em extensas
areas de muitos espacgos portais

Hepatdécitos normais, isomorfos

Alteracoes discretas incluindo: tumefagao ou
retragao acidofila, eventualmente
acompanhadas de infiltrado linfoistiocitario e
raros focos de necrose

Necrose focal de hepatdécitos circundados por
agregados linfoistiocitarios, em numerosos
sitios

Necrose focal de hepatdécitos circundados por
agregados linfoistiocitarios, em numerosos
sitios, associada a areas limitadas de necrose
confluente

Necrose focal de hepatdécitos circundados por
agregados linfoistiocitarios em numerosos
sitios, associada a necrose confluente
extensa/multipla

Quadro 5: Parametros analisados na avaliagéo histolégica do figado

Escore
(0 a 4)
0
1

2
3

- O

A W

- O

82



83

4.12.7 Analise imunoistoquimica

Para rastrear a ocorréncia de alteragdes fibrogénicas precoces, associadas
ao uso de extrato de kava por 13 semanas, procedeu-se a analise imunoistoquimica
nas amostras de figado que apresentaram alteragdes histoldgicas.

O protocolo adotado para exame imunoistoquimico foi o estabelecido por
Santos et al. (1999), adaptado as condigdes laboratoriais locais. Efetuaram-se cortes
histolégicos do material emblocado em parafina, com espessura variavel de 3 a 4
micrdmetros, em laminas previamente tratadas com solugdo a 4% de Silano® (3-
amino propil-trietoxi-silano - Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) e acetona. A
desparafinizagdo e hidratagdo seguiram métodos de rotina, ou seja, aquecimento
em estufa a 60°C, por 24 horas, com posterior submissdao do material a banhos
sucessivos de imersdo em xilol, alcool e agua corrente. A seguir procedeu-se a
inibicdo das peroxidases endogenas, em solu¢ao de perdxido de hidrogénio a 3% e
metanol, durante 10 minutos.

Os cortes histolégicos foram, entdo, submetidos a recuperagcédo antigénica,
em solucao de citrato 10mM, pH 6,0, pela exposicdo das amostras ao calor umido,
utilizando-se banho-maria especifico para esse tipo de procedimento, a temperatura
de 98°C. Apos esfriamento e lavagens em PBS (Phosphate buffered saline; solugéo
salina tamponada com fostato 0,01M, em pH 7,4), realizou-se incubagdo em camara
umida, com o anticorpo secundario, durante 20 minutos, em temperatura ambiente.

Subsequentemente, realizou-se incubacdo das amostras com o anticorpo
monoclonal alfa-actina anti-musculo liso (clone 1A4), na diluigdo de 1:200 microlitros,
em PBS, em cdmara umida, durante a noite, a 4°C. Apds esse tempo, as laminas
foram lavadas com PBS e submetidas a amplificacdo da reacdo, com o complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase (Kit StrepABC-Vectastain®), por 20 minutos, para
a solugdo 1 e o mesmo tempo para a solugdo 2. ApoOs lavagem dos cortes
histolégicos com PBS, realizou-se a revelagdao das reagdes com solugdo do
substrato cromégeno diaminobenzidina (DAB). Lavagem em agua corrente foi
praticada por 10 minutos, seguida de contra-coloragdo nuclear com hematoxilina de
Harris e montagem das laminulas com Entellan (Merck 1,07961), para leitura em

microscopia Optica comum. Controles positivos e negativos, externos, atestaram a
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fidedignidade da reagcdo. Os resultados foram considerados positivos quando do
aparecimento de colora¢des castanho-douradas nos citoplasmas.

O estudo imunoistoquimico foi realizado por dois patologistas
independentes, previamente calibrados, que emitiram individualmente sua
interpretacdo para cada imunoreacao efetuada. Os casos de discordancia foram
reavaliados conjuntamente por ambos, de modo a se obter parecer consensual, nos

resultados finais.

4.12.8 Analise estatistica

Os dados obtidos foram digitados no programa Excel (Microsoft Office) e
exportados para os pacotes estatisticos Prism, versdao 3.0, e SPSS for Windows
(Statistical Package for the Social Sciences) versdo 13.0. As técnicas estatisticas
utilizadas foram: andlise de variancia (ANOVA), com um e dois fatores, incluindo os
testes de comparagdes multiplas Dunnett, teste t de Student. E os testes nao
paramétricos de Kruskal-Wallis e Cochram. A aplicagcdo deste Uultimo teste,
apropriado para medidas dicotdmicas e que permite comparar grupos estudados, se
baseou na moda como uma medida representativa de cada grupo, em cada
caracteristica histolégica. Também foram utilizadas analise de agrupamento
hierarquica com meétrica euclidiana e matriz de similaridade com a métrica de
Jacquard, na qual, quanto mais préxima de um for a medida, mais o grupo estudado
€ semelhante ao grupo comparado (JOHNSON; WICHERN, 1992). O nivel de

significancia para esta pesquisa foi 0,05 (p<0,05).
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5 RESULTADOS

Os ensaios de toxicidade crbnica realizados mostraram os seguintes

resultados:

5.1 Observagoes gerais

N&o ocorreram 6bitos durante o tratamento. Quanto ao aspecto externo dos
animais, observado durante as 13 semanas, ndo foram constatadas anormalidades

na cor e distribuigdo dos pélos, tampouco alteragdes oculares ou lesdes externas.

5.2 Consumo de agua e de alimento

Os valores médios do consumo de agua dos ratos machos e fémeas,
tratados com diferentes doses diarias de Piper methysticum G. Foster e dos animais
do grupo controle, ao longo das 13 semanas de duracdo do experimento,

encontram-se expressos nas tabelas 1 e 2.
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TABELA 1: Consumo semanal de agua em mL (Média £ Erro padrdo), da 12 a 72 semana, de ratos
machos e fémeas (n=10) tratados com diferentes doses diarias de Piper methysticum G. Foster,

durante 13 semanas.

Semanas
1 2 3 4 5 6 7
Machos
Controle 1811445 176,8t5 1750437 1682437 160,7¢45 154659 159644
m‘;’/ig 1725428 167.9+45 160,0425° 159.3+25 159339 1532455  150,4+4
n:;/fg 1761430 1589462 1646431 1604431 162135 152,9¢45 1500434
rr?;,;g 186,146,0 180456 180,046.0 171460 1814+75* 1607480 167.1+7.4
Fémeas
Controle 165,046 158.2+4.9 1464452 1432428 146,425 131130 1304443
m‘é’/ig 163,646,2 156.8+6,0 1411450 147,971 1564473 1354468 1286462
r;g,fg 156,144,9 1314444 123244.8* 1243+37* 1293+39 1182466 106,84 1*
r:gsl’zg 158.2¢4.9 1571253 1471$43 1514430 1464443 1404452 143.6+4.2

* = Diferenca significativa em relagao ao grupo controle (ANOVA, teste de Dunnett, p<0,05).
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TABELA 2: Consumo semanal de agua em mL (Média + Erro padrdo), da 8% a 132 semana, de ratos
machos e fémeas (n=10) tratados com diferentes doses diarias de Piper methysticum G. Foster.

Semanas
8 9 10 11 12 13
Machos
Controle 159,343 161.8+3,9 1500464 174.646,8 167,5¢52 1814%4.0
m‘;'/ig 150,7¢3,5 1493+33 1532439 152,9+35* 1507447 156,143.4*%
rrg/,l?g 140,4+2,9* 1454435 148,6+4,1 150,7+#4,9* 146,1+4,7* 146,8+2,7*
rﬁg/’k?g 162,0:7.4 160,047.8 167.9¢7.9 164.647.8 1618485 162,5+11,5
Fémeas
Controle 1332440 138.6+4,8 1396448 1586+6,0 158.2+7.9 17464127
43
mglkg 1246471 1268465 133,6¢65 136,1t6,0* 123,646,1* 128,645,0*
r:]:/fg 111,443,6* 996425 105,042,5* 1157434* 1054+24* 97,9+36*
n?g/’IZg 1325432 134.3+567 1332457 132.142.3° 126,4%45* 137,947.1*

* = Diferenca significativa em relagao ao grupo controle (ANOVA, teste de Dunnett, p<0,05).

Os machos tratados diariamente com a dose usual de 4,3 mg/kg (DU) da
kava (Piper methysticum) apresentaram valores médios de consumo de agua
significativamente menores que os do grupo controle, de acordo com a analise de
variancia (ANOVA) e o teste de Dunnett como pds-teste, na 32 (TABELA 1), 112 e
132 semanas (TABELA 2). Nessa mesma dose, o consumo das fémeas foi
significativamente menor somente nas trés ultimas semanas do experimento.

Com a dose diaria 12,9 mg/kg, correspondente a trés vezes a dose usual
(9DU), os animais machos tiveram um consumo significativamente menor que os

animais controle, na 82, 112, 122 e 132 semana (TABELA 2). Ja as fémeas tiveram
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uma reducao desse consumo em todas as semanas com exceg¢ao da 1% 52 e 62
(TABELA 1).

Os ratos tratados com a dose diaria de 38,7 mg/kg, nove vezes a dose usual
(3DU), tiveram consumo meédio de agua significativamente maior na 5% semana
(TABELA 1), enquanto as fémeas apresentaram comportamento distinto, uma vez
que ocorreu diminuicdo do consumo nas trés ultimas semanas do experimento
(TABELA 2).

O grafico 1, expressando o consumo de agua dos animais machos tratados
comparados ao grupo controle, mostra as variagdes significativas que ocorreram
durante o experimento. Houve também uma tendéncia de decréscimo desse

consumo em relag&o ao inicio, sem significancia estatistica.

200+
-
E
S 175 —=— Controle
& —— Kava 4,3 mg/kg
S Kava 12,9 mg/kg
g —— Kava 38,7 mg/kg
?
g 150+
(&)

T T T T T T T T 1
012 3 456 7 8 910111213 14
Semanas
Grafico 1: Consumo de agua em mililitros (mL), aferido diariamente, de ratos tratados com diferentes
doses de Piper methysticum, durante 13 semanas (n= 5 animais por dose; ANOVA, Dunnett, p<0,05).
Na comparagdo com os controles, este foi significativamente menor na dose 4,3 mg/kg na 32, 112 e
132 semana; na 82, 112 122 e 132 com 12,9 mg/kg e foi maior na 52 semana, no grupo 38,7 mg/kg.

Cada linha representa a média e erro padrdo da média do respectivo grupo. * = Diferencga
significativa.

Analisando-se o consumo médio de agua das fémeas durante as 13
semanas (Grafico 2), observa-se a que a reducdo deste foi mais frequente com a
dose 12,9 mg/kg. Houve decréscimo do consumo, ao longo do tempo, sem

significancia estatistica.
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Grafico 2: Consumo médio de agua em mililitros (mL), aferido diariamente, de ratas tratados com
diferentes doses de Piper methysticum, durante 13 semanas (n=10 animais por dose; ANOVA,
Dunnett, p<0,05). Na comparagdo com os controles, este foi significativamente menor na dose 4,3
mg/kg na 118, 122 e 132 semana; com 12,9 mg/kg foi menor em todo o experimento, exceto na 12, 52
e 62 semana e com 38,7 mg/kg na 112, 122 e 132 semana. Cada linha representa a média e erro
padréo da média do respectivo grupo. * = Diferenga significativa.

As tabelas 3 e 4 mostram o consumo médio de racdo dos ratos machos e

fémeas, tratados com Piper methysticum G. Foster durante as 13 semanas.
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TABELA 3: Consumo semanal de ragdo em gramas (g) (Média * Erro padrao), da 12 & 72 semana, de
ratos machos e fémeas (n=10) tratados com diferentes doses diarias de Piper methysticum G. Foster
durante 13 semanas.

Semanas

1 2 3 4 5 6 7

Machos

Controle 117,01,9 112,3¥2,9 114,7+2,7 107,1x1,5 105,4+2,9 100,0+1,0 108,3%1,8

m‘;’/ig 1191421 110143 1137430 1041411 107.2¢1.9 07,0414 105,3£0,8
r:]:/’lfg 1175821 1022454 118,7+1.9 106,+11 1112425 1018418 108517
rr?QS/IZg 118,6417 108.8+33 112,6¢1.4 1057+12 109.6:23 04.9+17 100,641,3*

Fémeas

Controle 100,3+3,5 91,6£3,7 90,1445 81,2+1,9 91,7#21 77,1+21 73,7£2,8

m‘;’/ig 905:¢3.1 86.0+3,0 836:33 77.6+29 85646 724121 75828
r;;’fg 94038 823+45 81833 751+12 761:21* 60,6418 66,6418
rggs/’zg 87.3:2.0° 88138 873134 82824 828435 745:29 80,7421

* = Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (ANOVA, teste de Dunnett, p<0,05).
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TABELA 4: Consumo semanal de ragdo em gramas (g) (Média £ Erro padréo), da 82 a 13% semana, de
ratos machos e fémeas (n=10) tratados com diferentes doses diarias de Piper methysticum G. Foster.

Semanas
8 9 10 11 12 13
Machos
Controle ~ 104,6+1,8 106,3+1,9 947436 1135430 106,5+3,9 1217432
43mgkg 102,1+18 106,842,0 983%22  10124¢30* 1026+1,7 1057425
r:]:/’lfg 1022413 1051415 100,0+1,0 110,727  103,9+2,  113,7+2,9
nf’g/’lzg 101,841,9  100,9+3,6 100,8:0,6 1064+2,3 101,917 106,8+51*
Fémeas
Controle 73421  81,9t22  787+40 899438 88752  100,747,3
43mgkg 72334 74,0439  68,0+36  763%31*  695+35% 780438
r;slfg 721428  652427*  636+1,6° 771+25  686+2,2* 65127
rr?g?/lZg 713+1,7  847+40  73.4+30 82,9425  736+17*  83,9+45"

* = Diferenca significativa em relagao ao grupo controle (ANOVA, teste de Dunnett, p<0,05).

Na dose diaria de 4,3 mg/kg ocorreu diferenga significativamente menor no
consumo meédio de ragdo nos animais machos nas semanas 11 e 13 do
experimento, e nas fémeas, nas semanas 11, 12 e 13, quando comparados ao grupo
controle (TABELA 4). Na dose de 12,9 mg/kg, o consumo dos machos foi
semelhante ao grupo controle, enquanto que o das fémeas foi significativamente
menor nas semanas 5 e 6 (TABELA 3), e nas semanas 9, 10, 11, 12, 13 do
experimento (TABELA 4). Na dose de 38,7 mg/kg houve menor consumo dos
machos nas semanas 7 (TABELA 3) e 13 (TABELA 4) e das fémeas na 12 (TABELA
3), 122 e 132 semanas (TABELA 4).

O grafico 3 mostra que os animais machos, com um consumo medio de ragao
entre 100 e 120 gramas ao longo das 13 semanas, apresentaram consumo meédio

menor em duas doses (4,3 mg/kg e 38,7 mg/kg), por trés semanas (72, 112 e 132).
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Grafico 3: Consumo de ragdo em gramas (g), aferido diariamente, de ratos tratados com diferentes
doses de Piper methysticum, durante 13 semanas (n=10 animais por dose; ANOVA, Dunnett, p<0,05).
Este foi significativamente menor que os controles na dose 4,3 mg/kg na 112 e 132 semana e com 12,9
mg/kg na 7% e 132 semana. Cada linha representa a média e erro padrdo da média do respectivo
grupo. * = Diferenca significativa.

Pode-se observar no grafico 4 que as fémeas tratadas tiveram uma
diminuic&o significativa no consumo meédio de ragdo em todas as doses, embora né&o
em todas as semanas, diferenga mais frequente com a dose 12,9 mg/kg, observada

em sete semanas, néo atingindo os valores do inicio do experimento.
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Grafico 4: Consumo de ragdo em gramas (g), aferido diariamente, de ratas tratadas com diferentes
doses de Piper methysticum, durante 13 semanas (n=10 animais por dose; ANOVA, Dunnett, p<0,05),
com significante menor consumo que os controles na dose 4,3 mg/kg, na 112 122 e 13% semana;
12,9 mg/kg em todas, exceto na 12, 42, 72 e 82 semana; 38,7 na 12, 122 e 132 semana. Cada linha
representa a média e erro padrdo da média do respectivo grupo. * = Diferenca significativa.

5.3 Peso corporal

Nas tabelas 5 e 6 esta demonstrado o comportamento do peso dos animais

machos e fémeas, durante as 13 semanas do experimento.
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TABELA 5: Evolugédo ponderal em gramas (g) (Média + Erro padrdo), da 12 a 7% semana, de ratos
machos e fémeas (n=10) tratados com diferentes doses diarias de Piper methysticum G. Foster,
durante 13 semanas.

Semanas
1 2 3 4 5 6 7
Machos
Controle 233,853 253.846,2 2797+62 294574 3053%7,2 3165t7,3 321,5:8,6
m‘;’ﬁ(g 0335:7,3 2530+81 277,0¢690 2953+10,4 301,8+10,3 309,5:+10.4 318,7+10,9
r;;fg 251,7+12,8 270,5+12,7 29214124 312,3+12,6 317,5¢+11,6 3262+11,6 334,1+11,9
n?:/’lzg 240,0:+8,4 259,0:9,2 2822499 297,8+99 3035+11,4 3069+114 316,8+11,3
Fémeas
Controle 200,746,3 219,146,6 2281+7,0 233184 2387 +7,1 2387+71 244,649,5
m‘;’/:l”(g 184,357 197,1455* 207,1+7,9 2113t50 2204465 2199457 225.846,0
r;g;sg 102,5¢52 210,9¢55 219,646,6 2224459 227,5¢61 2277462 223,085
r:g;;g 180,5¢6,7 1953%6,9* 207,7+7,1 216,0+7,2 2242468 2250467 2247464

* = Diferenca significativa em relagao ao grupo controle (ANOVA, teste de Dunnett, p<0,05).
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TABELA 6: Evolugédo ponderal em gramas (g) (Média £ Erro padrao), da 8% a 13% semana,
de ratos machos e fémeas (n=10) tratados com diferentes doses de Piper methysticum G.
Foster, durante 13 semanas.

Semanas

8 9 10 11 12 13

Machos

Controle  323,9+7,9  335,7#8,4  338,648,2  346,1+9,1 345,0+9,8 354,3+11,2

m‘glg’/ig 324,4£12,0 334,0+12,4 336,3+12,7 344,3+13,1 348,7+12,9 350,0+13,5
rgg/l?g 342,0+11,6 349,5+11,6 347,2+11,3 361,6+11,5 357,2+11,7 366,6+11,2
rr?gSIIZg 316,1£12,2 324,0+13,0 325,4+13,3 336,1£14,5 334,6+15,1 343,0%15,7

Fémeas

Controle 244,3+7,6 241,0+6,6 243,8+7,1 243,9+7,7 245,5+8,4 256,4+10,5

mz’/ig 224,1+4,8  226,9+58 2239+55 226,355 227,751 227,3+54*
r::,’fg 229,9+7,6  234,6+7,8 234,680 233475 234,381 244,1:9,6
r:gs,’lzg 229,9+7,0 2284482 2259166 233,5¢6,9 230,658  239,1%53

* = Diferenca significativa em relagao ao grupo controle (ANOVA, teste de Dunnett, p<0,05).

Em relagdo ao peso dos animais durante o experimento, nas trés doses nao
houve diferenga significante entre os grupos tratado e controle. Entre as fémeas
também ocorreu esta semelhanga, exceto na dose de 4,3 mg/kg, em que houve
diferencga significativamente menor da média de peso na segunda (TABELA 5) e 132
semanas (TABELA 6) e na dose de 38,7 mg/kg ocorreu essa diferenga, na segunda
semana de tratamento (TABELA 5).

O grafico 5 mostra que houve aumento no peso médio nos machos tratados e
nos controles, no decorrer das 13 semanas do experimento, sem diferenga estatistica
entre os grupos; o grafico 6 expressa o peso médio das fémeas, que foi
significativamente menor na dose 4,3 mg/kg na segunda e 13 semanas, bem como

na dose 38,7 mg/kg, na segunda semana.
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Grafico 5: Peso médio em gramas (g), aferido semanalmente, de ratos tratados com diferentes doses
de Piper methysticum, durante 13 semanas (n=10 animais por dose; ANOVA, Dunnett, p<0,05), com
semelhanga estatistica em todas as doses e ganho de peso de todos os grupos. Cada linha
representa a média e erro padrdo da média do respectivo grupo.
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Grafico 6: Peso em gramas (g), aferido semanalmente, de ratas tratadas com diferentes doses de
Piper methysticum, durante 13 semanas (n=10 animais por dose; ANOVA, Dunnett, p<0,05). Houve
ganho de peso, que variou para menos, com significancia estatistica, na dose 4,3 mg/kg na 22 e 132
semanas, como ocorreu com 38,7 mg/kg na 22 semana. Cada linha representa a média e erro padrao
da média do respectivo grupo. * = Diferencga significativa.
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5.4 Temperatura retal

As tabelas 7 e 8 apresentam a temperatura retal média, em graus Celsius

(°C), registrada em machos e fémeas, ao longo das 13 semanas do experimento.

TABELA 7: Temperatura corporal em graus Celsius (°C) (Média * Erro padrdo), da 12 a 72 semana,
de ratos machos e fémeas (n=10) tratados com diferentes doses de Piper methysticum G. Foster,
durante 13 semanas.

Temperatura (° C) corporal semanal

1 2 3 4 5 6 7

Machos

C°2”°' 38,3x0,1 38,4+0,1  38,0¢0,1 37,5¢0,2  38,080,1 37,4%0,2 37,7+0,2

m‘;,/?(g 38,14#0,2 38,2¢0,1 37,6+0,1* 37,9¢+01 37,9+0,1 37,8402 37,7%0,1

ng,’fg 38,2+0,1  38,2¢0,1 37,6+0,1* 37,9#0,1 37,9+0,1 37,7+0,2 37,5+0,1

n?g,’zg 38,3+0,1 38,0£0,1* 37,5+0,1* 38,1#0,1* 37,4+0,1* 37,6%¢0,2 37,3%0,2
Fémeas

C°2"°' 38,840,1 38,801 38,6+0,2 38,701  385+0,1 382+0,1 37,9+0,2

m‘;’,ig 38,840,2 38,8t0,2 384#0,2 38,2+0,2 383#0,1 38,302 37,910,2

n::,fg 39,0£0,1 38,9+0,1  384+0,2 38,6+01 38,1+0,2 38402 37,9+0,2

n?gs/]zg 38,9+0,1 38,6+0,1 384+0,2 38,7+0,1 382+0,2 384+0,1 38,1%0,1

* = Diferenca significativa em relagao ao grupo controle (ANOVA, teste de Dunnett, p<0,05).
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TABELA 8: Temperatura corporal em graus Celsius (°C) (Média * Erro padrdo), da 82 a 132
semana, de ratos machos e fémeas (n=10) tratados com diferentes doses de Piper
methysticum G. Foster, durante 13 semanas.

