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RESUMO

A kava kava (Piper methysticum Forst), pertencente a familia Piperaceae, é utilizada para
diminuir a ansiedade e medo e tratar distirbios comportamentais. E um fitoterapico utilizado em
varios paises, entretanto pouco se sabe, sobre seus efeitos no desenvolvimento embrionério. O
presente trabalho avaliou o possivel efeito teratogénico da formulacdo fitoterapica contendo
Piper methysticum Forst durante o periodo de organogénese em ratas Wistar. As ratas foram
tratadas com Omg.kg ~* (controle), 5mg.kg ™ ; 35mg.kg e 50mg.kg ~* da preparacdo fitoterapica
(kava kava®), por via oral, do 6° ao 15° dia de prenhez. Os resultados revelaram auséncia de
toxicidade sistémica e reprodutiva nas variaveis avaliadas, fundamentados pela auséncia de
alteracGes no desenvolvimento ponderal, consumos de racdo e agua, na massa relativa dos
0rgdos, nas reabsor¢Ges embrionarias, na massa corporal, na vitalidade, no nimero de fetos por
progenitora e nas alteragdes macroscopicas externas e esqueléticas dos fetos. Adicionalmente as
enzimas alanina aminotrasferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) foram determinadas no soro das
ratas tratadas, para avaliar o possivel efeito hepatotoxico da preparacao fitoterapica. Ndo houve
alteracdo na atividade das enzimas ALT e FA, bem como alteracdes histopatoldgicas do figado
das ratas, ndo confirmando a hepatotoxicidade. Conclui-se que o fitoterapico kava kava, até

35mg.kg ~, ndo determina o aparecimento de teratogenicidade.
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ABSTRACT

The kava kava (Piper methysticum Forst), belongs to Piperaceae family, is used to reduce
anxiety and fright and to treat behavior disturbs. In spite of the phytoterapeutic use in several
countries. The effects on embryonic development is not know. The present study evaluated the
possible teratogenic effects of the phytotherapic formulation that contains Piper methysticum
Forst (kava kava®) during the organogenesis period in Wistar rats. The rats were treated with
0mg.kg™ (control), 5mg.kg™, 35mg.kg™ and 50mg.kg™" of the phytotherapic preparation, through
oral tract, from day 6 up to day 15 of pregnancy. The results showed absence of systemic and
reproductive toxicity on the evaluated variables, since there were no changes on weight
development, food and water consumption, on relative organs mass, on embryonary
reabsorptions, on body mass, on vitality, on fetus number and on external macroscope and
skeletal abnormalities of the fetus. In addition the alanine aminotransferase (ALT) and alkaline
phosphatase (AP) were determined on the serum of treated female rats, to evaluet the possible
hapatotoxic effect of the phythotherapic preparation. No changes on ALT and AP enzymes were
observed, as well as histophatologic changes on rats liver, not confirming the liver toxicity. As

conclusion, the kava kava phythotherapic, up to 35mg.kg™, doesn’t determine teratogenic effecs.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de extratos vegetais com fins terapéuticos (fitoterdpicos), tem sido crescente
tanto nos paises desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento (SHARAPIN, 1996).
Acredita-se que uma das razdes para esta crescente popularidade da utilizacdo dos fitoterapicos
na medicina humana, seja pela falsa idéia de que os medicamentos a base de vegetais nao
possuem toxicidade (HAMID et al., 1997).

Na medicina veterindria tem ocorrido um aumento do interesse por tratamentos
alternativos, tanto por parte de veterinarios como dos proprietarios de pequenos animais. A
Associacdo Americana de Medicina Veterindria (American Veterinary Medical Association-
AVMA) reconhece a acupuntura veterinéria, a terapia fisica, a massagem veterinaria, bem como
a homeopatia veterinaria, a medicina holistica veterinéria, e a fitoterapia veterinaria como
alternativas terapéuticas (SCHWARTZ, 2000).

A kava kava ( Piper methysticum Forst), € um fitoterapico, pertencente a familia das
Piperaceae que tem sido cultivado por mais de 3000 anos por todo sul do Pacifico e norte do
Havai. E comercializado em vérios paises, sendo conhecido como kava kava, awa, kava, yangona
(BASKO, 2002). E indicado tanto em casos de ansiedade e insénia (SIMOES, 2001) como
calmante, para induzir o relaxamento, tratamento de asma, reumatismo, para promover perda de
peso, entre outros (SINGH, 1992). Os medicamentos preparados com P. methysticum tém
eficacia ansiolitica sem apresentar os mesmos efeitos adversos dos benzodiazepinicos, como
prejuizo das fungdes cognitivas, sonoléncia e reducdo da coordenagdo motora (TYLER &
ROBBERS, 2000).