Temperatura (° C) corporal semanal

8 9 10 11 12 13
Machos
Controle  37,7+0,2  37,4+0,1 37,6+0,1 37,0+0,3 37,9+0,1 37,2+0,2
4,3 mg/kg  38,0+0,1 37,9+0,2 37,4+0,3  37,8+0,1*  37,8%0,1 37,3+0,3
12,9
mg/kg 37,8+0,1  37,4+0,2 37,5¢0,2  37,8+0,1*  37,9+0,2 37,3+0,1
38,7
mg/kg 38,0£0,1  37,6+0,2 37,6+0,1  37,8+0,2*  38,1%0,1 37,1%0,2
Fémeas
Controle 38 4+02  38,5+0,2 38,7+0,1 38,5+0,1 38,6+0,2 37,9+0,2
4,3mg/kg  385+0,1  38,4+0,1 38,6+0,2 38,4+0,2 38,5+0,2 38,2+0,2
12,9
mg/kg 38,3+t0,2  38,1+0,2 38,5+0,1 38,7+0,1 38,6+0,2 38,2+0,2
38,7
mg/kg 38,2+0,2  38,1+0,1 38,3+0,1 38,6+0,1 38,7+0,1 37,6+0,3

* = Diferenca significativa em relagao ao grupo controle (ANOVA, teste de Dunnett, p<0,05).

A temperatura dos machos tratados foi significativamente menor que a do
grupo controle, tanto com 4,3 mg/kg, quanto com 12,9 mg/kg na 3% semana de
tratamento (TABELA 7), e mais elevada na 112 semana (TABELA 8); com 38,7
mg/kg, foi menor na 22, 3% e 52 semanas, sendo significativamente mais elevada na
quarta e 112 semanas. Nas fémeas tratadas, houve semelhancga estatistica com o
grupo controle (TABELAS 7 e 8).

O grafico 7 expressa os valores médios das temperaturas dos machos,
aferidas durante o experimento. Observa-se que, nas trés doses, houve alteracdes
significativas para mais e para menos, sendo a dose 38,7 mg/kg a que provocou

variagdes mais frequentes, em cinco semanas do experimento.
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Grafico 7: Temperatura retal em graus Celsius (°C), aferida semanalmente, de ratos tratados com
diferentes doses de Piper methysticum, durante 13 semanas (n=10 animais por dose; ANOVA,
Dunnett, p<0,05). Esta variou para menos, com significancia estatistica, nas doses 4,3 e 12,9 mg/kg
na 32 semana; com 38,7 mg/kg na 2,2 3% e 5% semanas. Foi maior nas trés doses na 112 semana e
também na 42 semana, com a maior dose. Cada linha representa a média e erro padrdo da média do
respectivo grupo. * = Diferenca significativa.

No grafico 8, que expressa os valores médios de temperatura em graus
Celsius, das fémeas, observa-se a semelhanca estatistica entre os grupos, com
pequena variagao.
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Grafico 8: Temperatura retal em graus Celsius (°C), aferida semanalmente, de ratas tratadas com
diferentes doses de Piper methysticum, durante 13 semanas (n=10 animais por dose; ANOVA,
Dunnett, p<0,05), sem diferengas estatisticas. Cada linha representa a média e erro padrdo da média
do respectivo grupo.

5.5 Exames laboratoriais

5.5.1 Glicemia

A tabela 9 apresenta a glicemia, basal e quinzenal, em miligramas por
decilitro (mg/dL), aferida a partir de amostras de sangue da cauda dos machos e

fémeas durante o experimento.
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TABELA 9: Glicemia em mg/dL (Média + Erro padrdo) de ratos machos e fémeas (n=10)
tratados com diferentes doses de Piper methysticum G. Foster, durante 13 semanas.

Semanas

Basal 2 4 6 8 10 12

Machos

Controle 88,8+0,63 92,5+3,0 79,0+3,6 91,2+34 82,8+2,1 82,8422 81,2421

mg,/ig 88,0+2,3 90,5+4,1 83,2+2,8 87,8+2,7 90,2+4,4 72,5¢3,3 80,2+3,8
rg:;sg 87,5:2,9 94,5:4,3 82,021 87,5:3,2 84,8:2,4 722422 77,0431
n?g/’;g 93,2480 952+1,2 91,042,4* 89,0:54 90,5¢40 79,0:3,4 80,8+1,8

Fémeas

Controle  98,5+1,8 92,0£3,6 87,214 88,8+2,1 88,846,2 79,2+2,0 80,2%1,5

m‘;'/ig 96.8+2.6 088+33 86,5422 852+47 87.8+43 840t51 86,5420
r;slfg 1012412 96,8413 858436 06,0+40 917+32 840425 87.7+4.8
n?gg/’zg 89.3:71 935+4.8 902425 890+3.4 858:26 800423 820+363

* = Diferenca significativa em relagao ao grupo controle (ANOVA, teste de Dunnett, p<0,05).

Com exceg¢dao dos machos na dose de 38,7 mg/kg, na quarta semana,
quando estes apresentaram maior nivel médio de glicemia que os controles
(TABELA 9), ndo houve diferenga significante entre os grupos, nas trés doses.

No grafico 9, que expressa os valores médios das aferigdes da glicemia, a
cada duas semanas, observa-se que nos machos tratados houve hiperglicemia
significante apenas na dose 38,7 mg/kg, na 42 semana de tratamento. Percebe-se
uma pequena tendéncia de decrescimento deste parametro no decorrer do

experimento, sem significancia estatistica.
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Grafico 9: Glicemia caudal, em miligramas por decilitro (mg/dL), basal e aferida a cada duas
semanas, de ratos tratados com diferentes doses de Piper methysticum, durante 13 semanas (n=10
animais por dose; ANOVA, Dunnett, p<0,05). Com excec¢ado da glicemia significativamente maior na
dose 38,7 mg/kg, na 4% semana, ndao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos.
Cada linha representa a média e erro padrdo da meédia do respectivo grupo. * = Diferenga
significativa.

No grafico 10, a glicemia média observada a cada quinze dias nas fémeas
tratadas nao apresenta diferenca entre os grupos, tendendo a um pequeno

decrescimento, sem significancia estatistica.
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Grafico 10: Glicemia caudal, em miligramas por decilitro (mg/dL), basal e aferida a cada duas
semanas, de ratas tratadas com diferentes doses de Piper methysticum, durante 13 semanas (n=10
animais por dose; ANOVA, Dunnett, p<0,05), sem diferencas estatisticas. Cada linha representa a
média e erro padrao da média do respectivo grupo.
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5.5.2 Parametros bioquimicos

As tabelas 10, 11 e 12 expressam os valores médios dos parametros
bioquimicos avaliados no presente experimento. Para esses parametros, além da
analise de variancia e teste de Dunnett, aplicou-se o teste ndo paramétrico de
Kruskall-Wallis, que ndo demonstraram diferenga estatistica entre os grupos tratados
e controle, ocorrendo uma unica excegao, na dose de 4,3 mg/kg, na qual os machos

apresentaram ALT significativamente menor.
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TABELA 10: Parametros bioquimicos (Média + Erro padrao) de ratos machos e fémeas (n=10), apés 13 semanas de tratamento com
diferentes doses diarias de Piper methysticum G. Foster.

Grupos Glicose Uréia  Creatinina Colesterol Triglicerideos AcidoUrico AST ALT FAOf’J:ﬁ?]Ze
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (UI/L) (UI/L) (UIIL)

Machos

Controle 117,3+13,5 317:07 0,7:01 33,0426  253£94  06£02 1413:163 87,0693 204,0423,1

m‘;’/ig 1333:12,0 31,3109 0,601 48341  183+17 06201 96,7424  54:0,36* 119,0£20,6

o 1043$55 320817 05:00 360:32  313:18  06:02 1483+177 650861 141,3:468

nf’gs/’zg 1047462 357109 05:00 413:26 37,7477  08:01 144,085 66,7442 94,0£150
Fémeas

Controle  106,7:37 297¢38 0,600 607468  247+24  08:01  132,3t84 703149 82,7:12,9

m‘;’/ig 1203894 31,3#1,8 0600 54379  39,3+107  09:02 1717264 58,3%7,2 87,7+226

r;é/’fg 107,747.0 34,0421 0600 52387 2504, 1502  144,0:7,6  667+41 93,7263

nf’gs/'zg 112,3:09 38,023 05:00 945:175 305:85  11:02 1967464 68,098 77,3+10,7

* = Diferenga significativa em relagao ao grupo controle (ANOVA, teste de Dunnett e Kruskal-Wallis p<0,05).
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TABELA 11: Pardmetros bioquimicos (Média £ Erro padrdo) de ratos machos e fémeas (n=10), apds 13 semanas de tratamento com
diferentes doses diarias de Piper methysticum G. Foster

Grupos CK DHL Amilase Proteinas totais  Albumina Globulinas y GT
(UI/L) (UI/L) (UI/L) (g/dL) (g/dL) (g/dL) (UI/L)
Machos
Controle 17211467 1155+144 666+38,5 6,7+0,3 4,1+0,2 2,540,2 1,310,3
4,3 mg/kg 2653+417 7721130 680+42,9 6,7+0,2 4,3+0,2 2,4+0,1 1,0£0,0
12,9 mg/kg 1855+393 914148 644+54,7 6,410,2 4,0+0,1 2,4+0,0 1,0+0,0
37,9 mg/kg 23031106 8231289 638,515,5 6,4+0,1 4,1+0,0 2,240,0 1,0£0,0
Fémeas
Controle 1837158 889+118 576,7+79,2 7,1£0,2 4,7+0,1 2,4+0,1 1,0£0,0
4,3 mg/kg 50971904 1305+239  442,3+30,9 6,9+0,1 4,7+0,2 2,3+0,1 1,0+0,0
12,9 mg/kg  3764+1126 11254294 511,0+66,8 6,7+0,3 4,3+0,1 2,4+0,2 1,0£0,0
38,7 mg/kg 404411956 16891765 557,0£126 6,910,2 4,210,1 2,740,2 1,0+0,0




TABELA 12: Paradmetros bioquimicos (Média + Erro padrdo) de ratos machos e fémeas (n=10), apdés 13 semanas de tratamento com

diferentes doses diarias de Piper methysticum G. Foster.

Bilirrubina Bilirrubina Bilirrubina Ca™ Mq ™2 Na* K*
Grupos total direta indireta (méq/L) (mqu/L) (mEZ/L) (MEg/L)
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Machos
Controle 0,13+0,03 0,07+0,02 0,06+0,02 9,8+0,2 2,540,2 144,727 6,410,3
4,3 mg/kg 0,1£0,0 0,05+0,00 0,05+0,00 10,910,1 2,4+0,2 145,3+0,3 6,410,4
12,9 mg/kg 0,10+0,00 0,05+0,01 0,05+0,01 10,8+0,1 2,3+0,0 143,3+1,4 6,6+0,4
37,9 mg/kg 0,13+0,03 0,06+0,01 0,07+0,03 10,1+0,4 2,310,1 143,5+0,5 6,8+0,5
Fémeas
Controle 0,13+0,03 0,06+0,01 0,07+0,02 10,8+0,2 2,310,1 144,3+1,4 6,2+0,4
4,3 mg/kg 0,10+0,00 0,05+0,01 0,05+0,01 10,310,1 2,1+0,1 139,7+0,9 5,6+0,5
12,9 mg/kg 0,13+0,03 0,06+0,02 0,07+0,02 9,7+0,4 2,2+0,1 142,3+0,9 6,4+0,5
38,7 mg/kg 0,15+0,06 0,05+0,01 0,05+0,01 10,3+0,2 2,1+0,1 144,0+0,0 7,110,0
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Os gréaficos 11 a 16 demonstram o comportamento dos parametros de
avaliacado de AST, ALT, FA, albumina, yGT e bilirrubina total, sem diferengas
significantes, com uma excegéao, na dose de 4,3 mg/kg, quando a ALT dos machos
foi menor. No grafico 11 estdo expressos os valores médios da AST, observada nos
machos e fémeas, apos 13 semanas de tratamento com Piper methysticum G.

Foster.

300+
[ Macho
[ Fémea
—_
= 200+
2
=
(7))
< 400
0_
s 2 2 2 g 2 2 2
] > > > ] > > >
€ E E E £ E E E
(s2] (o)} N~ o (0] N~
©C ¥ & 0 © ¢ & o
© ~ o © ~ o
> ® [ > [ (]
S & & S ® &
X X X X
Grupos

Grafico 11: Aspartato aminotransferase (AST) em unidades internacionais por litro (Ul/L) de ratos
machos e fémeas, apds 13 semanas de tratamento com diferentes doses de Piper methysticum G.
Foster, sem diferenga significativa com relagdo ao grupo controle (n= 5 animais por dose e por
sexo; ANOVA, Dunnett, p<0,05). Cada coluna representa a média e erro padrdo da média do
respectivo grupo.

No grafico 12 estao expressos os valores médios de ALT, observados nos
grupos tratados e controle, apds as 13 semanas. A ALT foi menor, com significancia

estatistica, apenas na dose de 4,3 mg/kg, nos machos.
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Grafico 12: Alanino aminotransferase (ALT) em unidades internacionais por litro (UI/L) de ratos
machos e fémeas apos 13 semanas de tratamento com diferentes doses de Piper methysticum G.
Foster (n= 5 animais por dose e por sexo; ANOVA, Dunnett, p<0,05), semelhante em todos os
grupos, exceto com 4,3 mg/kg, quando este parametro foi significativamente menor. Cada coluna
representa a média e erro padrdo da média do respectivo grupo. * = Diferenca significativa.

O grafico 13 demonstra a semelhanga dos valores médios da FA,
registrados nos grupos tratados e controle, apds as 13 semanas.
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Grafico 13: Fosfatase alcalina (FA), em unidades internacionais por litro (Ul/L), de ratos machos e
fémeas apds 13 semanas de tratamento com diferentes doses de Piper methysticum G. Foster (n=5
animais por dose e por sexo; ANOVA, Dunnett, p<0,05), semelhante em todos os grupos. Cada
coluna representa a média e erro padrao da média do respectivo grupo.
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No grafico 14, observa-se o comportamento semelhante dos valores médios

da albumina sérica entre os animais tratados e o grupo controle.
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Grafico 14: Albumina sérica em gramas por decilitro (g/dL) de ratos machos e fémeas apds 13
semanas de tratamento com diferentes doses de Piper methysticum G. Foster (n= 5 animais por dose
e por sexo; ANOVA, Dunnett, p<0,05), sem diferenga estatisticamente significante com relagdo ao
grupo controle. Cada coluna representa a média e erro padréo da média do respectivo grupo.

No grafico 15 observa-se o comportamento dos valores médios da yGT dos
grupos de animais apods o tratamento com Piper methysticum G. Foster por 13

semanas, sem diferenca estatistica entre os grupos.
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Grafico 15: Gama glutamiltransferase (yGT) em unidades internacionais por litro (UI/L) de ratos
machos e fémeas apos 13 semanas de tratamento com diferentes doses de Piper methysticum G.
Foster (n= 5 animais por dose e por sexo; ANOVA, Dunnett, p<0,05), sem diferenca estatisticamente
significante com relagdo ao grupo controle. Cada coluna representa a média e erro padrao da média
do respectivo grupo.

O gréfico 16 demonstra a semelhanga dos valores médios da bilirrubina total
dos animais, apos o periodo de tratamento com a kava, sob a forma de extrato WS

1490, em diferentes doses.
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Grafico 16: Bilirrubina total, em gramas por decilitro (g/dL), de ratos machos e fémeas apés 13
semanas de tratamento com diferentes doses de Piper methysticum G. Foster (n= 5 animais por dose
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e por sexo; ANOVA, Dunnett, p<0,05), sem diferenga estatisticamente significante com relagdo ao
grupo controle. Cada coluna representa a média e erro padréo da média do respectivo grupo.

5.5.3 Parametros hematolégicos

As tabelas 13 e 14 mostram os resultados dos parametros hematoldgicos
dos grupos tratados e controle, submetidos a ANOVA e testes de Dunnett e Kruskal-
Wallis, sem diferengas significativas entre os valores médios, exceto na contagem
diferencial dos leucdcitos, nas trés doses: com 4,3 mg/kg, as fémeas apresentaram
neutrofilia significativa; na dose de 12,9 mg/kg os machos apresentaram neutrofilia e
linfocitopenia e com 38,7 mg/kg, estes apresentaram eosinofilia em relagdo ao grupo

controle.

TABELA 13: Pardmetros hematoldgicos (Média + Erro padrdo) de ratos machos e fémeas (n=10),
apos 13 semanas de tratamento com diferentes doses diarias de Piper methysticum G. Foster.

Hemacias Hemoglobina Hematécrito VCM HCM CHCM
(10°/mm’) (g/dL) (%) () (Mug) (%)
Machos
Controle 7,717 14,0+1,4 41,7442 54,5+1,6  18,2+0,5 33,5%0,2
4,3 mg/kg 8,0+0,4 14,8+0,1 43,3+1,3 54,3t0,4 18,5+0,6 34,1+0,9
12,9 83:03  153%0,6 46226  554:04 18305 33,1404
mg/kg
38,7 8,5+0,1 15,2+0,4 46,2+0,6 54,5+0,3 18,0+0,4 32,9104
mg/kg
Fémeas
Controle 7,9+0,3 14,8+0,4 43,7+0,9 55,742,5 18,9+1,1 33,910,5
4,3 mg/kg 7,810,1 14,6+0,1 42,5+1,2 55,2+¢1,4 18,9+0,1 34,31+0,8
12,9 8,6+0,2 15,9+0,3 47,4415 55,4+0,3 18,6+0,2 33,610,4
mg/kg
38,7 7,6+0,1 14,4+0,2 415503  54,9+12 19,0:04 34,7+0,1
mg/kg
VCM=Volume corpuscular médio; HCM=Hemoglobina corpuscular média;

CHCM=Concentracao de hemoglobina corpuscular média.
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TABELA 14: Parametros hematoldgicos (Média + Erro padrédo) de ratos machos e fémeas (n=10),
apos 13 semanas de tratamento com diferentes doses de Piper methysticum G. Foster.

Leucdcitos Neutréfilos Eosindfilos Linfécitos Mondcitos Plaquetas
(10°/uL) (%) (%) (%) (%) (10°/uL)

Machos

Controle 5,2+0,6 24,714 1,3+0,3 70,0£1,5 4,0+1,0 1010481
4,3 mg/kg 4,101 29,0+1,0 2,5+0,5 66,5+1,5 2,0+1,0 66912
12,9 mg/kg 7,1+1,2 48,0+2,0* 1,7+0,3 47,7+1,2* 3,0+1,0 843+116

38,7 mg/kg 6,719 19,549,5 3,0+0,0* 74,548,5 4,525 703483

Fémeas

Controle 3,6+0,5 29,0+0,6 2,0+1,0 66,3+0,3 2,7+0,3 892+71

4,3 mg/kg 4,3+0,6 43,0+2,0* 2,0+1,0 51,0£5,0 4,0+2,0 78760

12,9 mg/kg 4,8+1,2 22,7+3,8 2,0+0,6 69,3+5,8 5,7+2,3 669+37

38,7 mg/kg 4,6+1,2 26,7+3,0 1,7+0,3 67,7+3,2 4,0+1,5 740140

VCM=Volume corpuscular médio; HCM=Hemoglobina corpuscular média; CHCM=Concentragdo de
hemoglobina corpuscular média. * = Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (ANOVA,
testes de Dunnett e Kruskal-Wallis, p<0,05).

O grafico 17 mostra os valores médios obtidos por ocasido da afericdo das

plaquetas, sem diferencas significantes em relagao ao grupo controle.



113

1500
-
=
m\
S 1000+
Tr; P Macho
g I Fémea
=
T 5004
)
o
O_
[0) ()] ()] ()] [0) ()] ()] ()]
© = = =< © =< = <
= o)) o)) (o)) = (o)) (o)) (o))
5 g g g 5 g g £
o R ~ O o o ~
< N o < N [e0]
© ~ o © ~— (90}
> [ [ > [\ [
© > > [0 > >
X © © X © ©
X X X '
Grupos

Grafico 17: Valores médios das plaquetas dos machos e fémeas tratados com diferentes doses de
Piper methysticum, durante 13 semanas, sem diferenga significativa em relagdo ao grupo controle
(n=10 animais por dose; ANOVA, Dunnett, Kruskal-Wallis, p<0,05). Cada linha representa a média e
erro padrao da média do respectivo grupo.

5.6 Parametros de observagao comportamental e motora

5.6.1 Campo aberto (open field)

v Ambulagao

A tabela 15 apresenta os resultados obtidos da frequéncia de ambulagdes
no teste de campo aberto. Houve semelhancga estatistica entre os animais tratados
com as trés doses, excetuando-se as fémeas que receberam trés vezes dose usual
(12,9 mg/kg), que apresentaram ambulacdo média significativamente menor que o

grupo controle na 82 semana.
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TABELA 15: Freqiéncia de ambulagédo no experimento de campo aberto (Média + Erro padréo) de
ratos machos e fémeas (n=5) tratados com diferentes doses de Piper methysticum G. Foster, durante

13 semanas.
SEMANAS 2 4 6 8 10 12
Machos
Controle 30,4151 24,4+43 21,6£3,1 19,0+4,7 19,2429  26,0+5,3
4,3 mg/kg 25,6+2,5 22,0+4,5 21,4+3,0 20,4+3,1 17,4+3,1 20,8+2,2
12,9 mg/kg 35,6+1,7 24,4+3,3 26,6158 27,0+3,7 20,2454  29,8+7,2
38,7 mg/kg 28,6+3,3 26,0+2,9 23,6+4,9 12,8+3,1 154454 16,2+2,2
Fémeas
Controle 36,6+1,7 40,8456 27,4156 44,0+8,2 352488 34,2+3,8
4,3 mg/kg 36,4+3,0 37,0t7,2 27,2+2,0 27,8+4,6 33,41#51 29,615,3
12,9 mg/kg 33,8t7,1 28,6453 24,6146 18,8459 27,617,9 24,0+8,1
38,7 mg/kg 37,0£3,1 40,651 23,8+1,8 27,6x7,0 27,6458 28,2+7,7

* = Diferenca significativa em relagao ao grupo controle (ANOVA, Dunnett, p<0,05).

O grafico 18 representa a frequéncia da ambulagdo dos machos, sem

diferencas estatiticas durante as 13 semanas do experimento.
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Grafico 18: Freqliéncia de ambulagao, avaliada a cada duas semanas no experimento de campo
aberto, em ratos tratados com diferentes doses de Piper methysticum, durante 13 semanas, sem
diferencga significativa com relagdo ao grupo controle (n= 5 animais por dose; ANOVA, Dunnett,
p<0,05). Cada coluna representa a média e erro padrdo da média do respectivo grupo.

No grafico 19, a ambulagdo das fémeas mostra o mesmo comportamento
dos machos, porém com redugédo significativa com relagédo ao grupo controle com a

dose 12,9 mg/kg, na 82 semana.
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Grafico 19: Freqléncia de ambulagcao, avaliada a cada duas semanas no experimento de campo
aberto, em ratas tratadas com diferentes doses de Piper methysticum, durante 13 semanas, com
diferenga significativa com relagdo ao grupo controle na 82 semana, com a dose 12,9 mg/kg (n= 5
animais por dose; ANOVA, Dunnett, p<0,05). Cada coluna representa a média e erro padréo da
média do respectivo grupo. * = Diferencga significativa.
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v' Levantar

A tabela 16 apresenta os valores médios da frequéncia do comportamento
levantar (rearing), nos animais tratados, que nao se diferenciaram do grupo controle,
exceto na dose 4,3 mg/kg, quando na 82 semana, entre as fémeas, esta foi

significativamente menor.

TABELA 16: Freqiiéncia de execugbes do comportamento levantar (rearing) (Média + Erro padrao)
no experimento de campo aberto, de ratos machos e fémeas (n=5) tratados com diferentes doses
diarias de Piper methysticum G. Foster, durante 13 semanas.

SEMANAS 2 4 6 8 10 12

Machos

Controle 16,8+3,6 8,4+2.3 6,8+1,2 4,8+1,0 5,2+1,5 13,6+3,4
4,3 mg/kg 7,215 5,6+0,8 6,8+1,2 5,4+1,9 5,0+1,4 7,8+0,7
129 mg/kg 11,0£3,9 4,8+1,7 8,0+3,1 1,6+0,7 4,8+3,8 7,0£3,8

38,7 mg/kg  14,0+2,5 6,8+1,9 8,0+2,6 3,8+1,5 5,2+3,4 6,4+1,7

Fémeas

Controle 11,224 7,2+2,1 3,2¢1,6  11,6%2,2 9,6+4,2 9,0+3,9
4,3 mg/kg 12,8+2,4 9,4+2,2 8,026  3,6%0,9* 7,2+14 8,0+0,9
129mg/kg 10,84#3,0 11,632 6,8+1,8 5,0+2,2 7,225 5,8+2,4

38,7mg/kg 19,6£3,9 12,4+0,8 7,2+1,6 6,6+2,4 7,8+3,8 9,229

* = Diferenca significativa em relagao ao grupo controle (ANOVA, Dunnett, p<0,05).

O grafico 20 mostra os valores médios do levantar (rearing), em machos,
nos grupos controle e experimental, apresentando pequenas variagbes, sem

diferencas estatisticas.
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Grafico 20: Frequéncia do comportamento levantar (rearing), avaliada a cada duas semanas, no
experimento de campo aberto, de ratos tratados com diferentes doses de Piper methysticum, durante
13 semanas (n= 5 animais por dose; ANOVA, Dunnett, p<0,05), sem diferenga significativa com
relagdo ao grupo controle. Cada coluna representa a média e erro padrao da média do respectivo

grupo.

O grafico 21 mostra os valores médios da frequéncia do levantar (rearing)
observados em fémeas, com semelhanga estatistica, exceto na dose 4,3 mg/kg,

quando a frequéncia foi significativamente menor no grupo tratado.
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Grafico 21: Freqiéncia do comportamento levantar (rearing), avaliada a cada duas semanas no
experimento de campo aberto, de ratas tratados com diferentes doses de Piper methysticum, durante
13 semanas (n= 5 animais por dose; ANOVA, Dunnett, p<0,05), significativamente menor que o grupo
controle na 8% semana, com a dose 12,9 mg/kg. Cada coluna representa a média e erro padrao da
média do respectivo grupo.” = Diferencga significativa.



118

v Limpeza (grooming)

Os valores médios do tempo de execucdo do comportamento de limpeza
(grooming) estao discriminados na tabela 17. Entre os machos, ocorreu diminui¢ao
desse tempo em todas as doses, na 2° e 6° semanas, sendo que, na dose de 38,7
mg/kg, isso também ocorreu na 4® semana. Entre as fémeas, ndo houve diferenca

estatistica.

TABELA 17: Tempo de execugao, em segundos, do comportamento de limpeza (grooming) no
experimento de campo aberto (Média + Erro padrdo) de ratos machos e fémeas (n=5) tratados com
diferentes doses diarias de Piper methysticum G. Foster durante 13 semanas.

SEMANAS 2 4 6 8 10 12

Machos

Controle 13,4+3,9 7,627 9,0+2,7 12,6+8,3 9,2+6,2 3,8+2,2
4,3 mg/kg 0,2+0,2* 5,8+2,8 0,8+0,8* 13,0+6,9 4,841 2,4x22
12,9 mg/kg 1,6+1,6% 1,0+0,8 1,0+1,0* 3,627 7,2+4,6 1,2+0,8

38,7mg/kg  0,0£0,0*  0,2+0,2* 0,0£0,0* 1,4+1,4 3,2%3,2 0,0+0,0

Fémeas

Controle 1,4+0,7 2,4+1,2 7,243 5,4%3,2 4,2+1,2 5,419
4,3 mg/kg 4,0+3,8 2,417 0,6+0,4 2,020 0,2+0,2 2,828
12,9 mg/kg 3,629 9,0+2,4 6,6+4,4 14,8+7,6 4,0+2,8 3,8+2,8

38,7 mg/kg 6,2+3,7 5,8+1,7 3,6+3,1 5,2+3,0 3,2+2,0 1,8+1,0

* = Diferenca significativa em relagao ao grupo controle (ANOVA, Dunnett, p<0,05).

O grafico 22 mostra que entre os machos, nas trés doses, houve diminuigédo
significativa do tempo de execugdo comportamento de limpeza (grooming), na 2% e
6° semanas, além de na 42 semana com a dose mais elevada; outras variagbes
foram sem significancia. O grafico 23 demonstra que, entre as fémeas, as variagoes

foram sem diferenga estatistica.
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Grafico 22: Tempo de execugdo, em segundos (s), do comportamento de limpeza (grooming),
avaliado a cada duas semanas no experimento de campo aberto, de ratos tratados com diferentes
doses de Piper methysticum, durante 13 semanas. Este foi significativamente menor com relagdo ao
grupo controle na 2% semana nas trés doses; com 38,7 mg/kg na 42 semana e também em todas as
doses na 62 semana (n= 5 animais por dose; ANOVA, Dunnett, p<0,05). Cada coluna representa a
média e erro padrao da média do respectivo grupo. * = Diferencga significativa.
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Grafico 23: Tempo de execugdo, em segundos (s), do comportamento de limpeza (grooming),
avaliado a cada duas semanas no experimento de campo aberto, de ratas tratadas com diferentes
doses de Piper methysticum, durante 13 semanas, (n= 5 animais por dose; ANOVA, Dunnett, p<0,05),
sem diferenga significativa com relagdo ao grupo controle. Cada coluna representa a média e erro
padrdo da média do respectivo grupo.
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v Defecacgao

A tabela 18 e os graficos 23 e 24 apresentam os valores médios da
frequéncia de defecagbes observada a cada 2 semanas, sem evidéncia estatistica

de diferengcas, mesmo com variacoes.

TABELA 18: Numero de bolos fecais no experimento de campo aberto, em ratos machos e fémeas

(n=5) tratados com diferentes doses de Piper methysticum G. Foster durante 13 semanas.

SEMANAS 2 4 6 8 10 12
Machos
Controle 2,0+1,0 2,240,8 1,6+1,0 0,41+0,4 0,410,4 1,4+£0,5
4,3 mg/kg 3,241,6 2,4+1,6 1,6+1,0 1,4+0,4 4,6+3,8 1,4+0,7

12,9 mg/kg 1,8+0,8 2,410 2,2+1,2 0,8+0,8 0,6+0,2 1,4+0,6

38,7 mg/kg 1,4+0,9 0,84+0,6 0,8+0,6 2,4+1,0 1,2+0,6 2,2+0,5
Fémeas

Controle 1,4+1,4 0,8+0,5 1,0+0,6 0,0+0,0 0,2+0,2 0,8+0,6

4,3 mg/kg 2,6+1,2 3,4+1,5 1,0+0,6 0,61£0,4 1,2+0,7 1,2+0,6

12,9 mg/kg 4,4+1.4 3,241,6 2,241 1 1,240,8 1,4+0,6 1,6+1,6

38,7 mg/kg 0,2+0,2 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

* = Diferenca significativa em relagao ao grupo controle (ANOVA, Dunnett, p<0,05).
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Grafico 24: Frequiéncia de defecagdo, avaliada a cada duas semanas no experimento de campo
aberto, de ratos tratados com diferentes doses de Piper methysticum, durante 13 semanas, sem
diferenga significativa com relagdo ao grupo controle (n= 5 animais por dose; ANOVA, Dunnett,
p<0,05). Cada coluna representa a média e erro padréo da média do respectivo grupo.
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Grafico 25: Frequiéncia de defecagdo, avaliada a cada duas semanas no experimento de campo
aberto, de ratas tratadas com diferentes doses de Piper methysticum, durante 13 semanas, sem
diferenga significativa com relagdo ao grupo controle (n= 5 animais por dose; ANOVA, Dunnett,
p<0,05). Cada coluna representa a média e erro padrdo da média do respectivo grupo.

5.6.2 Rota-rod

Na tabela 19 estdo expressos os valores médios do tempo de permanéncia,

em segundos, na barra giratéria do aparelho Rota-rod (Ugo Basile®). Ocorreu
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pequena variabilidade nos valores médios dos animais tratados, porém mantendo

semelhanga com o grupo controle.

TABELA 19: Tempo de permanéncia em segundos (s) na barra giratéria do aparelho Rota—
rod, de ratos machos e fémeas (n=5) tratados com diferentes doses diarias de Piper
methysticum G. Foster durante 13 semanas.

SEMANAS 2 4 6 8 10 12
Machos
Controle 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0+0,0 168,6+11,4 180,0+0,0
4,3 mg/kg 160,8+19,2  155,2+#17,1 180,0£0,0 180,0+0,0 140,8+24,6 158,2+21,8
12,9 mg/kg 180,0+0,0 154+26,0 172+¢8,0 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0+0,0
38,7 mg/kg 145,2+21,46  180,0+0,0 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0+0,0 164,0+16,0
Fémeas
Controle 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0%0,0
4,3 mg/kg 180,0+0,0 156,2+23,8 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0+0,0
12,9 mg/kg 164,8+152 167,4+12,6 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0+0,0
38,7 mg/kg 175,614.,4 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0+0,0 180,0%0,0

O grafico 26 representa o comportamento dos animais machos, expresso em

valores médios, com relagcdo ao tempo de permanéncia no aparelho de Rota-rod

(Ugo Basile®), com pequena variagdo no decorrer do experimento, sem diferenga

significativa.
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Grafico 26: Tempo de permanéncia, em segundos (s), avaliado a cada duas semanas, no aparelho
de Rota-rod, de ratos tratados com diferentes doses de Piper methysticum, durante 13 semanas (n= 5
animais por dose; ANOVA, Dunnett, p<0,05). Cada coluna representa a média e erro padrdo da
média do respectivo grupo. Nao houve diferenca significativa.

O grafico 27 representa o comportamento dos valores médios do tempo de
permanéncia das fémeas, registrados no teste Rota-Rod. Nao houve variagdo por

grupo, ao longo das observagdes quinzenais durante o experimento.
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Grafico 27: Tempo de permanéncia, em segundos (s), avaliado a cada duas semanas, no aparelho
de Rota-rod, de ratas tratados com diferentes doses diarias de Piper methysticum G Foster, durante
13 semanas (n= 5 animais por dose; ANOVA, Dunnett, p<0,05). Cada coluna representa a média e
erro padrao da média do respectivo grupo. Nao houve diferenca significativa.
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5.6.3 Labirinto em cruz elevado (elevated plus maze)

A tabela 20 apresenta a freqiéncia média de entradas nos bracos aberto e
fechado do labirinto em cruz elevado (plus maze), dos animais tratados com
diferentes doses de Piper methysticum durante as 13 semanas, dos grupos controle
e da droga referéncia (diazepam), controle positivo deste esperimento. Demonstra
também o tempo médio de permanéncia dos mesmos nos bracos aberto e fechado

do labirinto.

TABELA 20: Freqliéncia de entradas e tempo de permanéncia (Média + Erro padrdo), em segundos
(s), no labirinto em cruz elevado (pluz maze), de ratos machos e fémeas (n=5) tratados com
diferentes doses diarias de Piper methysticum G. Foster durante 13 semanas, e do grupo controle de
referéncia, tratado com diazepam.

Machos Fémeas

Brago D Entrada Tempo(s) Entrada Tempo (s)

Controle 3,0+1,5 4,0+0,3 3,7+1,8 4,4+0,1

4,3
mg/kg

Fechado | 129 mg/kg | 4,015 4,0+0,4 3,7+0,9 4,2+0,1

4,7+£2,7 3,8+0,3 4,7+2,0 4,2+0,1

38,7 mg/kg | 3,0+1,5 3,5¢0,5 2,712 4+0,4

Diazepam 4,4+0,9 3,8+0,2 6,6+1,5 3,2+0,5

Controle 0,7+0,3 0,2+0,1 0,3+0,3 0,1+0,1

4.3 1,3+0,7 0,2+0,1 0,30,3 0,10,1
mg/kg
Aberto 12,9 mg/kg | 1,7+0,9 0,2+0,1 110,0 0,1+0,0

38,7 mg/kg | 1,7+0,9 0,2+0,1 1,7+1,2 0,4+0,3

Diazepam 2,6+0,7 0,3+0,1 4,4+1,3 0,6+0,3
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Quando comparados ao grupo controle, os grupos tratados apresentaram
semelhanca estatistica, de acordo com ANOVA e testes de Dunnett e Kruskal-Wallis,

apesar das variagcdes descritas a seguir:

v" Grupo diazepam comparado ao grupo controle:

Ao comparar o grupo que recebeu diazepam com o grupo controle,
observou-se que no bracgo aberto do labirinto, os animais que receberam diazepam
tiveram a frequéncia de entradas e o tempo de permanéncia maior que os controles.
No braco fechado, aqueles que receberam diazepam tiveram uma frequéncia de
entradas maior que os controles, embora o tempo de permanéncia tenha sido, em
ambos 0s sexos, menor que os controles, comportamentos estes sem significancia

estatistica.

v" Grupos diferentes doses do extrato da kava comparados ao grupo

controle:

No brago aberto do labirinto, nas trés doses, entre os machos, a frequéncia
de entradas foi maior, ao contrario do tempo de permanéncia, que foi menor que os
controles. Entre as fémeas, a frequéncia de entradas na dose de 4,3 mg/kg foi
semelhante aos controles e maior nas doses 4,3 e 38,7 mg/kg. O tempo de
permanéncia das fémeas neste braco foi semelhante aos controles nas doses 4,3 e
12,9 e maior na dose 38,7 mg/kg.

No brago fechado, observa-se que a frequéncia de entradas foi maior nas
doses de 4,3 e 12,9 mg/kg e semelhante na dose de 38,7 mg/kg, entre os machos. A
frequéncia de entradas das fémeas foi maior na dose de 4,3 mg/kg, igual na dose de
12,9 mg/kg e menor na dose de 38,7 mg/kg. Quanto ao tempo de permanéncia
neste braco, nas trés doses, o das fémeas foi menor que os controles e, nos
machos, foi menor nas doses 4,3 mg/kg e 38,7 mg/kg e igual na dose de 12,9 mg/kg.

Nenhuma dessas diferengas apresentou significancia estatistica.
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v" Grupos diferentes doses do extrato da kava comparados ao grupo

diazepam:

No brago aberto do labirinto, todos os grupos tratados com a kava tiveram a
frequéncia de entradas e o tempo de permanéncia menores que os tratados com
diazepam. No braco fechado, entre os machos, somente na dose de 38,7 mg/kg
houve menor frequéncia de entradas; entre as fémeas, no entanto, a freqléncia de
entrada nesse brago foi menor que o grupo diazepam. O tempo de permanéncia dos
machos foi semelhante nos quatro grupos e um pouco maior nas fémeas tratadas
com kava. Essas diferengas também nao mostraram significancia estatistica.

O gréfico 28 representa a frequiéncia média de entradas nos bragos fechado
e aberto, no labirinto em cruz elevado (plus maze), dos animais tratados com
diferentes doses de Piper methysticum, durante as 13 semanas, dos tratados com a
droga de referéncia e do grupo controle: a administragdo de diazepam induziu maior
frequéncia média de entradas igualmente em machos e fémeas no brago aberto; no
braco fechado, dentre todos os grupos, a maior freqiéncia média de entradas
ocorreu em fémeas nas quais se administrou diazepam e nos machos tratados com
a dose de 4,3 mg/kg de kava. A administracdo do extrato de Piper methysticum,
provocou aumento no numero médio de entradas no brago aberto e uma diminuicao

no brago fechado, proporcional ao aumento da dose, sem significancia estatistica.
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Grafico 28: Freqliéncia média de entradas nos bragos fechado e aberto, no labirinto em cruz elevado
(plus maze), de ratos, machos e fémeas, ap6s 13 semanas de tratamento com diferentes doses de
Piper methysticum e do grupo controle de referéncia, tratado com 0,5 mg/kg de diazepam via oral (n=
5 animais por dose; ANOVA, Dunnett, Kruskal-Wallis, p<0,05), sem diferenca significativa entre os
grupos. Cada coluna representa a média e erro padrdo da média do respectivo grupo.

O Grafico 29 representa o tempo médio de permanéncia, em segundos, nos
bragos fechado e aberto, no labirinto em cruz elevado (plus maze), dos animais
tratados com diferentes doses de Piper methysticum, no decorrer das 13 semanas,
dos tratados com a droga de referéncia e do grupo controle.

Na parte aberta do labirinto, os animais que receberam diazepam
permaneceram mais tempo que todos os outros grupos. O tempo médio de
permanéncia de todos os grupos foi maior no brago fechado que no brago aberto do
labirinto. No brago aberto, o maior tempo de permanéncia correspondeu aos grupos
das fémeas que receberam diazepam e 38,7 mg/kg do extrato de kava, eventos sem

significancia estatistica.



128

AS—
0
- Macho
T 4 I Fémea
«@
c
©
£ 37
e
[/]
[«
O 24
g2
o
o
£ 11
(]}
=
0% o © © © 9 © D O O
o X X X X o X =X x X
= o O O D s D O O O
S € E € E § E E E E
O @ @ N~ 1’ O O 9 N 1
<t N © O <t N © O
m\—(V)E m\—C’)E
> © 9 © > © 9 ©
g 5 3 & & 3 5 &
¥ ¥ 98 ¥ ¥ 8
R R
[a] ()]
Braco fechado Braco aberto

Grafico 29: Tempo médio de permanéncia, em segundos, nos bragos fechado e aberto, no labirinto
em cruz elevado (plus maze), de ratos, machos e fémeas, apdés 13 semanas de tratamento com
diferentes doses de Piper methysticum e do grupo controle de referéncia, tratado com 0,5 mg/kg de
diazepam via oral (n= 5 animais por dose; ANOVA, Dunnett, Kruskal-Wallis, p<0,05), sem diferenca
significativa entre os grupos. Cada coluna representa a média e erro padrao da média do respectivo

grupo.

5.7 Avaliagao macroscopica dos o6rgaos

Os aspectos macroscépicos de orgaos dos animais tratados com Piper

methysticum foram semelhantes aos do grupo controle como se descreve a seguir.

5.7.1 Cavidade toracica

v' Pulmoes e coragao

Os pulmdes estavam recobertos por pleura transparente, com vasos

sinuosos e finos. Os grandes bronquios eram permedveis e 0 parénquima,

esponjoso, de tonalidade résea, semelhantemente ao que se observou nos animais

do grupo controle.
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O coragdo, nos animais que receberam as diferentes doses da kava,
encontrava-se, de modo semelhante ao grupo controle, dentro dos limites de
normalidade anatdémica, com epicardio transparente e delicadamente vascularizado;
vasos da base proporcionais as dimensdes do oOrgdo; cavidades atriais e
ventriculares revestidas por endocardio liso e brilhante, vazias ou ocupadas por

coagulos sanguineos post-mortem. As valvulas cardiacas tinham bordas livres.

v' Esofago

Tubular e retilineo, sem alteragdes aparentes.

5.7.2 Cavidade retroperitoneal

Rins envolvidos por capsula semitransparente facilmente destacavel do
parénquima, apresentando, as secgdes seriadas, nitida delimitagdo da regido cortical
e medular. Nesta ultima zona, as piramides tinham vértices (papilas) voltados para
os calices. Os ureteres eram pérvios, representados por pequenos cotos. Nao foram

visualizadas lesdes fibréticas, hemorragicas ou areas de enfarte.

5.7.3 Cavidade abdominal

O inventario da cavidade abdominal nao revelou alteracbées macroscoépicas
gastrointestinais, sendo o mesentério fino e vascularizado. N&o havia cole¢des
liquidas. O exame macroscopico dos espécimes de hepatectomia dos animais
tratados e controle demonstrou 6rgaos com lobos anatémicos bem definidos, de
bordas finas, envolvidos por capsula de Glisson lisa e brilhante, facilmente
destacavel do parénquima, que exibia superficie externa lisa, brilhante e vinhosa. Os
cortes seriados identificaram parénquima compacto, igualmente liso, brilhante e

vinhoso, com consisténcia elastica, destacando-se vasos portais equidistantes, com
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didmetro luminar de até 1,5 mm, sendo os de maior dimensdo localizados em

topografia subcapsular.

5.7.4 Peso dos 6rgaos

A tabela 21 apresenta a média do peso do figado dos animais dos grupos
tratados e controle; na tabela 22 consta a média do peso do coracgao e rins desses

animais, sem diferenca significante entre esses pesos.

TABELA 21: Peso em gramas (g) (Média + Erro padrao), (n=3), do figado de ratos machos e fémeas
tratados com diferentes doses diarias de Piper methysticum G. Foster, durante 13 semanas.

Figado
Grupos
Controles 4,3 mg/kg 12,9 mg/kg 38,7 mg/kg
s (DU) (3DV) o9DU
exo
Machos 7,74+0,69 7,74+0,69 9,23+0,23 9,44+1
Fémeas 5,67+0,19 5,31+0,41 6,18+0,43 5,91+0,36
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TABELA 22: Peso em gramas (g) (Média + Erro padréo), (n=3), do coragéo e rins de ratos machos e
fémeas tratados com diferentes doses de Piper methysticum G. Foster, durante 13 semanas.

Coragao

Grupos 4,3 mg/kg 12,9 mg/kg 38,7 mg/kg

e Controles (DU) (3DU) 9DU
Machos 1,53+0,07 1,48+0,15 1,54+0,20 1,21+0,18
Fémeas 0,84+0,03 0,84+0,03 0,84+0,03 0,84+0,03

Rins

Grupos 4,3 mg/kg 12,9 mg/kg 38,7 mg/kg

Co?ltzrg'es (DU) (3DU) 9DU

Sexo n=3 n=3 n=3
Machos 2,21+0,12 2,21+0,12 2,21+0,12 2,21+0,12
Fémeas 1,59+0,07 1,59+0,07 1,5910,07 1,59+0,07

5.8 Analise histolégica dos 6rgaos

5.8.1 Coragao, pulmées e rins

Ao exame microscoépico, o coragdo, pulmdes e rins dos animais tratados
apresentaram-se semelhantes ao grupo controle, ou seja, dentro dos parametros da

normalidade histologica.

5.8.2 Figado

O estudo histolégico do figado dos animais tratados e do grupo controle
revelou parénquima com arquitetura do tipo lobular, tendo veias hepaticas terminais

de paredes finas e regularmente distribuidas (Figura 5). Tais aspectos, nos animais
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tratados, associaram-se a alteragdes microvasculares e a reatividade das células de
Kupffer (Quadro 6).

Figura 5: Aspecto histologico constante em animais dos grupos controle e submetido ao
tratamento com a kava: arquitetura lobular hepatica, com veia hepatica terminal (setas)
apresentando paredes finas (A: vermelho picrossirius - X 100; B: hematoxilina-eosina — X400).



Alterag6es microvasculares hepaticas

Arquitetura Congestao
Dose Sexo | Animal histolégica Ve’ia_l . . Dilatacao sinusoidal In_flama_géo Hipgrplasia
padrao hepatica Sinusdide sinusoidal de células de
lobular terminal Kupffer
Z3 21 |72 |23 | Z1 Z2 Z3 Z1 Y4 Z3

1 S N N N | N N N N N N N N
F 2 S N N N | N N N N N N N N
Controle 3 S N N N | N N N N N N N N
4 S N N N | N N N N N N N N
M 5 S N N N | N N N N N N N N
6 S N N N | N N N N N N N N
7 S S N N | S N N S N N N S
F 8 S S N N | S N N S N N N S
4,3 9 S S N N | S N N S N N N S
mg/kg 10 S S N N | S N N S N N N S
M 11 S S N N | S N N S N N N S
12 S S N N | S N N S N N N S
13 S S S S| S S S S S S S S
F 14 S S S S| S S S S S S S S
12,9 15 S S S S| S S S S S S S S
mg/kg 16 S S S S| S S S S S S S S
M 17 S S S S| S S S S S S S S
18 S S S S| S S S S S S S S
19 S S N S| S N S S N N S S
F 20 S S N S| S N S S N N S S
38,7 21 S S N S| S N S S N N S S
mg/kg 22 S S N S| S N S S N N S S
M 23 S S N S| S N S S N N S S
24 S S N S| S N S S N N S S

Quadro 6: Avaliagdo da arquitetura histolégica hepatica e de alteragbes microvasculares de ratos machos e fémeas

diferentes doses de Piper methysticum G. Foster, durante 13 semanas, por grupo, sexo e unidade experimental.

F=fémea; M=macho; S=sim; N=nao; Z=zona do lébulo hepatico
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tratados com
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Congestdao da veia hepatica terminal com repercussao em zona 3, onde
também ocorreu dilatacdo da rede sinusoidal foram as Unicas alteragdes histologicas
notadas nos machos e fémeas tratados com a dose de 4,3 mg/kg. Com a dose de
12,9 mg/kg, as modifica¢cdes microvasculares comprometeram difusamente todas as
zonas do acino hepatico, incluindo igualmente congestdo e dilatagdo vénulo-
sinusoidais, além de inflamacédo sinusoidal. Com a dose maxima utilizada, 38,7
mg/kg, o processo vascular congestivo e a inflamagao sinusoidal atingiram as zonas
2 e 3. Essas alteragbes, em todos os grupos, foram acompanhadas por reatividade

do sistema fagocitico mononuclear, representada ora por hipertrofia, ora por

hiperplasia de células de Kupffer (Quadro 6; Figuras 6, 7, 8 € 9).

Figura 7: Linfécitos em lume de sinusodides (setas), em animais tratados com as doses de 12,9
mg/kg (A) e 38,7 mg/kg (B) — hematoxilina-eosina X400.
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Figura 8: Células de Kupffer reativas em ratos tratados com as doses de 4,3 mg/kg (A), 12,9
mg;kg (B) e 38,7 mg/kg (C) de kava (hematoxilina-eosina X400).

Figura 9: Dilatacdo e inflamac&o sinusoidais, em animal
tratado com a dose 12,9 mg/kg de kava (hematoxilina-
eosina X400).
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Considerando os atributos histologicos de forma dicotémica, construiu-se a
matriz S de similaridade entre os grupos, para avaliar suas diferengas. Essa matriz
demonstrou que os parémetros histologicos dos grupos tratados com diferentes
doses de Piper methysticum sao diferentes dos apresentados pelo grupo controle.

Observou-se também que o grupo tratado com a dose diaria de 4,3 mg/kg,
comparado com o grupo ao qual foi administrada a dose de 38,7 mg/kg, tem
similaridade 0,667. Esses dois grupos tém mais semelhangas entre si, do ponto de
vista dos critérios histologicos, do que os grupos tratados com 4,3 e 12,9 mg/kg, que,

quando comparados entre si, tém similaridade 0,364 (Figura 10).

C DU 3 DU 9DU

1 0,000 0,000 0,000
0,000 1 0,364 0,667
0,000 0,364 1 0,545

10,000 0,667 0545 1

Figura 10: Matriz de similaridade: analise de paradmetros histolégicos comparando grupos
tratados com a kava, em diferentes doses, por 13 semanas e grupo controle. Os grupos
tratados s&o diferentes do grupo controle, particularmente com a dose 12,9 mg/kg.
C=controle; DU (dose usual)=4,3 mg/kg; 3DU (trés vezes a dose usual) = 12,9 mg/kg; 9
DU (nove vezes a dose usual) = 38,7 mg/kg.

O teste de Cochran apresentou estatistica 21,514 com valor-p igual a 0,000.
Também segundo esse teste, os grupos tratados, no que se refere aos aspectos
histolégicos avaliados, sédo diferentes do grupo controle.

As tabelas 23, 24, 25 e 26 mostram os resultados da analise histologica, no
que concerne a reagao inflamatdria portal e do parénquima hepatico. Ao grupo
controle, pela auséncia de reacao inflamatéria portoparenquimatosa, atribuiu-se o
escore zero, de acordo com Gayotto e Comité SBP/SBH (2000), conforme expresso

na tabela 23 e figura 11.
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TABELA 23: Aspectos histolégicos da reacado inflamatéria portal e atividade parenquimatosa, do
figado de ratos machos e fémeas do grupo controle.

Infiltrado inflamatdrio
portal

Controle Escore (escala variavel de 0 a 4)

Atividade parenquimatosa

e . Hepat6citos normais,
Raros linfocitos portais b

isomorfos
L1 0 0
F L2 0 0
L3 0 0
L4 0 0
M L5 0 0
L6 0 0

F=fémea M=macho; L=Lamina histolégica

Figura 11: Aspectos histolégicos do tecido hepatico no grupo controle — espago portal
pequeno (seta longa), com triade vasculo-biliar disposta em matriz conjuntiva (A: X400) e
traves hepatocelulares (seta curta) radialmente distribuidas em torno da veia hepatica
terminal (estrela), em B: X100). Hematoxilina-eosina.

Na dose diaria usual de Piper methysticum, 4,3 mg/kg, tanto nas fémeas
quanto nos machos, o infiltrado inflamatério portal discreto, bem como as alteragdes
parenquimatosas focais (degeneragédo hidrépica, retragcdo acidofila individual e
necrose lobular acompanhada de afluxo linfoistiocitario) foram avaliadas como
escore 1 (TABELA 24; Figuras 12 e 13).
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TABELA 24: Aspectos histolégicos da reagao inflamatoria portal e atividade parenquimatosa do
figado de ratos machos e fémeas tratados diariamente com 4,3 mg/kg de Piper methysticum G.
Foster durante 13 semanas.

Infiltrado
inflamatoério Atividade parenquimatosa
portal
4,3 mg/kg Escore (escala variavel de 0 a 4)
(DU)
NUmero Degeneracéo Necrose +
de linfécitos hidrépica. agregado
portais Retracéao linfoistiocitario
discreto individual Focal Multifocal
L7 1 1 1 -
F L8 1 1 1 -
L9 1 1 1 -
L10 1 1 1 -
M | L11 1 1 1 -
L12 1 1 1 -

DU=dose usual; F=fémea M=macho; L=Lamina histoldgica
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Figura 12: Discreto exsudato linfocitario (setas) infiltra a matriz fibroconjuntiva de espagos portais,
na intoxicacao de ratos com a dose de 4,3 mg/kg (A-B: hematoxilina-eosina X400).

Figura 13: Necrose hepatocelular focal associada a exsudagao celular linfoistiocitaria
(seta), em zona 3, de animal tratado com a dose de 4,3 mg/kg (hematoxilina-eosina; A:
X100; B: X400).

A tabela 25 e a figura 14 expressam os resultados encontrados na avaliagao
histolégica dos animais submetidos a 12,9 mg/kg de Piper methysticum. O aumento
do numero de linfécitos portais foi discreto (escore 1), enquanto que a necrose
associada a exsudacao linfomonocitaria teve carater multifocal, correspondente ao

escore 2. Degeneracao hidropica ndo constou desse grupo.
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TABELA 25: Aspectos histolégicos da reagao inflamatéria portal e atividade parenquimatosa
do figado de ratos machos e fémeas tratados diariamente com 12,9 mg/kg de Piper
methysticum G. Foster durante 13 semanas.

Infiltrado
inflamatoério Atividade parenquimatosa
portal
12,9 Escore (escala variavel de 0 a 4)
mg/kg ” -
(3DU) NUumero Degeneracéo Necrose +
de linfocitos hidrépica. agregado
portais Retracéo linfoistiocitario
Aumento acidofila .
discreto individual Focal Multifocal
L13 1 0 0 2
F | L14 1 0 0 2
L15 1 0 0 2
L16 1 0 0 2
M | L17 1 0 0 2
L18 1 0 0 2

DU=dose usual; F=fémea M=macho; L=Lamina histoldgica

Figura 14: Multiplos focos de necrose

linfomonocitaria (seta larga) e inflamagédo sinusoidal (seta fina) -

lobular acompanhados de exsudagao
A: X400; portite
linfocitaria discreta (seta curva) - B: X100. Hematoxilina-eosina. Ratos tratados com 12,9
mg/kg de Piper methysticum.
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Na tabela 26 e figura 15, encontram-se os resultados do estudo histolégico
do figado dos animais submetidos a 38,7 mg/kg de Piper methysticum. Nas fémeas
e machos, o aumento do numero de Ilinfocitos portais correspondeu,
respectivamente, aos escores 1 e 2. Toda a populagdo desse grupo apresentou
sinais de degeneragao hidropica, retracdo acidofila individual e necrose de grupos

hepatocitarios, para os quais ocorreu afluxo linfoistiocitario (escore 2).

TABELA 26: Aspectos histolégicos da reagéo inflamatéria portal e atividade parenquimatosa do
figado de ratos machos e fémeas tratados com 38,7 mg/kg de Piper methysticum G. Foster durante
13 semanas.

Infiltrado - .
inflamatério portal Atividade parenquimatosa
38,7 Escore (escala variavel de 0 a 4)

mg/kg | Aumento do nimero | Degeneragao Necrose +

(9DU) de linfécitos hidrépica. agregado
portais Retracéao linfoistiocitario

discreto | moderado _am_dpﬂla Focal Multifocal
individual

L19 1 - 2 - 2
F | L20 1 - 2 - 2
L21 1 - 2 - 2
L22 - 2 2 - 2
M | L23 - 2 2 - 2
L24 - 2 2 - 2

DU=dose usual; F=fémea M=macho; L=Lamina histoldgica
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Figura 15: Reacdo tissular hepatica associada a administragdo de 38,7 mg/kg de kava:
inflamacao portal (escore 2) predominantemente linfocitéria (seta longa) e foco de necrose

lobular com afluxo de células inflamatérias mononucleares (seta larga), além de sinais de
degeneragao hidrépica microvacuolar (seta fina e curta). Hematoxilina-eosina A-B X400.

5.9 Analise imunoistoquimica

A analise imunoistoquimica, com a utilizagdo do anticorpo monoclonal a-1-
anti-actina, nas amostras de figado dos diversos grupos de animais que
apresentaram alteragdes histolégicas, demonstrou aparecimento de uma fraca e
pontual imunomarcagdo em torno de raros sinusoides hepaticos, independente da
topografia zonal. Controles internos e externos atestaram a fidedignidade das
imunorreagdes. Nos animais estudados, leiomiécitos de paredes vasculares (VHT,
veia porta e arteriola hepatica) e células conjuntivas dos espagos portais,
apresentaram marcacgao fortemente positiva, expressa por granulagbes castanho-
douradas, citoplasmaticas. Em controles externos, correspondente a processo
fibrogénico de figado humano, foi possivel se identificar a presenca de células
miofibroblasticas, de configuragdo estrelar ou de seus prolongamentos
citoplasmaticos, localizados na periferia de sinusdides (ARAUJO, 2002). Estes
resultados sinalizam que, na amostra analisada, ndo se evidenciaram elementos,
que possam sugerir a ocorréncia de ativagdo miofibroblastica, necessaria a
producdo de matriz conjuntiva, nos processos de fibrogénese hepatica precoce,

neste caso associada ao tratamento com a kava (Figuras 16, 17 e 18).
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Figura 16: Expressao positiva para alfa-actina em leiomiécitos da parede de veia hepatica
terminal (A-C: seta fina) e de arteriolas hepaticas (seta larga), em contraste com a marcagao
negativa na zona 3 (estrela) e no espacgo portal com inflamacgao (D: seta curva) perissinusoidal (A-
D: X400 — dose 12,9 mg/kg).
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Figura 17: Expressdo da alfa-actina em espacgo portal de animais do grupo 12,9 mg/kg, com
destaque para a positividade da imunorreagdo em células musculares lisas de parede vascular
arteriolar e venular, bem como de fibroblastos portais (seta). A-B X400.
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Figura 18: Controle externo da expressao de alfa-actina anti-musculo liso: demonstragao da ativagao
da miofibroblastos ou células estrelares, em processo de fibrogénese hepatica humana, em
topografia perissinusoidal.

5.10 Grupo satélite
5.10.1 Observacgoes gerais

N&o ocorreram obitos durante os 45 dias de observagéo do grupo satélite.
Quanto ao aspecto externo dos animais, neste periodo e imediatamente antes do
sacrificio, ndao foram constatadas anormalidades na cor e distribuicdo dos pélos,

alteracdes oculares ou lesdes aparentes.
5.10.2 Exames laboratoriais
v’ Parametros bioquimicos

As tabelas 27 e 28 mostram a comparagao dos resultados dos parametros

bioquimicos entre os grupos experimental e satélite.



145

TABELA 27: Parametros bioquimicos de ratos do grupo satélite (Média + Erro padrado), 45 dias apds o término do tratamento com diferentes doses diarias
de Piper methysticum G Foster durante 13 semanas, comparados por grupo e dose com o grupo experimental.

EXPERIMENTO SATELITE
Parametro Grupo 4,3 12,9 38,7 4,3 12,9 38,7
Bioquimico controle mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Glicemia (mg/dL) 117,3+13,5 | 133,3+12 | 104,3%55 | 104,7#62 | 123,6+7,8 | 131,0¢+157 133,3+18,0
Uréia (mg/dL) 31,7+0,7 31,3+0,9 32,0+1,7 35,7+0,9 53,8+4,8 52,7+2,8 50,3+2,0
Creatinina (mg/dL) 0,7+0,1 0,6+0,1 0,5+0,0 0,5+0,0 0,7+0,0 0,6710,0 0,6£0,1
Colesterol (mg/dL) 33,0£2,6 48,3+4,1 36,013,2 41,3+2,6 65,411,2 62,014,7 53,3£10,4
Triglicerideos (mg/dL) 25,319,4 18,3+1,7 31,3+1,8 37,7+7,7 103,4+5,9 103,37,2 114,7£12,0
Acido urico (mg/dL) 0,6+0,2 0,60, 1 0,6+0,2 0,8+0,1 103,4+0,1 103,3+0,2 114,7+0,2
AST (UI/L) 141,3£16,3 | 96,7t2,4 | 148,3+17,7 | 144,0¢85 | 192,2+124 | 134,0£3,5 185,337,9
ALT (UI/L) 87,0£9,3 54+0,36 65,06, 1 66,7+4,2 77,4448 71,0£4,7 73,3+11,0
yGT (UI/L) 1,3+0,3 1,0+0,0 1,03+0,04 1,0040,0 1,3£0,3 1,0+0,0 1,0£0,0
BT (mg/dL) 0,13+0,03 0,11£0,0 0,10+0,00 0,13+0,03 0,13+0,03 0,10+0,00 0,13+0,03
BD (mg/dL) 0,07+0,02 0,05+0,0 0,05+0,01 0,06+0,01 0,06+0,01 0,05+0,01 0,06+0,02
Bl (mg/dL) 0,06+0,02 0,05+0,0 0,05+0,01 0,07+0,03 0,07+0,02 0,05+0,01 0,07+0,02
FA (UI/L) 204,0£23,1 | 119,0+20,6 | 141,3+46,8 94,0+15,0 133,6£22,0 | 137,0+25,6 131,7+£21,6
CK (UI/L) 17211467 2653+417 1855+393 2303+106 9662+1858 | 4230,0+479 | 12317,0£5502
DHL (UI/L) 11551144 772+130 914148 8231289 16811206 560,7+57,2 1250+508
Amilase (UI/L) 666+38,5 680+42,9 644+54,7 638,5+5,5 | 510,6+21,7 | 478,7+38,2 515,7+30,8
PT (g/dL) 6,7+0,3 6,7+0,2 6,4+0,2 6,4+0,1 6,7+0,2 6,4+0,1 6,5£0,1
Albumina (g/dL) 4,1+0,2 4,3+0,2 410,1 4,1+0,0 2,6+0,1 2,5+0,1 2,3+0,1
Globulina (g/dL) 2,5£0,2 2,4+0,1 2,4+0,0 2,2+0,0 4,2+0,2 297111 4,1+0,2
Sodio (mEq/L) 144,7+2,7 145,3+0,3 143,3+1,4 143,5+0,5 141,8+0,5 142,7+1,0 141,7£1,5

ALT=Alanina aminotransferase; AST=Aspartato aminotransferase; yGT=Gama glutamiltransferase; BT=Bilirrubina total; BD=Bilirrubina
direta; BI=Bilirrubina indireta; FA=Fosfatase alcalina; CK=creatinoquinase; DHL=Desidrogenase lactica; PT=Proteinas totais.
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TABELA 28: Parametros bioquimicos de ratas do grupo satélite (Média + Erro padréo), 45 dias apds o término do tratamento com diferentes doses diarias
de Piper methysticum G Foster durante 13 semanas, comparados por grupo e dose com o grupo experimental.

EXPERIMENTO SATELITE
Parametro Grupo 4,3 12,9 38,7 4,3 12,9 38,7
Bioquimico controle mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Glicemia (mg/dL) 106,7+3,7 120,319,4 107,7£7,0 112,3£0,9 122,0+0,0 144,5£11,5 118+0,0
Uréia (mg/dL) 29,7+3,8 31,311,8 34,0121 38,0+2,3 52,0+0,0 48,5+0,5 4010,0
Creatinina (mg/dL) 0,610,0 0,610,0 0,6+0,0 0,5+0,0 0,5+0,0 0,75+0,05 0,6%0,0
Colesterol (mg/dL) 60,716,8 54,317,9 52,318,7 94,5+17,5 68+0,0 58,0+7,0 48+0,0
Triglicerideos (mg/dL) 24,72 4 39,3+10,7 25140 30,58,5 77+0,0 133,5£29,5 73%0,0
Acido urico (mg/dL) 0,810,1 0,910,2 10,2 1,1+0,2 1,7£0,0 1,8+0,2 1,4+0,0
AST (UI/L) 141,31£16,3 171,7+£26,4 144+7,6 196,7+46,4 180+0,0 201,04£49,0 129+0,0
ALT (UI/L) 87,0+9,3 58,317,2 66,7141 6819,8 65,0+0,0 84,5145 5210,0
yGT (UI/L) 1,0+0,0 10,0 10,0 10,0 1+0,0 1,3£0,3 1+0,0
BT (mg/dL) 0,134£0,03 0,11£0,0 0,1310,03 0,1310,03 0,1310,03 0,11£0,0 0,10£0,0
BD (mg/dL) 0,06+0,01 0,05+0,01 0,06%0,02 0,05+0,01 0,07+0,02 0,05+0,00 0,05+0,01
Bl (mg/dL) 0,07+0,02 0,05+0,01 0,07+0,02 0,05+0,01 0,06%0,02 0,05+0,00 0,05+0,01
FA (UI/L) 82,7129 87,7+22,6 93,7126,3 77,3£10,7 7110,0 132,5+24,5 8210,0
CK (UIIL) 1837158 50971904 3764+1126 | 4044+1956 4430+0,0 3510120 5000+0,0
DHL (UI/L) 8891118 13051239 11251294 16891765 1441+0,0 9281115 63710,0
Amilase (UI/L) 576,7+79,2 442,3+30,9 511,0466,8 | 557,0+126 343,01£0,0 396,0+£34,0 29410,0
PT (g/dL) 7,110,2 6,9+0,1 6,7+0,3 6,9+0,2 6,7+0,0 6,8+0,0 6,6+0,0
Albumina (g/dL) 4,7+0,1 4,7+0,2 4,3+0,1 4,2+0,1 2,7+0,0 3,010,1 2,7+0,0
Globulina (g/dL) 2,4+0,1 2,340,1 2,410,2 2,7+0,2 4,0+0,0 3,8+0,1 3,9%0,0
Saodio (mEq/L) 144,3+1,4 139,7+0,9 142,3+0,9 144+0,0 138+0,0 140,5+0,5 143+0,0

ALT=Alanina aminotransferase; AST=Aspartato aminotransferase; yGT=Gama glutamiltransferase; BT=Bilirrubina total; BD=Bilirrubina
direta; BI=Bilirrubina indireta; FA=Fosfatase alcalina; CK=creatinoquinase; DHL=Desidrogenase lactica; PT=Proteinas totais.
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v' Parametros hematolégicos

As tabelas 29 e 30 mostram a comparacido dos resultados dos parametros

hematoldgicos entre os grupos experimental e satélite.

TABELA 29: Parametros hematoldgicos de ratos do grupo satélite (Média + Erro padréo), 45 dias
apos o término do tratamento com diferentes doses diarias de Piper methysticum G Foster durante 13
semanas, comparados por grupo e dose com o0 grupo experimental.

X EXPERIMENTO SATELITE

Parametro

hematoloégico 4,3 12,9 38,7 4,3 12,9 38,7

mg/kg | mg/kg | mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

SRS 8,0£0,4 | 8303 | 8,540,1 8,5+0,3 8,340, 1 8,5+0,0
(10°/mm>~)

He“(“g/%'l‘_’)bi”a 14,8401 | 15,3106 | 152+¢0.4 | 156+04 | 153%04 | 14,9401

Hem(?,/t";c”to 43,3+1,3 | 46,2426 | 46,2:t0,6 | 492+1,5 | 46,711 | 46,1%0,2

VCM (1) 54,3+0,4 | 55,4+0,4 | 54,5+0,3 | 58,3+0,7 55,0+2,0 | 54,5+0,06

HCM (ppg) 18,5+0,6 | 18,3+0,5 | 18,0+0,4 | 18,5+0,3 18,5+0,5 17,90,1

CHCM (%) 34,1+0,9 | 33,1+0,4 | 32,9+0,4 | 31,8%0,2 33,3+0,2 32,8+0,3

Leucdcitos
(10%/pL)

Neutrdfilos (%) | 29,0£1,0 | 48,0+2,0 | 19,549,5 | 29,8+2,8 47,3+0,9 16,7+6,2

4101 | 7,1£1,2 | 6,719 4,8+0,5 7,1+0,5 7,0£1,0

Eosindfilos (%) | 2,5+0,5 | 1,7£0,3 | 3,0+0,0 1,0+0,0 1,7+0,3 2,7+0,3

Linfocitos (%) | 66,5+1,5 | 47,7+1,2 | 74,58,5 | 65,2+2,9 47,0+1,5 74,7455

Mondcitos (%) | 2,0£1,0 | 5,0¢3,0 | 7,0¢4,5 | 4,0£1,0 3,740,9 4.041.2
P('?g?‘,jﬁf_a)s 669+2 | 843+116 | 70383 | 867,6+56,11 | 865,3+87,2 | 674,7+43.4

VCM=Volume corpuscular meédio; HCM=Hemoglobina corpuscular meédia;
CHCM=Concentragdo de hemoglobina corpuscular média. * = Diferenga significativa
(ANOVA; testes de Dunnett e Kruskal-Wallis).
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TABELA 30: Parametros hematologicos de ratas do grupo satélite (Média + Erro padrao), 45 dias apos
o término do tratamento com diferentes doses diarias de Piper methysticum G Foster durante 13
semanas, comparados por grupo e dose com o grupo experimental.

. EXPERIMENTO SATELITE
Parametro
hematoloégico 4,3 12,9 38,7 4,3 12,9 38,7
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
SRS 78401 | 8,640,2 7.6+0.1 7.640,0 7,040, 1 7,340,0
(10°/mm>~)
He”("g/%'f_’)b'”a 14,6401 | 15,9403 | 14,4402 | 14,8400 | 13,7401 14,2+0.0
Hem(ao/t‘;c”to 425812 | 474415 | 415803 | 44,6:0,0 | 40,7:0,5 | 41,3:0,0
VCM (1) 552+14 | 554+0,3 | 549+12 | 591+00 | 581+02 | 56,0+0,0
HCM (upg) | 18,90,1 | 18,6+0,2 | 1904 19.6+00 | 19,6405 | 189+0,0
CHCM (%) | 34,30,8 | 33,604 | 34,7¢+0,1 | 33,2:¢0,0 | 33,740,7 | 34,6£0,0
Leuctcitos 43+06 | 4.8+12 46412 3,4+0.,0 4.0+0,7 3,4+0.,0
(10%/L)
Neutrsfilos (%) | 43 £2,0 | 22,7¢3,8 | 26,73,0 28+0,0 20+7.,0 26,0+0,0
Eosindfilos (%) | 2,0¢1,0 | 2,00,6 1.7+0,3 2+0.0 15405 1.0+0,0
Linfocitos (%) 51+¢5 | 69,3458 | 67,7432 66+0,0 7446 67+0,0
Mondcitos (%) 442 5,7+2.3 4415 4%0,0 45+0,5 5,040,0
P('?g%f_a)s 787+60 | 669,0+37 | 740,0+140 | 750,0+0,0 | 652,5+158,5 | 757,0+0,0

VCM=Volume corpuscular médio; HCM=Hemoglobina corpuscular média; CHCM=Concentragdo de

hemoglobina corpuscular média. * = Diferenga significativa (ANOVA,; testes de Dunnett e Kruskal-Wallis).

5.10.3 Avaliagao macroscépica dos érgaos

A avaliagdo macroscopica dos 6rgédos das cavidades toracica, abdominal e

retroperitdnio do grupo satélite, realizada conforme os mesmos parametros utilizados

ao final das 13 semanas de experimento, ndo demonstrou alteragdes, tal como no

grupo experimental.
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5.10.4 Analise histolégica dos érgaos

v' Coragao, pulmoes e rins

O estudo histologico do coragao, pulmdes e rins dos animais do grupo
satélite foi semelhante ao grupo controle e ao grupo sacrificado apos 13 semanas do

experimento.

v Figado

O estudo histoldgico do figado de todos os animais do grupo satélite mostrou
parénquima com arquitetura lobular e veias hepaticas terminais de paredes finas e
regularmente distribuidas. Fendmenos vasculo-congestivos venular e sinusoidal,
acompanhados ou nido de dilatacdo sinusoidal, comprometendo as zonas 2 e 3,
foram eventos variaveis entre os animais machos e fémeas, tratados com as doses
de 12,9 mg/kg e 38,7 mg/kg. Tais alteragbes associaram-se a afluxo celular
inflamatdrio sinusoidal, nas mesmas topografias, notadamente, nos animais
submetidos as doses mais altas da kava, havendo ainda reatividade das células de

Kupffer, como se detalha no Quadro 7 e Figura 19.
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Alterag6es microvasculares hepaticas

Dose Sexo Animal Arquitetura Congestio
histoldgica Dilatagdo sinusoidal Inflamagao Hiperplasia
padrao Veia sinusoidal de células de
lobular hepatica Sinusoide Kupffer
terminal
Z3

z2

L1

F L2

Controle L3

L4

M L5

L6

L32

4,3 F L33

mg,/kg L36

L34

M L39

L40

L30

F L31

12,9 L41

mg/kg L35

M L37

L38

L30

F L31

38,7 L41

mg/kg L35

M L37
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Quadro 7: Avaliagdo da arquitetura histoldgica hepatica e de alteragbes microvasculares de ratos machos e fémeas do grupo satélite, 45 dias apos o
término do tratamento com diferentes doses diarias de Piper methysticum G Foster durante 13 semanas.

F=fémea M=macho L= lamina histolégica S=sim N=n&o Z=zona do |Iébulo ou acino hepatico.
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Figura 19: Alteracdes microvasculares em zona 3 do I6bulo hepatico. A - dose de 12,9 mg/kg:
congestao venular e dilatagao sinusoidal (seta longa); B-C — dose 38,7 mg/kg: dilatagao sinusoidal
com linfécitos luminares (seta curta); D — dose 4,3 mg/kg: células de Kupffer reativas (seta larga). A:
tricrdmico de Masson X100; B-C-D: hematoxilina-eosina X 400.
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No que concerne ao estudo da atividade inflamatdria portoparenquimatosa,
chamou atencdo a persisténcia do infiltrado linfocitario portal e lobular, este
consequentes a ocorréncia de focos isolados de necrose, em todos os animais,
independentemente da dose usada e do sexo dos mesmos, com demonstram as
tabelas 30, 31 e 32 e a figura 20.

Na dose diaria usual de Piper methysticum, 4,3 mg/kg, tanto nas fémeas
guanto nos machos, ainda se encontrou portite linfocitaria discreta e alguns focos de
necrose lobular associada a afluxo linfoistiocitario, cujo escore foi 1 (TABELA 31;
Figura 20).

TABELA 31: Aspectos histolégicos da reagéo inflamatéria portal e atividade parenquimatosa do
figado de ratos do grupo satélite dos animais tratados com 4,3 mg/kg mg/kg de Piper methysticum G.
Foster.

Infiltrado
inflamatoério Atividade parenquimatosa
portal
4,3 mglkg Escore (escala variavel de 0 a 4)
(DU) Numero Degeneracgéo Necrose +
de linfocitos hidrépica. agregado
portais Retracéo linfoistiocitario
Agmento _aC|_de|Ia Focal Multifocal
discreto individual
L25 1 1 1 -
F L27 1 1 1 -
L26 1 1 1 -
L28 1 1 1 -
M L29 1 1 1 -
L25 1 1 1 -

DU=dose usual; F=fémea M=macho; L=La&mina histoldgica.

A tabela 32 e a figura 20 expressam os resultados encontrados na avaliagao
histolégica dos animais submetidos a 12,9 mg/kg de Piper methysticum, nos quais,
45 dias apo6s a suspensao do uso do extrato, ainda se encontrou aumento discreto

do numero de linfécitos portais (escore 1), enquanto a necrose associada a
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exsudagao linfomonocitaria de carater multifocal, passou a ser focal (escore 1), sem

degeneracao hidrépica.

TABELA 32: Aspectos histolégicos da reacgao inflamatéria portal e atividade parenquimatosa do
figado de ratos do grupo satélite dos animais tratados com 12,9 mg/kg mg/kg de Piper methysticum
G. Foster.

Infiltrado
inflamatoério Atividade parenquimatosa
portal
Escore (escala variavel de 0 a 4)
12,9 mg/kg - —
(3DU) Numero Degeneracéo Necrose +
de linfécitos hidrépica. agregado
portais Retracéo linfoistiocitario
Aumento acidofila .
discreto individual Focal Multifocal
L30 1 1 1 -
F L31 1 1 1 -
L41 1 1 1 -
L35 1 1 1 -
M L37 1 1 1 -
L38 1 1 1 -

DU=dose usual; F=fémea M=macho; L=Lamina histoldgica

A tabela 33 e figura 20 mostram os resultados do estudo histolégico do
figado dos animais do grupo satélite que foram submetidos a 38,7 mg/kg de Piper
methysticum. Nas fémeas, o escore que representa a inflamagao portal se manteve
1. Nos machos em que o escore apds as 13 semanas do experimento foi 2, passou
a ser 1. Em toda a populacdo desse grupo foram mais escassas a degeneracao
hidropica e a retragdo acidodfila individual. A necrose hepatocitaria com afluxo

linfoistiocitario passou de escore 2 para escore 1.
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TABELA 33: Aspectos histolégicos da reacao inflamatoria portal e atividade parenquimatosa do
figado de ratos do grupo satélite dos animais tratados com 38,7 mg/kg mg/kg de Piper methysticum

G. Foster.
Infiltrado . .
inflamatério portal Atividade parenquimatosa
Escore (escala variavel de 0 a 4)
38,7 mg/kg - =
(9DV) Aumento do numero | Degeneragao Necrose +
de linfécitos hidropica. agregado
portais Retracéao linfoistiocitario
. acidofila .
discreto | moderado individual Focal Multifocal

L32 1 - 1 1 -
F L33 1 - 1 1 -
L36 1 - 1 1 -
L34 1 - 1 1 -
M L39 1 - 1 1 -
L40 1 - 1 1 -

DU=dose usual; F=fémea M=macho; L=Lamina histoldgica
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Figura 20: Portite linfocitaria crénica, discreta (A: 4,3 mg/kg; B: 12,9 mg/kg — seta longa) e focos de
necrose lobular associados a exsudagao linfoistiocitaria (C: 4,3 mg/kg; D: 38,7 mg/kg — seta curta).
A-B-C-D: hematoxilina-eosina X400.
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6 DISCUSSAO

Os efeitos potencialmente deletérios da kava (Piper methysticum) sobre o
figado s&o controvertidos e ensejam uma avaliacdo acurada dos eventos adversos
relacionados ao seu uso.

Os mecanismos implicados na hepatotoxicidade da kava ou seus
constituintes carecem de elucidagao, embora varias teorias concorram para explica-
los. Entretanto, a partir da analise de casos clinicos, alguns autores admitem nao
existir uma relacédo de causa e efeito entre o uso dessa substancia e a ocorréncia de
hepatite toxica (ANKE; RAMZAN, 2004; DENHAM et al., 2002).

Essa polémica € ainda sustentada pelo fato de ndo haver um padrao ouro
para o diagnodstico da doenga hepatica induzida por drogas, mesmo assim,
considera-se incontestavel a dificuldade de se atribuir a uma droga especifica a
responsabilidade de uma injuria hepatica. A incidéncia real de hepatotoxicidade,
além de subestimada, é também dificil de ser determinada (BONKOVSKY et al.,
2006; ERNST; PITTLER, 2003; NAVARRO; SENIOR, 2006).

Alguns aspectos relacionados ao metabolismo das drogas devem ser
considerados, no intuito de ampliar o escopo de avaliagdo dos possiveis
mecanismos patogenéticos associados a hepatotoxicidade da substéncia em tela.
De acordo com Wilkinson (2005), as drogas sao metabolizadas por varios processos
compreendendo reacgdes da fase |, quais sejam oxidagao, redugéo e hidrolise, bem
como as de fase Il - glicuronidagao, sulfonagédo, acetilagdo e metilagdo. Tais reac¢des
sao responsaveis pela producdo de metabdlitos toxicos, que tanto podem induzir
uma resposta imune, como afetar diretamente a bioquimica celular (KAPLOVITZ,
2002). Além disso, as diferencas do organismo nas respostas as drogas sé&o
comuns. Na hepatopatia toxica é provavel que o risco individual seja determinado
pela combinagao de fatores ambientais e variagbes genéticas (KAPLOVITZ, 2002),
bem como por doengas, que poderiam alterar a absorgao, distribuicdo, metabolismo
e excregao de uma dada substancia (WILKINSON, 2005).

Na pratica clinica, os estudos observacionais pds-comercializacdo tém
permitido a avaliagdo de efeitos de medicamentos em um grande numero de

pacientes (HIATT, 2006). Na doenca hepatica induzida por drogas, fatores
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relacionados as proprias drogas, ao hospedeiro e ao ambiente podem estar
envolvidos (BONKOVSKY et al., 2006). As pesquisas experimentais tém, portanto,
representado ferramenta importante na elucidagdo do papel das drogas, quando se
suspeita que sejam indutoras de hepatopatia téxica, tornando-se valiosas como
modelo para inferir, em seres humanos, o0s seus possiveis efeitos adversos
(BARROS; DAVINO, 2003).

Diante da polémica relacionada a toxicidade hepatica da kava, os relatos de
Amorim et al. (2007) reforgcaram a idéia de que investiga¢gdes que possam contribuir
para a elucidacdo desses efeitos, devam ser empreendidas. O presente estudo,
enquadrado nesse contexto, constituiu-se de tratamento crénico de ratos Wistar,
com um produto a base de kava, sob a forma de extrato WS 1490, que, embora
tenha sido submetido a testes experimentais anteriormente, foi registrado no Brasil
sob outra legislagao, com padrdes diferentes da atual.

Nesta pesquisa, independentemente das doses empregadas, ndo ocorreram
obitos dos animais, nem foram observadas alteragdes na cor e distribuicdo dos
pelos, anormalidades oculares ou qualquer lesdo externa dos mesmos, durante as
13 semanas do experimento, tal como descreveram Sorrentino et al. (2006), em
trabalho similar. Nele, ratos Wistar foram avaliados apds 3 e 6 meses de ingestao de
uma dieta especial contendo kavalactonas, em concentracdes de 7,3 mg/kg e 73
mg/kg. Essas doses sdo 1,7 e 16,9 vezes maior que a recomendada para o uso do
extrato da kava em humanos, ou seja, 4,3 mg/kg, que corresponde a 3,01 mg/kg de
kavalactonas no produto testado neste experimento. Os resultados de Sorrentino et
al. (2006) foram os mesmos do experimento atual, que administrou doses
correspondentes a usual bem como trés e nove vezes essa dose, ou seja, 4,3
mg/kg, 12,9 mg/kg e 38,7 mg/kg, respectivamente.

Clayton et al. (2007) trataram ratos F344 - machos e fémeas, com doses
orais e diarias de extrato em pdé da kava, contendo seis kavalactonas em
concentragbes variaveis de 0,125 a 2,0 g/kg, 5 dias por semana, durante 14
semanas. Esse tratamento, diferentemente do nosso experimento, induziu oito ébitos
entre 0os animais: em uma fémea que recebeu 1 g/kg e em trés machos e quatro
fémeas submetidos a 2 g/kg. Tal evolugédo foi atribuida a alteragbes no sistema
nervoso central e/ou depressao respiratoéria.

O produto testado neste trabalho, de acordo com informacdo da bula,

apresenta uma DLsg acima de 1500 mg/kg. Em ensaio de toxicidade aguda com
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ratos Wistar no mesmo biotério que albergou esta pesquisa, os valores obtidos de
DLsp do produto testado para machos, 2355,84 mg/kg, com limite de confianca de
95% (2071,08 a 4523,85), permitiram enquadra-lo como produto pouco téxico, como
sdo consideradas as substancias com DLsy maior que 2000 mg/kg (CARVALHO,
2005).

O fato de nao terem ocorrido 6bitos no presente estudo pode dever-se a
concentragdo das doses diarias administradas, muito abaixo da DLsy, segundo a
bula do produto e da encontrada por Carvalho (2005). Em contraste, as doses
diarias (1,0 g/kg e 2 g/kg) do extrato utilizado por Clayton et al. (2007), nos dois
grupos em que ocorreram oObitos, aproximam-se da DLsy de um produto
comercializado, correspondendo a 232,5 vezes e 465 vezes a dose usual do extrato
da kava estabelecida para seres humanos, qual seja, 4,3 mg/kg.

Exito letal também tem sido descrito em humanos. Gow et al. (2003) relatou
obito de uma paciente apds 3 meses de consumo, trés vezes por dia, de preparado
cujo rétulo informava a presenga de 60 mg de kavalactonas, em associacdo com
Passiflora incarnata, 50 mg e Scutellaria lateriflori, 100 mg. Embora a
concentragao de kavalactonas utilizada por essa paciente tenha sido mais baixa
que a dose usual para humanos e bem menor que as outras duas doses
administradas neste estudo, Gow et al. (2003) consideraram a kava responsavel
pela toxicidade, induzindo hepatite fulminante e o&bito, apesar da realizagcado de
transplante hepatico. Esses autores imputaram exclusivamente a kava a
responsabilidade desse evento grave, uma vez que nao identificarem a presenca
da Scutellaria lateriflori no produto consumido pela paciente, apesar da referéncia
no rétulo como componente do mesmo. Consideraram que a Passiflora incarnata
nao estaria envolvida na causa da morte, com base na falta de referéncias que
relacionassem tal fitoterapico com hepatite toxica, exceto em um unico relato, no
qual o paciente fazia uso concomitante de outras substancias (GOW et al., 2003).

Posteriormente, Thomsen et al. (2004) contestaram a hipétese de Gow et
al. (2003) sobre a hepatotoxicidade induzida pela kava, levando ao o6bito da
paciente. Demonstraram, por cromatografia, a auséncia tanto da Passiflora
incarnata quanto da Scutellaria lateriflori em um lote do produto consumido pela
paciente, sugerindo a possibilidade de ocorrer variagées entre os lotes desses

produtos botanicos. Afirmaram que a toxicidade grave poderia ter sido provocada
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ou por contaminantes ou pelo uso simultédneo, pela paciente, de suplemento
vitaminico e mineral contendo cromo, o qual tem sido implicado na génese da
hepatite toxica (LANCA et al., 2002).

No que concerne a anormalidades oculares, Schulze et al. (2003) relataram
a ocorréncia de conjuntivite como uma das reagdes adversas frequentemente
relacionadas ao uso da kava, diferentemente deste estudo, em que os animais nao
apresentaram esta condigao.

Ja no ensaio pre-clinico de toxicidade aguda realizado por Carvalho (2005),
ocorreram lesdes irreversiveis de cornea em trés animais machos, na dose de 2250
mg/kg € em um, na dose de 2000 mg/kg, correspondendo a cerca de 523 e 465
vezes a dose diaria usual do extrato de kava estabelecida para seres humanos, ou
seja, 4,3 mg/kg. De acordo com Larini (1999) e Barros e Davino (2003), este tipo de
evento ocorrendo dentro de sete dias durante realizacdo de ensaio de toxicidade
aguda, como ocorreu no trabalho de Carvalho (2005), expressa extrema toxicidade
do produto naquela dose. Curiosamente, as fémeas analizadas por Carvalho (2005)
nao manifestaram tais alteragdes oculares, embora a DLsy obtida, 1994,36 mg/kg,
com limite de confianga de 95% (1676,19 a 2326,89), tenha caracterizado o produto
como nocivo. Em conformidade com esses ultimos resultados, Carvalho (2005), ao
realizar ensaio subcrénico, em ratos Wistar, semelhante ao presente estudo também
n&o constatou lesdes oculares.

Vale ressaltar que, nesta pesquisa, as trés doses do extrato da kava
administradas diariamente aos animais (4,3 mg/kg, 12,9 mg/kg e 38,7 mg/kg) foram,
provavelmente, insuficientes para provocar oculopatias, tal como descreveu
Carvalho (2005), em seu ensaio sub-crénico.

Diferentemente do que ocorreu nesta pesquisa, Ruze (1990), quando avaliou
consumidores de bebida contendo Piper methysticum das ilhas Tonga, encontrou
alteragdes cutaneas e irritagcdo ocular. Suss e Lehmann (1996) e Cairney et al.
(2003) descreveram casos clinicos de dermatite associada a kava. Embora Norton e
Ruze (1994) afirmem que a causa da dermopatia induzida pela kava seja
desconhecida, Grace (2005), descrevendo alteragdes cutaneas urticariformes, em
dois consumidores contumazes de bebida contendo kava, considerou-as de
natureza alérgica e significado clinico pouco claro. Sugeriu, entdo, assim como
Jappe et al. (1998), que as kavalactonas poderiam estar implicadas no surgimento

de fendbmenos imuno-alérgicos, em algumas pessoas.
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Como nao houve nenhuma alteragdo no aspecto externo dos animais da
presente pesquisa, pode-se supor que a auséncia de reagdes alérgicas cutaneas
deveu-se, provavelmente, ou a baixa toxicidade do extrato de kava, nas condi¢des
deste estudo, ou a fatores inerentes ao estado imunitario dos animais, impossiveis
de avaliar pelo desenho deste trabalho.

Ao se comparar o consumo de agua dos animais tratados com o grupo
controle, durante as 13 semanas do experimento, verificou-se que o uso do extrato
WS 1490 contendo kava induziu menor consumo meédio de agua nas trés doses:
com 4,3 mg/kg em machos e fémeas somente em trés semanas, correspondendo a
23,1% do tempo total do experimento; com 12,9 mg/kg, nos machos e fémeas em
quatro e em dez semanas, respectivamente 30,7 e 76,9% do tempo; com 38,7
mg/kg, o consumo dos machos aumentou em uma semana, enquanto o das fémeas
diminuiu em trés, correspondendo respectivamente a 7,7 e 23,1 % do tempo, como
visto nas tabelas 1 e 2.

Clayton et al. (2007) ndo encontraram diferengas na ingestdo de agua entre
animais tratados e controles, durante seu experimento. Pinto et al. (2005), ao
administrarem extrato de kava a ratas gravidas, nas doses de 5 mg/kg, 35 mg/kg e
50 mg/kg, diariamente, do sexto ao 15° dia de gestagao, ndo observaram alteragdes
no consumo de agua. Chama-se atencédo para o fato de que, as duas menores
doses foram respectivamente, proximas da usual do extrato WS 1490 (4,3 mg/kg) e
nove vezes esta dose (38,7 mg/kg), como se empregou em dois grupos deste
trabalho.

Carvalho (2005) também observou que o tratamento subcrénico com doses
de kava semelhantes as deste estudo, ndo interferiu na ingestdo hidrica pelos
animais tratados durante o periodo observado, que foi de quatro semanas.

As diferengas aqui registradas foram mais acentuadas no grupo das fémeas,
tratadas com 12,9 mg/kg, as quais apresentaram deple¢do do consumo de agua por
um tempo mais prolongado. Isso também ocorreu nas trés ultimas semanas com
machos. Esse grupo teve comportamento, nas quatro primeiras semanas,
semelhante aos animais de Carvalho (2005), que restringiu as observagdes por
apenas quatro semanas. E importante notar a diferenga do tempo de administracdo
do extrato da kava: 10 dias no trabalho de Pinto et al. (2005) e 13 semanas neste,
além de, naquele, tratar-se de ratas gravidas. Esses fatores podem ter influenciado

nos resultados, visto que, a gravidez, tanto em humanos como em animais, induz a
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alteragdes fisiolégicas, incluindo as hormonais, capazes de influenciar tanto a
farmacocinética, quanto a farmacodinamica das drogas, segundo Anger e Piquette-
Miller (2008).

O consumo de ragao dos animais tratados, neste estudo, sofreu oscilacées
ao longo da experiéncia, quando comparado ao grupo controle. Nas doses diarias de
4,3 mg/kg e 38,7 mg/kg, as fémeas apresentaram um menor consumo durante trés
semanas, enquanto que nos machos essa alteracao foi verificada somente em duas.

Semelhantemente, fémeas do grupo 12,9 mg/kg tiveram redugdo de
consumo alimentar por um periodo de sete semanas, diferindo dos machos, que nao
alteraram seu ritmo alimentar nessa dose, como demonstrado nas tabelas 3 e 4.

Estes resultados, com exce¢do dos machos do grupo 12,9 mg/kg, diferem
dos de Pinto et al. (2005), que nao relataram modificagbes deste parametro em
relagdo ao grupo controle. Também divergem dos de Clayton et al. (2007), pois
estes ndo encontraram diferengas no consumo de ragdo em nenhum dos grupos do
seu experimento. Como esses autores trabalharam com ratos F344, pode-se supor
que a diferenga de linhagem entre os animais dos dois experimentos possa ter
interferido nos resultados, pois, para aqueles animais, doses de até 2 g/kg foram
administradas, sem, no entanto, haver diferencas no consumo de ragao.

Entretanto, na comparacao deste estudo com o de Pinto et al. (2005), deve-
se ressaltar que, apesar dos animais serem também Wistar, tratavam-se de fémeas,
gravidas. E possivel que alteragbes fisioldgicas, associadas ao status endécrino
desses animais, possam ter favorecido a manutencdo do estado de apeténcia, a
despeito do uso da kava, uma vez que, em ratas, no periodo gestacional, ha
geralmente um aumento da ingestdo alimentar, de acordo com Ladyman (2008).

Chama-se atencéao para o fato de que as fémeas desta pesquisa que tiveram
menor consumo de ragao (grupo 12,9 mg/kg), correspondente a 53,9% do tempo do
experimento, ndo apresentaram alteragdo da curva ponderal, assim como os demais
animais, nao havendo, desta forma, diferenga significante nas trés doses,
comparada ao grupo controle, como expresso nas tabelas 5 e 6. Essa evolugao
ponderal foi concordante com a observada por DiSilvestro et al. (2007), cujo
experimento com ratos machos ratos Sprague-Dawley alimentados com ragéo
acrescida de extrato acetdnico ou etandlico da kava, em diferentes concentragoes,
nao demonstrou diferenca no comportamento do peso corporal destes em relacao

ao grupo controle. Igualmente o estudo subcrénico de Carvalho (2005) superpbe-se
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aos resultados deste experimento, divergindo, porém, dos resultados de Clayton et
al. (2007). Esses autores observaram que, nos ratos F344 submetidos ao tratamento
com a kava, houve decréscimo do peso corporal ao final de 14 semanas, embora
essa alteracdo s6 tenha ocorrido nos animais que receberam as doses mais
elevadas (2g/kg e 1g/kg). O decréscimo de peso, contudo, ndo parece ter sido
resultante de alteragdes da ingestdo alimentar, pois esta, durante aquele
experimento, n&o foi diferente entre os grupos tratado e controle.

No experimento de Pinto et al. (2005), as doses de kava foram distintas das
utilizadas neste trabalho e as ratas, em estado gestacional, apresentaram ganho
ponderal, que de acordo com Douglas et al. (2007), representa um evento natural da
gestacdo. Sorrentino et al. (2006), administrando kava por um periodo de trés e seis
meses, constatou n&o ter havido alteragcdes do peso corporal, 0 que demonstra que
a kava nao interfere neste parametro, nem em intervalos de tempo maiores ou
mesmo em ratas gravidas.

A semelhanca da evolugdo ponderal dos ratos detectada neste trabalho e
em concordancia com esses outros autores (DiSILVESTRO et al., 2007; PINTO et
al., 2005; SORRENTINO al., 2006), demonstra que a kava, na forma de extrato, nas
doses e tempo administrados, nao influenciou no crescimento, tendéncia natural do
desenvolvimento corporal dos ratos confinados, de acordo com Silva et al. (2007).
Segundo esses autores, ratos em cativeiro - sedentarios ou com atividade fisica —
nao apresentam alteragdes na curva ponderal, obtida sem diferenciacdo de massas
gorda e magra.

Os resultados mostraram que a temperatura retal dos animais variou entre
os machos de 37,4+0,1 a 38,3t0,1 e entre as fémeas de 37,9+0,2 a 39,0£0,1; nas
doses de 4,3 mg/kg e 12,9 mg/kg, entre os machos, ocorreram variagdes
estatisticamente significantes para menos e para mais, ambos em apenas uma
semana, conforme expresso nas tabelas 7 e 8. Ja com 38,7 mg/kg, a temperatura foi
menor em trés semanas, ou seja, durante 23% do tempo do experimento e maior em
duas (15,4%), correspondendo no total a 38,4% do tempo de tratamento. Ocorreu,
portanto, uma provavel interferéncia do extrato no sistema de termorregulacédo desse
grupo de animais, embora sem outras repercussoées.

Na avaliagdo das fémeas, no entanto, em todas as doses houve semelhanga
estatistica com o grupo controle, demonstrando que, nelas, em todo o periodo de

tratamento, a relagdo metabolismo/regulagdo manteve-se preservada, semelhante
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ao experimento subcrdnico de Carvalho (2005), no qual a kava nao interferiu sobre
esse parametro.

A glicemia, aferida no sangue da cauda dos animais, no primeiro dia do
experimento e em seguida, quinzenalmente, foi semelhante a do grupo controle,
com exceg¢ao do grupo dos machos tratados com a dose de 38,7 mg/kg, que, na
quarta semana, apresentou niveis séricos elevados, como se observa na tabela 9.
Excetuando-se esta particularidade, os resultados foram semelhantes aos de
Sorrentino et al. (2006). Diferentemente, Clayton et al. (2007) demonstraram a
ocorréncia de hipoglicemia, em ratos F344 machos e fémeas, tratados com kava nas
doses de 1g/kg e 2g/kg. Em ensaio subcrénico, Carvalho (2005) encontrou variagdes
de hiperglicemia ou hipoglicemia, com o mesmo tipo de extrato de kava e doses
semelhantes as desta pesquisa, em ratos Wistar machos, quando os comparou com
0 grupo controle.

Dentro desse contexto, ha discordancias nos relatos da literatura, como
também nas justificativas para as alteragdes glicémicas pelos diversos autores. Os
resultados obtidos nesta pesquisa ndo equacionam completamente o problema, uma
vez que, mesmo de forma eventual, encontraram-se niveis elevados da glicose
sérica, quando se utilizou a maior dose (38,7 mg/kg).

De acordo com Rother (2007), a hiperglicemia crénica ocorre no diabetes
mellitus, condicdo de incapacidade das células enddécrinas pancreaticas em manter
adequada a secrecgao de insulina, horménio regulador do metabolismo da glicose.
Essa alteragcdo bioquimica também pode ser transitéria, como freqliientemente
ocorre na pratica clinica, provocada pela producdo de catecolaminas, cortisol,
glucagon e hormoénio do crescimento, que podem estar associados a situagbes de
estresse organico.

No presente trabalho, o unico registro de hiperglicemia associada a dose
mais elevada do extrato de kava teve um carater eventual e transitério, sem
repercussdes e se tornando semelhante aos controles na afericdo realizada duas
semanas apos.

Na presente pesquisa, outros parametros bioquimicos avaliados, incluindo
testes de fungdo hepatica, ndo demonstraram diferenga em relagdo aos controles,
exceto para ALT, significantemente menor nos machos do grupo que recebeu a

dose de 4,3 mg/kg, conforme as tabelas 10, 11 e 12.
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Sorrentino et al. (2006) também detectaram alteragcdes bioquimicas apds o
tratamento com a kava, excetuando-se elevagcées minimas de AST, ALT e colesterol,
no grupo de animais que recebeu 73 mg/kg. De acordo com esses autores, estes
niveis, apesar de mais elevados que os do grupo controle, ainda mantinham-se
dentro da normalidade.

Estes resultados também foram concordantes com os de Singh e Devkota
(2003), que ao testaram em ratos o extrato aquoso da kava, ndo observaram
anormalidades na atividade de AST, ALT, FA e DHL, nem na formacdo de
malondialdeido (MDA), indicador de estresse oxidativo, cujo aumento indica
alteragcdes na peroxidacao lipidica. Nesse trabalho foram administradas, aos
animais, doses de 200 e 500 mg/kg do preparado aquoso, semelhante ao uso
tradicional e durante periodo mais curto, por duas e quatro semanas, sem ocorrer
indicativo bioquimico de toxicidade hepatica, fato similar ao desta pesquisa.

Embora de desenho diferente, os resultados encontrados neste trabalho
também sdo concordantes com os de Gastpar e Klimm (2003), que avaliaram, em
estudo duplo-cego, randomizado e controlado com placebo, pacientes aos quais
administraram 150 mg ao dia do extrato WS® 1490 da kava, durante 4 semanas,
aferindo-se em seguida AST, ALT, yGT e FA.

Apos o tratamento, ndo encontraram diferengas significantes entre os grupos
tratados com o extrato e com placebo, nem entre os resultados basais e pods-
tratamento dos grupos, demonstrando, como neste estudo, a auséncia de alteragdes
bioquimicas sugestivas de aparecimento de doenga hepatica, traduzida pela
normalidade das enzimas avaliadas.

Na descricdo de casos clinicos, no entanto, Stickel et al. (2003) mostraram a
ocorréncia de elevacdo acentuada na atividade das enzimas hepaticas, em
pacientes em uso de kava. Em muitos casos, a ALT atingiu niveis maiores que 2000
UI/L.

Sendo a doenca hepatica frequentemente silenciosa, do ponto de vista
clinico, as vezes até alcangar estagios avangados, exames laboratoriais s&o
necessarios para identificar e caracterizar o dano em curso, afirma Dufour (2000).
Como o figado tem varias fungdes bioquimicas, de sintese e excrec¢do, diversos
testes bioquimicos séo usados no diagndéstico e manejo das hepatopatias.

E importante salientar que, segundo Kew (2000) e Giannini (2005), a

denominacao de testes de fungcdo hepatica, comumente usada na literatura, refere-
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se a exames que avaliam primariamente a integridade hepatocitica, mais do que
propriamente a funcao do figado. Além disso, alguns desses testes podem refletir
problemas de outra origem, por exemplo, a hemdlise, que eleva os niveis de
bilirrubina, ou doenga 6ssea, que compromete a FA (DUFOUR, 2000).

Sabe-se que o aumento da atividade plasmatica da ALT e AST resulta,
principalmente, da liberagdo dessas enzimas do citosol dos hepatdcitos para a
corrente sanguinea. A ALT, encontrada primariamente no figado e rins e em
pequenas quantidades no coragdo e musculo esquelético, € o indicador mais
sensivel e especifico de lesdo hepatica - causa mais freqliente e importante do
aumento de sua atividade (DUFOUR, 2000; SHERMAN, 1991).

Uma vez que houve semelhanga estatistica ao se comparar os animais
tratados ao grupo controle e, na dose de 4,3 mg/kg, em machos, a ALT ter sido
significantemente menor, pode-se afirmar que ndo houve indicativo de
hepatotoxicidade, sob o ponto de vista bioquimico.

Niveis baixos de ALT podem ser encontrados normalmente no sangue
(DUFOUR, 2000), mas autores consideram que a reducéo significante da atividade
das enzimas ALT, AST, FA e DHL, sugerem uma potencial hepatoprote¢cao da kava
(SINGH; DEVKOTA, 2003).

A AST também é um indicador importante de agresséo hepatica, sendo esta
uma causa comum de aumento da sua atividade, embora varios outros fatores
possam interferir, pois esta enzima é afetada por condigbes como a injuria muscular.
Nas hepatopatias, a AST freqlentemente € mais baixa que a ALT, exceto na
etiologia endlica, quando esse comportamento se inverte (DUFOUR, 2000).
Elevagbes enzimaticas muito acentuadas refletem laboratorialmente necrose
hepatocelular associada a hepatite toxica pela kava, sendo, em alguns casos, tao
devastadora a ponto de necessitar de transplante hepatico (STICKEL et al., 2003).
Entretanto, de acordo com Denham et al. (2002) e Anke e Ramzan (2004), as
discussbes sobre alteragdes bioquimicas e ingestdo de kava sugerem que outros
fatores possam estar implicados no desencadeamento de toxicidade hepatica grave.

Desde as primeiras publicacbes relacionando a hepatotoxicidade ao
consumo da kava, como a de Mathews et al. (1988), que descreveram a elevagao da
yGT em aborigines seus consumidores contumazes, a maioria dos relatos de caso
publicados tém chamado atencdo para as alteracbes enzimaticas dentro desse

contexto clinico. Embora a injuria hepatica se manifeste predominantemente com um
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padrao hepatocelular, demonstrada pela elevacao da atividade da ALT e AST, pode
se fazer presente com caracteristicas mais marcantes de colestase, quando se
alteram os niveis de bilirrubina e a atividade da yGT e FA (GIANNINI et al., 2005).

Dentre as enzimas hepaticas, a yGT, de alta sensibilidade, aumenta sua
atividade em 85 a 90% dos pacientes com alguma forma de hepatite aguda, embora
haja razbes diversas para a sua elevagao. Relaciona-se diretamente a ingestao de
bebidas alcodlicas, ao IMC elevado, ao uso de alguns medicamentos e até mesmo
ao habito de fumar. Individuos com diabetes, hipertiroidismo, artrite reumatoide e
doenca pulmonar obstrutiva crénica tém freqientemente yGT elevada, embora nao
se conhecam bem as razdes. O infarto agudo do miocardio também pode promover
aumento da atividade desta enzima (DUFOUR, 2000).

Com relagédo a FA, sua sintese € aumentada nas colestases intra-hepaticas
e extra-hepaticas, ocorrendo maior liberacao a partir das membranas celulares. Sua
atividade eleva-se também nas doengas o0sseas e quando ocorrem tumores que a
produzem (DUFOUR, 2000).

De acordo com Blendis (2005), € fato conhecido, que o uso da kava esta
associado a elevacao dos niveis de atividade da yGT, havendo concordancia entre
autores de que esse evento pode ser transitério (CLOUATRE, 2004; CLOUGH et al.,
2003).

Quanto a yGT e FA, houve discordancia entre os resultados da presente
pesquisa, quando comparados ao estudo transversal de Clough et al. (2003). Esses
autores avaliaram 98 individuos de uma comunidade aborigine, dos quais 62 eram
ou tinham sido usuarios da kava, consumindo-a habitualmente sob a forma de
preparado aquoso com a kava em pd, disponivel em pacotes de 75 g, contendo
aproximadamente 8 g de kavalactonas.

Dentre estes, 23 haviam interrompido o uso ha pelo menos um ano antes do
estudo; dez ha um ou dois meses; 15 ha uma ou duas semanas e 14 deles haviam
consumido a kava nas 24 horas anteriores a coleta de dados. Estes individuos foram
comparados ao grupo controle, constituido por 36 nado consumidores de kava.

Dentre os consumidores de kava, 48% demonstraram aumento de yGT e
37% tinham elevacdo da FA, sem correlacdo da elevagdo dessas enzimas com o
tempo de uso, porém uma maior quantidade do preparado consumida por semana
foi associada a elevagdo da FA. No grupo com consumo mais recente de kava

ocorreu elevagao da yGT e FA, sem alteragdes na ALT, proteinas totais, albumina
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ou bilirrubinas. Os resultados desses ultimos parametros foram, semelhantes aos do
presente estudo, apesar da divergéncia em relagao a yGT e FA.

Ressalte-se que a elevagdo daquelas duas enzimas ocorreu
indiferentemente nos individuos consumidores ou ndo de grandes quantidades de
alcool concomitante a kava (CLOUGH et al., 2003).

Ha risco de interagdes farmacocinéticas ou farmacodinamicas entre a kava e
o alcool, in vivo, de acordo com Anke et al. (2006). Apesar disso, esses resultados
levaram os autores a concluir que era improvavel que o alcool fosse fator de
confundimento quanto aos efeitos hepaticos do uso da kava, pois 0 consumo deste
era uma constante em todos os grupos, embora em quantidades variaveis (CLOUGH
et al., 2003).

Entretanto, é importante destacar que, nos grupos estudados por Clough et
al. (2003), as elevagbes da atividade de yGT e FA foram associadas ao uso mais
recente da kava, independente da quantidade de alcool consumida. Além disso, a
alteragao naquelas enzimas nao se acompanharam de elevagao da ALT. Os autores
sugeriram, entdo, que esses achados ndo deram suporte a hipotese de que a kava
fosse capaz de provocar dano hepatico grave.

No presente estudo, o comportamento semelhante entre os grupos tratados
e controle, no que concerne a yGT e FA, pode ter sido devido, pois, a auséncia de
outros fatores, os quais, como a ingestdo de alcool, em maior ou menor grau,
poderiam contribuir para a toxicidade hepatica da kava.

Diferentemente do presente trabalho, Clough (2003), referiu elevagado de
yGT em estudo populacional envolvendo 6800 individuos de comunidades
aborigines; também Clayton et al. (2007) encontraram, em ratos F344, submetidos a
diferentes doses diarias de extrato de kava, aumento na atividade da yGT nos
machos que receberam 2 g/kg e nas fémeas que receberam 1 e 2 g/kg.

Neste estudo, ndo ocorreram elevacdes na bilirrubina total e suas fragoes,
semelhante ao que foi encontrado nas avaliagcbes de Clough et al. (2003) e
Sorrentino et al. (2006). De acordo com Dufour (2000), o aumento desses
parametros pode ter outras causas, todavia, elevagdes principalmente da bilirrubina
conjugada, sao fortemente relacionadas a doenga hepatica ou de ductos biliares.

Russmann et al. (2003) sugeriram que hiperbilirrubinemia pode ocorrer com
0 uso de extratos comerciais da kava. Em diversos relatos de hepatotoxicidade

relacionada a kava, sao informadas alteracdes, as vezes acentuadas, dos niveis de
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bilirrubina sérica, como demonstram Stickel et al. (2003). A auséncia de
hiperbilirrubinemia, neste estudo, sugere, pois, que nessas circunstancias, o extrato
nao provocou agressao hepatica suficiente para alterar esse parametro.

Dasgupta (2003) afirma ser frequente a elevacédo das enzimas hepaticas em
pessoas que estdao fazendo uso de kava, o que expressa toxicidade em muitos
casos. A auséncia de alteragdes dessas enzimas, nesta pesquisa, portanto, sugere
que o extrato utilizado n&o provocou doenga hepatica tdéxica nos animais avaliados,
estritamente deste ponto de vista.

Em contraste, Brown et al. (2007) avaliaram, em residentes no Havai, os
efeitos hepaticos do consumo de bebidas contendo kava, preparadas do modo
tradicional, comparando-os a nédo consumidores dessas bebidas e encontraram
elevagao de yGT em 65% dos que as consumiam. Além disso, 23% dos usuarios de
kava apresentavam concomitantemente elevacao de FA.

E importante destacar que esses autores procederam o rastreamento para
exclusdo de hepatites virais e hemocromatose. No entanto, na populagéo avaliada,
26% dos individuos do grupo controle apresentavam elevagéao de yGT. Embora esse
referido percentual tenha sido menor que os que faziam uso da kava, isto sugere
que, provavelmente, outros fatores promoveram a elevagao da atividade daquela
enzima, mesmo em individuos abstinentes de bebidas contendo essa substancia.
Esses eventos também foram indicativos de que, possivelmente, a populacéo
estudada tinha precedentemente taxas enzimaticas mais elevadas por outros
fatores, apresentando entdo um aumento ainda mais acentuado na atividade dessa
enzima ao consumir a kava (BROWN et al., 2007). Na populag&o animal do presente
estudo, a auséncia de outros fatores indutores de elevacdo da yGT ou a real
incapacidade toxica do extrato administrado podem ser responsaveis pela
semelhanga entre os grupos.

Como no presente trabalho, as fémeas estudadas por Pinto et al. (2005)
nao mostraram alteragcdes nas enzimas hepaticas ALT e FA. Esse resultado pode ter
sido influenciado pelo pouco tempo de utilizagdo da kava, uma vez que a
hepatotoxicidade tem sido relacionada com uso crdnico dessa substancia. Sugere-
se, inclusive, que o periodo provavelmente mais seguro de administracdo dessa
substancia seja de 1 a 8 semanas, com a recomendagédo de ndo se exceder trés
meses de tratamento (LEHRL, 2004; MALSCH; KIESER, 2001; WITTE et al., 2005).

Note-se, porém, que apesar da administragdo de doses 8,1 e 11,6 vezes a dose
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diaria usual de extratos de kava recomendada (4,3 mg/kg), o periodo de
administracao de 10 dias foi bem mais curto que o deste estudo, que compreendeu
13 semanas.

Na maioria dos relatos sobre o uso da kava, ha referéncia de elevagdes da
ALT, como descrito por Strahl et al. (1998), que chamou atencédo para hepatite
aguda recorrente em duas mulheres, com historia de uso de produto botanico a base
de kava. Nessas pacientes ndo havia outras causas que justificassem o quadro
bioquimico, e a suspensdo do seu uso resultou em declinio enzimatico sérico. Esse
evento clinico foi consistente com agressao hepatocitica, confirmada por biopsia
hepatica e considerada pelos autores como induzida pela kava.

Evolucgao diferente do presente trabalho ocorreu no caso descrito por Escher
et al. (2001), em que um individuo de 50 anos tomava diariamente, durante dois
meses, trés a quatro capsulas do extrato da kava, correspondente a 210 e 280 mg
de kavalactonas. Ocorreu, neste caso, elevagao de AST e ALT, de 60 a 70 vezes o
valor de referéncia. A ingestdo de 280 mg de kavalactonas - equivalente, no
preparado utilizado por este paciente, a 400 mg do extrato, ou seja, 5,7 mg/kg -
ultrapassou a dose diaria usual de 4,3 mg/kg.

As evidéncias de hepatotoxicidade grave foram patentes, culminando com
transplante hepatico, mesmo com periodo de tratamento inferior a trés meses. Em
adicdo, esta foi demonstrada pelas elevacdes de FA, yGT, DHL e bilirrubina total
(3,4;19,7; 4,7 e 11,1 vezes o valor de referéncia, respectivamente).

Clough et al. (2003) e Russmann et al. (2003) nao sao favoraveis a hipotese
de hepatotoxicidade induzida pela kava por si sé. Acreditam que a elevagao na
atividade da yGT, na ocorréncia de ALT e AST normais ou minimamente alteradas,
como encontrado em consumidores da kava da Nova Caledénia, seja sobretudo um
reflexo da indugcdo de enzimas CYP450, do que propriamente um sinal de lesao
hepatica.

Proteinas totais e fragdes (albumina e globulinas) dos animais tratados
também foram semelhantes as dos controles, divergindo do trabalho de Clayton et
al. (2007), no qual proteinas totais e albumina, em ambos os sexos e na dose mais
alta, foram mais elevadas.

A albumina é a mais abundante proteina plasmatica produzida pelos
hepatécitos. Sua producido depende do aporte de aminoacidos, da pressao oncdtica

do plasma, dos niveis de citocinas inibitdrias - particularmente a interleucina 6 (IL-6)
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- e do numero de hepatécitos integros (DUFOUR, 2000). Assim, reducdo do seu
nivel sérico pode estar associada com a perda de massa hepatica funcionante,
embora a hipoalbuminemia possa ter outras causas, como a sindrome nefrotica,
enteropatias perdedoras de proteinas e desnutricdo (GIANNINI et al., 2005). Nesta
pesquisa, 0s niveis proteicos de todos os animais sugerem que o extrato ndo alterou
a funcao de sintese, a despeito do tratamento com a kava.

A atividade da DHL foi semelhante entre os animais tratados e o grupo
controle, assim como ocorreu no trabalho de Singh e Devkota (2003). Do mesmo
modo, a CK foi semelhante a do grupo controle desta pesquisa. A DHL,
freqientemente elevada na hepatite toxica (DUFOUR, 2000), representa indicador
de isquemia tecidual, podendo atingir concentragdes muito elevadas (GIANNINI,
2005). A avaliagdo da CK reveste-se de importancia, sobretudo nas elevagdes de
ALT, quando associadas a histdria clinica de exercicios fisicos. Em situacdes
particulares de atividade muscular, a elevagao concomitante das referidas enzimas,
pode ser utilizada no diagndstico diferencial entre necrose hepatocitaria e alteragéao
metabdlica muscular (DUFOUR, 2000).

Os animais tratados neste experimento ndo apresentaram alteracdes do
potassio, calcio e magnésio, principais cations intracelulares. O sddio, cation mais
abundante do meio extracelular, também teve o mesmo comportamento. Tais
resultados sobrepdem-se aos encontrados no estudo subcrénico de Carvalho
(2005). Esses elementos participam de importantes processos responsaveis pela
manutencdo da homeostase, sendo o sédio relacionado a distribuicdo da agua em
todo o organismo. E de se supor, pois, que esses processos tenham permanecido
integros, durante todo o experimento, apesar do uso da kava.

No presente estudo, a semelhancga estatistica nos parametros bioquimicos
entre ratos tratados com diferentes doses do extrato WS 1490 da kava e o grupo
controle demonstra que, nas doses e no periodo utilizado, este foi inécuo,
notadamente no que se refere a avaliagao hepatica.

Nao houve alteragao dos niveis de colesterol total e triglicerideos em todos
os animais estudados, como também demonstrado no estudo subcrénico de
Carvalho (2005). Ha também acordo com os relatos de Clayton et al. (2007), nas
doses mais baixas de kava (0,125 e 0,25 g/kg), apesar dessas doses terem sido 29
e 58 vezes mais elevadas que a dose usual (4,3 mg/kg). Entretanto, os animais

tratados com a dose de 0,5 g/kg ou mais apresentaram niveis mais elevados de
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colesterol que os controles. Essa dose correspondeu a 116,2 vezes a dose usual e
12,9 vezes a maior dose da presente pesquisa (38,7 mg/kg). A discrepancia em
relacdo ao presente estudo, portando, pode estar relacionada a elevadas doses.
Sorrentino et al. (2006) observaram elevagdes minimas do colesterol no grupo de
animais que recebeu a maior dose de kava, ou seja, 73 mg/kg, mesmo assim esses
niveis bioquimicos ainda estavam dentro dos valores de referéncia. Clough et al.
(2003), analisando consumidores frequentes da kava em comunidades aborigines,
observaram que o colesterol era mais elevado, enquanto os niveis de triglicérides
mantinham-se normais, como nos animais desta pesquisa.

O metabolismo do colesterol depende da integridade do hepatécito, que
assegura a homeostase do metabolismo lipidico. Quando ha prejuizo na fungéo
hepatica, como por exemplo, na hepatite crénica, cirrose ou cancer de figado, esse
metabolismo pode ser alterado (JIANG et al., 2007). De acordo com Varghese et al.
(2007), nas hepatopatias crénicas o comprometimento do metabolismo lipidico pode
ser devido a fatores como a sintese hepatica diminuida, clearance reduzido de
lipoproteinas complexas e regurgitacdo do conteudo biliar para o intravascular,
promovendo reducio dos niveis séricos de colesterol.

Norton e Ruze (1994) consideram que os extratos de kava podem interferir
no metabolismo do colesterol. Clayton et al. (2007) sugerem que a elevagédo do
colesterol associada ao uso do extrato da kava em doses altas pode ser
consequente a hipertrofia hepatica, causada por inducao de enzimas microssomais.
Ressalte-se que Dietlein e Schroder-Bernhardi (2003), revisando base de dados
sobre as doses dos extratos de kava, prescritas como alternativa a antidepressivos,
observaram que, em 75,6% dos casos, estas eram maiores que as recomendadas.
Tal fato pode, portanto, induzir esse tipo de resposta, em pacientes que fazem uso
de altas doses de kava.

Dentro desse contexto, pode-se supor que, neste trabalho, ndo houve sinais
indicativos de hipertrofia hepatica, nos animais submetidos ao tratamento pela kava,
nem da funcao de sintese hepatica do colesterol ou dos outros fatores responsaveis
por esse metabolismo.

Nesta pesquisa, assim como na de Sorrentino et al. (2006), o extrato de
kava administrado aos animais n&o alterou os parametros hematolégicos avaliados,
excetuando-se a contagem diferencial dos leucécitos, nas trés doses, conforme

demonstrado nas tabelas 13 e 14.
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Os neutrdfilos, granulécitos tipicos dos fendmenos da inflamacéo,
encontram-se aumentados nas situacbes de resposta inflamatéria aguda. Neste
caso, neutrofilia ocorreu com 4,3 mg/kg em fémeas. Na dose de 12,9 mg/kg os
machos apresentaram neutrofilia e linfocitopenia, havendo eosinofilia na dose de
38,7 mg/kg. Mathews et al. (1988) ja descreviam linfocitopenia em aborigines com
consumo abusivo da kava. Clough et al. (2003a) também a encontraram em
comunidades aborigines, onde o decréscimo era inversamente proporcional a
quantidade de bebida a base de kava consumida.

Na linhagem linfocitaria, a recirculagéo € continua, portanto, um aumento ou
uma diminuicdo no numero de linfécitos ndo necessariamente reflete alteracao na
linfopoiese. Linfocitopenia pode ser encontrada na cirrose hepatica (CARVALHO;
PARISE, 2006; COLLAZO; SOTTO, 1985) ou ser resultante da administragdo de
drogas citotoxicas (RUIZ et al., 1993). Como no presente trabalho a deplecéo
linfocitaria s6 ocorreu nos machos com a dose 12,9 mg/kg, excluidos outros fatores
que pudessem provocar esta diminuicdo, é de se supor que este evento, somente
nesta dose e neste grupo, seja uma reacéo a kava.

Os eosindfilos sao células importantes no processo de fagocitose, assim
como em reacgdes inflamatdrias, principalmente de natureza alérgica (KAY et al.,
1997). Eosinofilia ocorrente na dose de 38,7 mg/kg, nos machos desta pesquisa,
divergiu dos resultados de Carvalho (2005) e Sorrentino et al. (2006).

As plaquetas dos animais tratados neste estudo foram semelhantes ao
grupo controle, assim como no ensaio subcrdénico de Carvalho (2005). Este
resultado, porém, diferiu do encontrado por Mathews et al. (1988), que observaram
aumento do volume dessas células. A contagem de plaquetas é um dos indicadores
de funcdo hepatica que denota a progressdo da doencga hepatica crbnica para
cirrose (DUFOUR, 2000). O figado ¢é local de sintese de fatores que participam na
cascata de reagbes promotoras da coagulagdo. A plaquetopenia representa um dos
disturbios na doenca hepatica cronica, a qual se associa a uma maior frequéncia de
sangramentos nos seus portadores (BLONSKI et al., 2007). Segundo Afdhal e
Hesteban (2007), a redugao do numero de plaquetas tem fisiopatologia complexa e
multifatorial, aumentando o risco de sangramentos e de suas complicagdes na
hepatopatia, sobretudo crénica, razao da sua importancia clinica.

E procedente, portanto, com base nos resultados deste estudo, afirmar que,

assim como no experimento de Carvalho (2005), Sorrentino et al. (2006) e
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DiSilvestro et al. (2007), a kava nao provocou alteragcdes hepaticas que
comprometessem a contagem de plaquetas.

Os testes de avaliacdo comportamental e motora, neste estudo,
demonstraram algumas diferengas entre os animais tratados e o grupo controle,
conforme as tabelas 15 a 20.

No teste de campo aberto, a frequéncia de ambulagao, na dose trés vezes a
usual, entre as fémeas, foi menor que o grupo controle, na oitava semana do
experimento. Este resultado foi semelhante ao de Carvalho (2005), exceto quando
observou, na quarta semana, um aumento significativo na freqiiéncia de ambulacéo
das fémeas com a dose 38,7 mg/kg.

No comportamento levantar (rearing), unicamente na dose 4,3 mg/kg, as
fémeas mostraram frequéncia menor que a do grupo controle, na oitava semana,
enquanto Carvalho (2005) observou semelhanga entre os grupos durante todo o
experimento.

O tempo de execugédo do comportamento de limpeza (grooming) foi menor
em todas as doses entre machos, na segunda e sexta semanas e com 38,7 mg/kg,
também na quarta semana, como mostra a tabela 17. Carvalho (2005) observou que
o tempo de limpeza foi maior nos machos, nas trés doses testadas. Também
divergiu deste trabalho quanto a maior frequéncia de defecagdes nas trés doses.

Ja Garret et al. (2003), administrando a camundongos BALB/cByJ via
peritoneal, diferentes doses de kava ou diazepam e flumazenil - reconhecido
antagonista do diazepam, observaram que a locomogdao dos animais foi
significativamente reduzida pela kava, proporcionalmente as doses empregadas.
Este fato poderia estar relacionado com as doses empregadas, mas também com a
via de administracao, pois se sabe que varios fatores podem interferir na absorcao
intestinal das substancias, até mesmo os veiculos incluidos na sua formulagao,
embora os utilizados na pesquisa de Garret et al. (2003), ndo tenham provocado
efeitos quando o volume injetado n&o ultrapassava 0,1 ml/10 g de peso corporal.

O teste de campo aberto € usado ha varias décadas com o objetivo de
avaliar a atividade locomotora de roedores, embora seja dificil comparar um estudo
com outro, devido as diferengas entre os protocolos (STANFORD, 2007). Broadhurst
(1960) modificou esse teste e demonstrou que o movimento dentro do campo aberto
era determinado pela capacidade exploratéria dos animais. Esse autor afirma que

nao ha correlacdo entre a ambulagédo do animal no campo aberto e sua atividade
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dentro da gaiola, pois a emocionalidade e a atividade motora podem se confundir,
sendo o comportamento influenciado ou nado por alguma droga que se pretenda
testar. O animal, permanecendo na regido central da arena, € considerado menos
ansioso que aquele que se movimenta espontaneamente e vai a periferia da mesma
(STANFORD, 2007).

O tempo de permanéncia dos animais na barra giratéria do aparelho Rota-
rod (Ugo Basile®) foi o mesmo em todos os grupos (TABELA 19), assim como os
machos do estudo subcrénico de Carvalho (2005), enquanto as fémeas
demonstraram um tempo diminuido na quarta semana.

No teste do labirinto em cruz elevado (plus maze), a afericado da freqiéncia
de entradas dos animais nos bragos aberto e fechado e o tempo de permanéncia
nesses bragos mostrou, apesar de algumas diferencas de comportamento,
semelhancga estatistica entre os tratados com a kava e o grupo controle, 0 mesmo
ocorrendo ao se comparar a droga referéncia com o grupo controle.

Rex et al. (2002) obtiveram resultados diferentes, constatando a eficacia do
extrato LI150 da kava, administrado via oral em ratos Wistar, submetendo-os ao
labirinto em cruz elevado e os comparando a um grupo controle, com diazepam
como controle positivo. Nesse mesmo teste, Garret el al. (2003) observaram que o
extrato etandlico da kava e o diazepam provocaram efeito ansiolitico, tendo sido
ambos administrados via intraperitoneal. Os animais tratados com diazepam tiveram
o tempo de laténcia diminuido a partir da dose 0,05 mg/kg, considerada capaz de
provocar esse efeito em 50% dos animais (EDsp). O aumento no tempo de
permanéncia nos bragos do labirinto foi obtido com 0,13 mg/kg. Esses eventos
ocorreram com significancia estatistica na dose de diazepam correspondente a 1
mg/kg. A resposta ansiolitica a kava foi obtida com doses bem maiores que o
diazepam: 52 mg/kg e 88 mg/kg, respectivamente para o tempo de laténcia e tempo
de permanéncia. A resposta maxima nesses dois parametros ocorreu com 133
mg/kg.

O labirinto em cruz elevado é um teste de comportamento que reflete o
estado de ansiedade dos roedores (GARRET et al., 2003). Nele, o diazepam ou
outra droga ansiolitica, como por exemplo, clordiazepdxido, é utilizado como controle
positivo. A atividade ansiolitica de um composto é, entdo, comprovada quando ha
uma diminui¢ao significante no tempo de laténcia para entrar nos bragos abertos e

um aumento no tempo total despendido nesses bragos. Além disso, o0 aumento da
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freqiéncia de entradas nesses bragos é considerado um importante indicador do
efeito ansiolitico de uma substancia, de acordo com Pellow et al. (1985).

A realizagdo desse teste, segundo Garret et al. (2003), € fundamental
porque, apesar do amplo uso da kava como tranquilizante, ha poucos ensaios
experimentais bem desenhados que tenham avaliado essa sua propriedade. Nisso,
concordam com Rex et al. (2002), que também consideram poucos os dados
disponiveis em nivel experimental quanto a avaliacido do efeito ansiolitico da kava.
Acrescentam também que, além de haver poucos estudos, a maioria pode ser
criticada em diversos aspectos metodolégicos, o que compromete a sua
interpretacdo. No entanto, afirmam que os resultados da avaliagdo nos
camundongos BALB/cByJ embasam a assertiva que a kava é ansiolitica, porém
muito menos potente que o diazepam (GARRET et al., 2003).

Algumas consideragdes sobre o desenho dos experimentos de Rex et al.
(2002) e Garret et al. (2003) podem embasar essa discrepancia entre os resultados.
As doses de kava utilizadas por Rex et al. (2002) de 120, 180 e 240 mg/kg de kava e
de 15 mg/kg de diazepam, foram bem maiores que as deste estudo - 4,3 mg/kg, 12,9
mg/kg e 38,7 mg/kg de kava e 0,5 mg/kg de diazepam. Em ambos, a administragao
foi por via oral. Segundo esses autores, a concentracdo de diazepam do seu estudo
foi alta, porque no rato, tanto a absorcao intestinal, como a metabolizacdo podem
ser lentas. O intervalo de tempo entre a administracao das substancias e o inicio do
teste, de 60 minutos, também foi maior que o deste estudo, que foi de 30 minutos,
permitindo provavelmente uma maior absor¢gdo. Ademais, o diazepam pode induzir
excitabilidade e os animais reagirem de modo mais ansioso. Adicione-se a isto o fato
de o efeito ansiolitico do diazepam, por via oral, € menor que por via intraperitoneal.

Quanto ao estudo de Garret el al. (2003), as doses de diazepam variaram de
0,0316 mg/kg a 5 mg/kg e as de kava de 32 mg/kg a 316 mg/kg, sendo peritoneal a
via de administracéo, o que excluiu as variagdes da absorcao intestinal. Além disso,
o efeito ansiolitico de substadncias com essa propriedade, em ratos, € mais visivel
quando da administracdo aguda, o que, no presente estudo, s6 ocorreu com
diazepam. Todos esses fatores podem, portanto, ter tido interferéncia nos resultados
deste trabalho, divergentes dos de Rex et al. (2002) e Garret et al. (2003).

A avaliagcdo macroscopica nesta pesquisa de 6rgaos - pulmdes, rins e
coragao, dos animais tratados com Piper methysticum, comparada a do grupo

controle, demonstrou resultado concordante com o estudo de Sorrentino et al.
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(2006). Em ambos os trabalhos, ndo foram encontradas quaisquer alteracbes
organolépticas ou de peso desses 6rgaos. Ja Clayton et al. (2007) encontraram um
aumento na média de peso nos rins dos animais tratados com a kava. Nao
consideraram esse evento significante do ponto de vista toxicoldgico, pois né&o
houve, nesses 6rgaos, alteragdes histopatoldgicas correlacionadas a esse aumento.

No presente estudo, a macroscopia, o figado dos animais tratados foi
semelhante a do grupo controle, resultado concordante com os de Sorrentino et al.
(2006) e divergente dos encontrados por Clayton et al. (2007). Esses ultimos autores
observaram hipertrofia hepatica ao final do seu estudo, evidenciada pelo aumento do
peso do figado, nos animais dos dois sexos, diretamente proporcional a dose de
kava utilizada. Eles ponderaram que tal hipertrofia hepatica deveu-se a resposta
adaptativa, considerada fisiolégica, pois, durante o processo de metabolizagdo de
varias substancias de diversas classes farmacolégicas, pode ocorrer hepatomegalia
variando de 10 a 50% em relagdo ao peso basal, sem representar toxicidade. Foi
considerada uma resposta benigna, de natureza adaptativa, a indugao dos sistemas
enzimaticos que metabolizam as drogas (CLAYTON et al., 2007).

As doses do extrato da kava utilizadas neste estudo devem ter sido
insuficientes para induzir hepatomegalia, uma vez que foram muito menores que as
praticadas por Clayton et al. (2007), cuja menor correspondeu a 29,06 vezes a
menor e 3,22 vezes a maior dose do presente estudo.

Em todas as doses, os aspectos histolégicos do coragao, pulmdes e rins dos
animais tratados eram similares ao grupo controle, assim como os do experimento
de Sorrentino et al. (2006). Estes encontraram apenas minimas alteragdes
inflamatdrias ou degenerativas focais, nos diversos grupos. No aparelho respiratério,
principalmente, a frequéncia e extensao do processo inflamatério foi 0 mesmo entre
0s grupos, tanto com trés como com seis meses de administragdo da substancia.
Também nos rins ocorreu infiltrado inflamatério minimo no tecido conjuntivo ou nos
glomérulos, sem diferengcas do grupo controle. Com base nesses resultados, os
autores consideraram que as kavalactonas ndo provocaram dano nesses 6rgaos, da
mesma forma que nao houve injuria tecidual nos animais tratados e controles deste
estudo.

Os resultados da avaliagdo microscopica das amostras de figado dos
animais demonstraram divergéncia entre os grupos tratados e controle, em diversos

aspectos histoldégicos. Em toda a populacdo animal estudada, o parénquima
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manteve sua arquitetura lobular, com distribuicdo regular das veias hepaticas
terminais, que conservaram paredes finas. Nos animais tratados, entretanto,
observaram-se alteragdes microvasculares e reatividade das células de Kupffer. Nas
trés doses, foi comum a congestdo na veia hepatica terminal, sendo, entretanto, a
dose 12,9 mg/kg a que produziu maiores repercussoes, nas trés zonas do acino
hepatico, as quais ainda incluiram dilatagao e inflamagao sinusoidais. Com a menor
dose, ou seja, 4,3 mg/kg, somente a zona 3 foi afetada por congestao e dilatagéo
sinusoidais, sem a presenga de inflamagdo. A maior dose, 38,7 mg/kg, poupou a
zona 1 do processo vasculo-congestivo, restringindo, ademais, a inflamagéao
sinusoidal a zona 3. A reatividade de células de Kupffer foi uma constante nas trés
doses empregadas de kava.

A matriz de similaridade confirmou o comportamento dessa resposta
histolégica, assim como a peculiaridade da dose de 12,9 mg/kg, visto que, nesta,
houve maior dessemelhanga. Observou-se também que esta foi a dose em que
ocorreu, no grupo das fémeas, menor consumo de agua em dez semanas,
correspondente a 76,9% do tempo do experimento, além de redu¢cdo de consumo
alimentar, por um periodo de sete semanas, 53,9% desse tempo, embora nao haja
relagdo entre os aspectos histologicos e a alteracdo do consumo de agua e
alimento.

Quanto a reacdo inflamatdria portoparenquimatosa, as pontuacdes
atribuidas variaram de zero a dois, numa escala com escore variavel de zero a
quatro (GAYOTTO; COMITE SBP/SBH, 2000). Ao grupo controle, sem reagdo
inflamatoria lobular e portal, atribuiu-se o escore zero. Com 4,3 mg/kg, machos e
fémeas receberam escore 1, correspondente a discreto exsudato linfocitario
infiltrando a matriz fibroconjuntiva de espacgos portais. No seio do I6bulo, notaram-se
sinais focais de degeneracao hidropica, retracdo aciddéfila individual e/ou focos de
necrose hepatocelular, associados a exsudacdo linfomonocitaria (escore 1). Em
todos os demais animais, o I6bulo também foi sede de alteracbes hepatocitoliticas e
inflamatdrias. Na dose de 12,9 mg/kg e 38,7 mg/kg, a hepatocitdlise foi avaliada
como escore 2, sendo representadas por pequenas lesbes multifocais
comprometendo hepatdcitos, que foram acompanhadas de exsudagdo notadamente
linfocitaria. Sob a administracdo da maior dose, os animais também mostraram
degeneragao hidrépica e necrose individual de hepatécitos, igualmente avaliadas

com escore 2.



178

Todos os animais apresentaram inflamacao portal avaliada como escore 1,
com excegdao dos machos que receberam a maior dose. Neste caso, a portite
linfocitaria foi maior, classificada como escore 2.

Na literatura especializada, sdo poucos os estudos histolégicos dos casos de
hepatotoxicidade causada por ervas. Por conseguinte, a histopatologia da agresséao
ao figado, nem sempre analisada, as vezes & desconhecida e tem aparéncia
indistinguivel de outras formas de doenga hepatica, de acordo com Humberston et
al. (2003). Até mesmo quando se realiza biopsia hepatica para estudo histolégico
nos casos de hepatite crobnica em humanos, a gravidade da lesao pode variar de um
local para outro, particularmente quando o fragmento € pequeno, afirma Silva
(2003). Ademais, ha relatos de distintas respostas histologicas ao uso da kava,
tornando complexa sua avaliagao.

Stickel et al. (2003), avaliando 29 casos de hepatite provavelmente induzida
pela kava, demonstraram que a lesdo hepatica mais freqlente foi a necrose de
hepatécitos, observada em 55% dos pacientes; 24,1% desenvolveram hepatite
colestatica e apenas um paciente teve hepatite lobular. Em dois casos de hepatite
recorrente associada ao uso de kava, relatados por Strahl et al. (1998), a biopsia
mostrou lesbes agudas necrotizantes. Os sinais de hepatite ndao mais se
manifestaram apds a suspensao do uso do produto.

No caso descrito por Escher et al. (2001), a biopsia hepatica demonstrou
necrose hepatocelular extensa e grave, com infiltrado inflamatdrio lobular e portal,
com infiltracao de linfécitos e eosindfilos.

A biopsia hepatica da paciente cuja insuficiéncia hepatica relacionada ao uso
da kava foi descrita por Campo et al. (2002) também demonstrou extensa necrose
centrolobular e infiltrado inflamatério misto. Semelhantemente, Gow et al. (2003)
descreveram achado de hepatite aguda grave, inespecifica, com necrose pan-acinar
e colapso de I6bulos hepaticos, que evoluiu para necrose hepatica macica, quadro
distinto dos achados histolégicos desta pesquisa, em que somente ocorreu necrose
focal ou multifocal.

Na descricdo de Russman et al. (2001), em que uma paciente de 33 anos
fez uso, por trés semanas, de capsulas contendo kava, o achado histologico foi
infiltracdo portal, necrose em ponte, destruicdo interlobular de ductos biliares e
colestase canalicular, além de infiltracdo por linfocitos, eosindfilos e macréfagos

ativados, envolvendo ductos biliares interlobulares. Nesse caso, o0 produto
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consumido pela paciente era idéntico ao administrado aos animais deste estudo e
também na dose usual. Entretanto, como foi comprovado que a paciente tinha
deficiéncia de CYP2D6, esses autores, além de considerarem a kava como
responsavel pela hepatotoxicidade, sugeriram que essa deficiéncia seja fator de
risco para essa reagao adversa, 0 que ja €& consenso entre outros autores
(CLAYTON et al., 2007).

Ja na histologia descrita por Kraft et al. (2001), no relato de caso de uma
mulher de 60 anos, com insuficiéncia hepatica aguda imputada a kava, demonstrou-
se extensa necrose hepatocelular e colestase intra-hepatica, necessitando de
transplante hepatico. Semelhantemente, o caso de hepatite fulminante descrito por
Humberston et al. (2003) teve o mesmo quadro histolégico. A paciente ingeria
diariamente capsulas contendo 200 mg do extrato de kava, durante quatro meses,
apdés o que evoluiu com insuficiéncia hepatica, culminando com transplante. A
analise histologica do espécime explantado revelou necrose hepatocitaria difusa,
com distribuicdo preominantemente em zona 3, acompanhada de extenso infiltrado
de linfocitos, histidcitos e eosindfilos, além de hemorragia e colapso macico da rede
de reticulina, embora houvesse manutencao das triades portais. Proporcionalmente,
a dose utilizada nesse relato, foi inferior a usual estabelecida para humanos, ou seja,
4,3 mg/kg, quando o extrato € padronizado com 70 mg de kavalactonas, como o
usado neste estudo. No entanto, essa evolugéo para insuficiéncia hepatica aguda,
diferentemente do comportamento observado na amostra animal do presente
estudo, pode estar relacionada com a ingestdo adicional de multiplas substancias, a
saber: extrato de kava, extrato de camomila, magnésio, erva-de-Sao-Joao, vitaminas
Bs, B12 € C. Ademais, no rastreamento de substancias realizado na urina dessa
paciente, constatou-se ainda a presenga de ranitidina, ibuprofeno e cafeina.
Também o tempo de uso foi maior que o recomendado atualmente, de até trés
meses (LEHRL, 2004; MALSCH; KIESER, 2001; WITTE et al., 2005), o que pode ter
contribuido para o desencadeamento da hepatite tdéxica grave. Entretanto, esses
autores consideraram possivel que a toxicidade provavelmente provocada pela kava
tenha sido, nesse caso, potencializada pela erva-de-Sao-Jodo, cujo efeito de
inducdo do CYP450 é conhecido, sendo o mesmo responsavel pela interagcao entre
essas duas substédncias (CORDEIRO et al., 2005; SING, 2005). Além disso,
advogam que, como as vitaminas e as outras substancias das quais a paciente fazia

uso nao eram citadas em relatos de hepatotoxicidade, esta ocorreu por causa da
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kava. Os niveis de bilirrubina total eram muito elevados (15 mg/dL, com bilirrubina
direta de 6,3 mg/dL); estes, somados a AST maior que 3500 Ul/L e ALT maior que
4400 UI/L, denotaram o importante grau de necrose hepatocitico, o0 que nédo ocorreu
no presente estudo.

Segundo Humberston et al. (2003), apesar de doses do extrato de kava
acima de 330 mg ao dia ja terem sido testadas e néo terem desencadeado efeitos
adversos, trés ou quatro pacientes que realizaram transplante hepatico, na
Alemanha, faziam uso de doses diarias maiores que 240 mg. Essa dose,
correspondente a 3,4 mg/kg, representa o limite superior usado em varios ensaios
clinicos com a kava, sendo, entretanto, ainda inferior & menor dose administrada nos
animais deste estudo. Mesmo assim, essa dose menor, bem como as demais, foram
capazes de produzir lesbes hepaticas portolobulares focais ou multifocais, sem
nenhuma expressao bioquimica e clinica.

Achados histolégicos de menor gravidade foram descritos por Pinto et al.
(2005), que referem necrose coagulativa perivenular, colestase e dissociagdo grave
dos hepatécitos apenas em nove animais da amostra de 72 fémeas de ratos Wistar,
tratadas com diferentes doses de Piper methysticum. Esses achados nao tiveram
significancia estatistica nem houve alteragbes concomitantes das enzimas avaliadas
(ALT e FA). Saliente-se que o curto periodo de administracdo da kava, nesse
estudo, pode ter sido insuficiente para provocar alteracbes semelhantes as
encontradas nesta pesquisa, apesar do tempo de tratamento ter sido dentro do
recomendado na literatura (LEHRL, 2004; MALSCH; KIESER, 2001; WITTE et al.,
2005). Destaquem-se ainda as diferengas farmacocinéticas que podem ocorrer na
gestacéo, capazes de influenciar esses resultados.

Diferentemente deste trabalho, Sorrentino et al. (2006) referem que né&o
encontraram alteragdes histologicas nos animais do seu experimento, apesar de
terem administrado a kava tanto por trés como por seis meses, periodo este maior
que o explicitado como seguro.

Também DiSilvestro et al. (2007) relatam que nao encontraram sinais de
injuria hepatica na analise histolégica dos ratos alimentados com extratos da kava,
em diferentes doses, nem mesmo nos que receberam as doses mais elevadas. Além
disso, nos grupos que receberam a kava associada a galactosamina, administrada
com vistas a produzir hepatite experimental, a kava nao contribuiu para aumentar a

lesdo hepatica induzida pela galactosamina. Por essa razdo, esses autores
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consideram que as evidéncias relacionadas a hepatite tdxica resultante do uso da
kava sao parcas. Saliente-se, porém, que os extratos adicionados a ragdao desses
animais, foi preparado exclusivamente a partir das raizes da planta, com uma
concentracdo residual muito baixa de etanol ou acetona. Nao continha
pipermetistina, alcaldide encontrado nas partes aéreas da planta, cuja presenga
pode ter implicacdes toxicolégicas (DRAGULL et al., 2003). Segundo Nerurkar et al.
(2004), in vitro, em células HepG2, a pipermetistina é capaz de causar morte celular,
provavelmente por alterar a funcdo mitocondrial.

Ressalte-se que Co6té et al. (2004) observaram que os preparados
comerciais de extrato de kava em acetona, etanol ou metanol, apresentam
diferengas significantes no conteudo percentual das principais kavalactonas, o que
pode ocasionar mudangas na atividade biolégica. Por conseguinte, sugeriram que
variagbes nos efeitos da kava podem ser resultado das diferencas entre
preparagdes.

O extrato WS1490 administrado aos animais da presente pesquisa foi
proveniente de um preparado comercial, cuja monografia informa que o mesmo é
obtido a partir da raiz da kava, contendo kavaina, dihidrokavaina, metisticina,
dihidrometisticina, iangonina e dimetoxiangonina. Carvalho (2005) realizou estudo
cromatografico em camada delgada analitica de trés lotes do produto usado neste
ensaio, ndo constatando variabilidade entre eles. Contudo, como nao foi realizado o
estudo discriminatério da sua composicao, ndo se sabe se o lote do extrato utilizado
continha algum tipo de adulterante, que possa ter influenciado nos resultados.

E importante ressaltar que, na préatica clinica, os individuos que fazem uso
de preparados comerciais podem deparar-se com variagdes nos lotes dos extratos.
Muitas vezes, nao ha como se certificar da pureza e qualidade do produto. Segundo
Teschke et al. (2003), embora o calculo da incidéncia de hepatotoxicidade seja
de risco extremamente baixo (0,008 casos por milhdo de doses diarias), nao se
pode desconsiderar os relatos de caso publicados, sugerindo a associagdo do uso
da kava com hepatite toxica. A complexidade de se estabelecer uma relagao causa-
efeito € reconhecida e gera controvérsias, de acordo com Denham et al. (2002),
Schmidt (2006) e Teschke et al. (2003), pois na listagem de casos inéditos estudada
por Stickel et al. (2003), em apenas um caso houve re-exposi¢cao a kava e se

estabeleceu o diagnodstico de certeza da relagao causa-efeito.
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Os resultados dos testes bioquimicos, neste estudo, indicaram que o extrato
nao provocou toxicidade nos animais tratados. Entretanto, ao se ampliar a avaliagao,
introduzindo o estudo histolégico, observou-se a ocorréncia de lesdes hepaticas nos
animais avaliados. Os achados no figado puderam ser incluidos no espectro da
doenga hepatica induzida por drogas, visto que, além dos fendmenos vasculo-
congestivos venular e sinusoidal, acompanhados ou nao de dilatacdo sinusoidal,
afluxo inflamatorio luminar e reatividade de células de Kupffer, também abrangeram
a necrose hepatocelular focal, na dose de 4,3 mg/kg e multifocal, com 12,9 mg/kg e
38,7 mg/kg. E importante ressaltar que, alteragdes microvasculares hepaticas,
notadamente a dilatagdo sinusoidal acompanhada de inflamagdo, tem sido
associada a injuria induzida por droga, em estudos de natureza histolégica (ARAUJO
et al., 1990), tal como o atual e com respaldo posterior em analises ultraestruturais
(ARAUJO et al.,1993).

Observaram-se ainda que as alteragdes histoldgicas, no presente ensaio,
nao tiveram correlagdo com os valores enzimaticos. Além disso, a matriz de
similaridade mostrou que a dose 12,9 mg/kg apresentava mais diferengas que a
dose 38,7 mg/kg, ou seja, ndo houve uma correspondéncia crescente da dose com
essas alteragdes. Esse fato demonstrou que o extrato foi capaz, apesar da auséncia
de indicativos bioquimicos de toxicidade hepatica, de desencadear um processo
reacional no figado, mais acentuado com 12,9 mg/kg.

Essa constatacdo estabelece, no entanto, uma questdo essencial, que
transcende o trabalho experimental: como pressupor, na pratica clinica, uma lesao
hepatica, associada ao uso do extrato de kava, mediante um comportamento
inalterado da atividade de enzimas hepaticas, como ocorreu neste estudo.

A biopsia do figado faz parte do arsenal de recursos utilizados na avaliagao
das doencgas hepaticas e é indicada para seu diagndstico e estadiamento (FIRPI et
al., 2005). Segundo Bravo et al. (2001), esta propicia um diagnostico acurado em
90% dos casos de anormalidades inexplicaveis nos testes de funcdo hepatica. Pode
ser realizada mesmo com enzimas normais, no diagndéstico de tumores hepaticos, no
figado transplantado e na febre de origem desconhecida. Dentre outras causas que
justificam a sua realizagdo, encontra-se a avaliacdo de resultados anormais de
testes bioquimicos hepaticos, apds investigagao inconclusiva.

Ha uma tendéncia atual de utilizarem-se exames de imagens e testes

sorologicos - substituindo a biopsia hepatica — como passos no diagndstico das
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doencgas hepaticas (SIEGEL et al., 2005). Além disso, a biopsia s6 faz parte do
repertério de exames na suspeita de doenga hepatica induzida por drogas quando
da alteracao dos denominados testes de fungao hepatica, na suspeita em paciente
com hepatopatia crbénica prévia e na manifestacao de toxicidade de carater cronico,
menos comum (MADDREY, 2003). Essa tendéncia pode, portanto, ser invocada na
pratica clinica, diante de situagdo semelhante a do presente caso: sem
anormalidades bioquimicas, ndo haveria justificativas para realizagdo de biopsia
hepatica para estudo histolégico, exceto nas situagbes listadas por Bravo et al.
(2001).

Nas amostras de figado com alteragdes histolégicas, realizaram-se exames
imunoistoquimicos objetivando detectar alteragdes fibrogénicas precoces associadas
ao uso de extrato de kava. A fibrogénese é o processo em que ocorre 0 aumento da
quantidade de matriz extracelular, ocasionado por fatores inflamatdrios,
degenerativos ou neoplasicos, interferindo na remodelagem continua do tecido
conjuntivo (ANDRADE, 2005).

N&o se constatou expressao do antigeno alfa-actina anti-musculo liso, em
topografia perissinusoidal. O anticorpo monoclonal empregado reage com a fragéao
alfa dos microfilamentos da actina do musculo liso; tem grande sensibilidade e
especificidade para neoplasias de células musculares lisas, tendo grande
sensibilidade e especificidade para neoplasias de células musculares lisas,
expressando-se ainda em rabdomiosarcormas e em células com diferenciagao
mioepitelial, de acordo com Barra (2006).

No trabalho de Clayton et al. (2007), além dos outros parametros, foi
avaliada por métodos imunoistoquimicos, a expressao do CYP450 em ratos F344,
apos as 14 semanas de exposicdo ao extrato de kava, em diferentes doses. Esses
autores observaram que o extrato foi capaz de provocar alteragcées na expressao de
CYP2D1 (homodlogo a humana CYP2D6) e CYP1A2, 2B1 e 3A1, considerando que
esses achados podem, juntamente com outros estudos, melhorar a compreensao da
patogénese da faléncia hepatica induzida pela kava.

A técnica imunoistoquimica € considerada um método complementar de
extrema importancia e utilidade, de acordo com Barra (2006), pois além de auxiliar
no estabelecimento do diagndstico histogenético, orientando o tratamento em
diversas situacdes clinicas, € capaz de fornecer elementos que subsidiam o

prognostico de algumas condigoes.
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Para Pinzani e Rombouts (2004), a doenga hepatica cronica cursa com
fibrose, consequente a diversos processos etioldégicos. Quando é secundaria a
agressao toxica, estabelece-se preferencialmente nas areas perivenulares (zona 3),
alterando progressivamente a angioarquitetura hepatica. A resposta fibrogénica
precoce decorre de estimulagao das células de Ito perissinusoidais, com alteragdes
fenotipicas das mesmas, transformacdo miofibroblastica e produgdo de
componentes da matriz conjuntiva (ARAUJO et al., 1997).

Nas amostras de figado estudadas, a expressao da alfa-actina de musculo
liso foi considerada negativa, a despeito da positividade dos controles teciduais
internos e externos das imunorreagdes. Tal resultado ja era previsto, uma vez que
nao se demonstrou deposi¢gado colagénica perissinusoidal, nem alteragées vasculo-
matriciais dos espacgos portais ao exame histolégico com coloragdes vermelho
picrossirius e tricrémico de Masson. Assim, comprovou-se a auséncia de ativacao
das células perissisunoidais ou estrelares, necessarias ao desencadeamento da
producado dos componentes da matriz conjuntiva no espago de Disse.

E possivel que nas condicdes do presente experimento e tempo
correspondente ao referido na literatura como seguro, o extrato WS 1490 seja
efetivamente incapaz de provocar alteragées enzimaticas, tanto na dose usual como
com trés e nove vezes essa dose. Outros estudos, a partir desse periodo e dose,
poderao fornecer novas perspectivas. No entanto, no desenho atualmente utilizado,
os achados histolégicos sugerem que a kava foi capaz de provocar agressao
hepatica, apesar da falta de correlacgdo com os resultados bioquimicos e sem
expressdo imunoistoquimica do anticorpo empregado.

Ndo foram encontradas referéncias com estudo imunoistoquimico da
expressao alfa-actina de musculo liso (a-AML) em figados de ratos Wistar tratados
com a kava para fins de comparagao com este estudo.

Quanto ao grupo satélite, observado por 45 dias apds a suspensdo do
extrato, ndo ocorreram diferengcas na avaliagdo hematoldégica e bioquimica, ao se
comparar os resultados com o grupo controle e com os animais tratados, a excegao
de alguns parametros destes ultimos, que se diferenciaram dos controles ao final do
experimento. A neutrofilia, linfocitopenia e eosinofilia, observadas apdés as 13
semanas de tratamento, ndo se fizeram presentes no grupo satélite. O mesmo

ocorreu com 0s parametros bioquimicos, pois a ALT, que no grupo experimental foi
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significativamente menor entre os machos na dose de 4,3 mg/kg, mostrou-se
semelhante ao grupo controle.

Com relacdo a macroscopia e microscopia dos pulmdes, rins e coraciao, 0s
aspectos foram semelhantes aos do grupo controle, assim como dos grupos tratados
ao final das 13 semanas.

Quanto ao figado, também nado foram demonstradas modificagdes
macroscopicas, apds esse periodo de observagdo. O estudo histolégico revelou
preservacdo da arquitetura lobular, da mesma forma que ocorreu em todos os
animais estudados. Todos os animais da dose de 4,3 mg/kg e as fémeas da dose
38,7 mg/kg apresentaram lesdes hepaticas discretas — escore 1, a semelhanga do
grupo sacrificado ao final das 13 semanas, com as mesmas doses. No entanto, nas
doses de 12,9 mg/kg e 38,7 mg/kg, chamou atencgéo a persisténcia de fenbmenos
congestivos microvasculares, acompanhados de inflamacgéo sinusoidal e reatividade
das células de Kupffer, nas zonas 2 e 3. A necrose lobular com inflamacgao e a
portite linfocitaria mostraram-se semiquantitativamente reduzidas, com mudanga do
escore 2 para escore 1.

Clough et al. (2003) consideraram que as alteragdes nos testes de fungéo
hepatica na vigéncia da hepatite toxica relacionada a kava, com lesbes de grau
moderado, parecem evoluir para a reversdao. Em contrapartida, Sorrentino et al.
(2006), analisando animais apo0s a suspensdao da kava por trés meses, nao
detectaram diferengas em nenhum dos parametros hematoldgico, bioquimico,
macroscopico e histolégico avaliados.

Algumas questdes sdo relevantes quanto a avaliagédo histologica realizada.
Devido a evolugdo grave dos casos de hepatite toxica relacionada a kava,
culminando as vezes com transplante hepatico, a histologia comparativa geralmente
nao é realizada na pratica clinica, como observado em Brauer et al. (2003), Campo
et al. (2002), Escher et al. (2001), Gow et al. (2003), Kraft et al. (2001) e Stickel et al.
(2003). As vezes, o estudo histolégico nem mesmo é realizado, como nos casos de
Chanwai (2003) e Strahl et al. (1998). Além disso, em nivel experimental, DiSilvestro
et al. (2007), Pinto et al. (2005), e Singh e Devkota (2003) referiram observagdes
imediatamente apds o tratamento com a kava, sem no entanto, realizar avaliagbes
nos animais apds algum tempo de suspensdo de uso, tal como fizeram Carvalho

(2005), Sorrentino et al. (2006) e como foi feito neste estudo.
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Essas circunstancias, portanto, tornaram mais dificii a comparagdo de
resultados. Ademais, DiSilvestro et al. (2007) reconheceram a dificuldade de se
comparar estudos de hepatotoxicidade animal e humana, pois nesta ultima ha
exposi¢ao a inumeros fatores nao reprodutiveis nos estudos com animais, além de
variarem sobremaneira entre as pessoas. Esses autores afirmam que a
hepatotoxicidade pela kava pode dever-se apenas a coincidéncia ou pelo uso de
preparados a partir das folhas da planta ou a interacbes com outros fatores. Ha
quem julgue que os efeitos adversos relatados em muitos casos ndo podem ser
atribuidos a kava (DENHAM et al., 2002).

Diante dos resultados do presente experimento, contatou-se que a kava,
administrada a ratos Wistar durante 13 semanas, sob a forma de extrato WS1490,
determinou algumas alteracées no consumo de agua e alimento e eventualmente na
glicemia e contagem diferencial dos leucécitos. Minimas modificagbes nos testes de
avaliagdo comportamental e motora também pareceram ocorrer pelo uso do extrato.
Inferiu-se ainda que os resultados desta pesquisa dao suporte a assertiva de que a
kava pode ter agcao hepatotoxica. A despeito de n&o ter havido alteracao dos testes
bioquimicos, entre eles os parametros de avaliagdo hepatica, esse fitoterapico foi
capaz de provocar lesdes histologicas hepatocelulares e microvasculares nos
animais tratados. Apos 45 dias de suspensdo do seu uso, demonstrou-se algum
grau de reversdo dessas lesdes, apesar da manutengdo do aspecto reacional do

figado.



187

7 CONCLUSOES

1. A administracdo do extrato WS 1490 de kava, a ratos Wistar, em
diferentes doses e por 13 semanas alterou, de forma irregular, alguns parametros
como o consumo de agua e racgdo, além de variagdes ocasionais nas analises

hematoldgicas, sem repercussdes clinicas.

2. Nao foi demonstrada atividade ansiolitica no teste de labirinto em cruz

elevado, ocorrendo variagdes eventuais no teste de campo aberto.

3. O extrato n&o provocou repercussdes macroscopicas e histolégicas sobre
0 coragao, pulmdes e rins dos animais, nem modificou a arquitetura lobular hepatica,
entretanto, induziu, no figado, alteragdes microvasculares, sem elevar as enzimas

hepaticas.

4. No figado, a necrose focal e multifocal observada, associada a fenbmenos
vasculo-congestivos e inflamagéo sinusoidal, da suporte a hipétese de que a kava,
nestas condicdes experimentais, induziu alteracbes toxicas, sobretudo com 12,9
mg/kg, sem, todavia, alterar a bioquimica hepatica ou promover alteracdes
fibrogénicas perissinusoidais, detectaveis pela coloragdo do vermelho picrossirius e

pelo método imunoistoquimico.

5. Esses resultados sugerem, portanto, que o uso desse extrato é
questionavel, mesmo em individuos saudaveis, devendo ser proscrito em pessoas
com hepatopatia previamente conhecida, ndo somente pela discutivel atividade
ansiolitica, como pela possibilidade de provocar alteragdes teciduais no figado, que

podem ser a base para o surgimento de hepatite toxica.
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ANEXO |



APENDICE 1

Toxicidade cronica - Piper methysticum (Kava)
Fichas de Hepatectomia: Avaliagao Macroscoépica - Codigo: (........ )

Vivessecgao de animais -Data: / /
Grupo controle ( ) experimental ( )
Macho ( ) Fémea ( )
Animal n° Dose

Macroscopia

208

Espécimen de Hepatectomia - Cédigo: (........ )

Superficie externa (Capsula de Glisson)

Aspecto Aderéncia

Lisa | Rugosa

Brilhante

Opalescente. | Transparente Destacavel Nao destacavel
facil facil

Cor da superficie externa

vermelha

vinhosa

palida pardacenta amarelada ferruginosa.

Superficie de corte, cor: Consisténcia do érgao:

Castanha Elastica Firme

Vinhosa Endurecida Amolecida

Esverdeada

Amarelada Vascularizagao: (medir vaso de maior

Ferruginosa Visualizagéo de vasos | didmetro/mm)
portais mm

I;)etalhes macroscopicos /Topografia: Outros detalhes macroscépicos/Topografia:

Areas LD:

esbranquicadas de

aparente fibrose

Areas de necrose LM:

Preservagéo da

arquitetura lobular

Esbogo de nédulo LE:

Nodulo isolado Peso do figado (em g):

Nodulada

Se tem noédulo

(medir mm)

Responsavel: M? de Fatima Duques de Amorim



209

APENDICE 2

Fichas de Avaliagao Macroscoépica: Pulmées, Rins e Coragao- Cédigo:

Vivessecdo de animais - Data: / /
Grupo controle () experimental ( )
Macho ( ) Fémea ( )
Animal n° Dose

Macroscopia

Pulmoées - Cédigo: (........ )

Superficie externa
Pleura Permeabilidade brénquica
Lisa Rugosa Opalescente Transparente Normal Alterada
Aspecto do parénquima pulmonar
Esponjosidade | Distribuicao da arvore Areas de Hemorragias Enfartes
bronquial fibrose
Rins
Superficie externa e de corte
fibrose, hemorragia enfartes
Regiéo RD( ) RD( ) RD( )
cortical RE( ) RE( ) RE( )
Regiéo RD( ) RD( ) RD( )
medular RE( ) RE( ) RE( )
Sistema RD( ) RD( ) RD( )
pielocalicial RE( ) RE( ) RE( )
Observagdes |RD:
RE:
Coracao
Superficie externa e de corte
Pericardio
Fino ( ) Rugoso ( ) Transparente ( ) | Opalescente ( )
Endocardio
Liso ( ) Brilhante ( ) Erosdes ( )
Atrios Ventriculos
Contetdo: | Aspecto: Conteudo: | Aspecto:
Valvulas cardiacas
Anatdmicas ( ) Fusionadas ( )

Observagoes:
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