Os disturbios da ansiedade estdo cada vez mais freqlientes nos consultérios médicos. Em
humanos acredita-se que possa Vvir a substituir a depressdo, que € a mais comum das doencas
psiquiatricas (HAYES & KIRKWOOD, 1992). Assim como em humanos, os distdrbios de
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ansiedade e alteragcbes comportamentais, como angustia por ficar sozinho, agressividade,
excitacdo excessiva, estdo se tornando rotina na clinica de pequenos animais. Para o tratamento
desses distarbios, a medicina tem buscado tratamentos alternativos, como o uso de fitoterapicos.
Espécies de plantas como a camomila, kava kava, erva de St. John’s, ginseng, ginkgo biloba e
valeriana sdo associadas com o crescimento do numero de estudos clinicos que investiguem seus
valores terapéuticos nos distdrbios psiquiatricos em pessoas. Produtos contendo essas plantas
estdo disponiveis em farméacias e lojas de produtos nutricionais (health foods stores) nos Estados
Unidos. Entretanto, essas preparagdes variam em suas concentracdes, dosagens, efeitos colaterais
e interaces com outras drogas (SCHWARTZ, 2000).

Apesar das plantas medicinais serem utilizadas em pequenos animais, muitas nao
apresentam dosagens estabelecidas para uso em pacientes ndo humanos. Tem se provado que a
Ginkgo biloba é benéfica em cées diagnosticados com a sindrome da disfungdo cognitiva canina
e em gatos velhos com excessiva vocalizacdo com causa ndo identificada. A raiz da valeriana é
utilizada como hipnético e ansiolitico, podendo ser Util, entre outras, no controle de um grande
numero de casos de ansiedade ou medo, como 0 medo de trovoadas e outras fobias de barulhos,
assim como andar de carro e ansiedade por separacdo (SCHWARTZ, 2000).

O magnetismo do rétulo de um produto indicando que seus componentes sao “naturais” €
evidente. Entretanto, “natural” ndo garante que o produto é benéfico ou seguro. Segundo Ernst
(2002a), efeitos colaterais tém sido relatados com o uso de algumas plantas como é o caso da
erva de St. John’s (Hypericum perforatum L.), indicada como antidepressiva, que pode causar
fotosensibilizacdo em pessoas e em alguns animais. Um outro exemplo é o ginseng (Panax
ginseng), indicado como afrodisiaco, antidepressivo e diurético, podendo apresentar como efeitos
adversos, diarréia, hiper ou hipotensdo, nausea, excitacdo. Segundo Dantas (2004), algumas
espécies de plantas sdo reconhecidas pela sua alta toxicidade e conseqiientemente um potencial
abortivo, como a espirradeira (Nerium oleander L.) e a comigo-ninguém-pode (Dieffenbachia
picta Shott). Outras espécies sdo usadas no meio popular habitualmente, na maioria das vezes,
sem ter o conhecimento que podem levar ao aborto ou anomalias congénitas, se forem
consumidas durante a gravidez. Dentre estas podemos citar: artemisia (Artemisia vulgaris L.),

alecrim (Rosmarinus officinalis L.), erva moura (Solanum americanum Mill.), meldo de Sao
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Caetano (Momordica charantia L.), quebra-pedra (Phyllanthus sp.), arruda (Ruta graveolens L.),
boldo (Peumus boldus Mol.).

Wong (1979), cita que em varios anos de observacdo da prescricdo de plantas medicinais
para os habitantes de Singapura, trouxe a tona 0 uso de certas plantas como principais
medicamentos para mulheres gestantes, mesmo nao sabendo sobre os efeitos especificos dessas
plantas, mas levando em consideracdo os possiveis beneficios psicossomaticos. Todavia, ndo €
possivel esquecer que, 0s principios ativos das plantas podem atravessar a placenta, chegar no
feto podendo levar a malformacdes. A kava kava é um fitoterapico com acdo ansiolitica e
sedativa, que normalmente € utilizada por periodos de até trés meses. Na literatura ndo existem
estudos controlados na gravidez e, portanto, € prudente evitar o uso da kava kava neste periodo
(KAVA, 2001).

Recentemente o P. methysticum foi associado a casos de hepatotoxicidade na Suica e
Alemanha (SINGH; DEVKOTA, 2003). Estes casos incluem hepatite, cirrose e insuficiéncia
hepética. Estes fatos conduziram a retirada , no mercado francés, aleméo e suico, de todos os
produtos contendo P. methysticum, até que se tenham estudos mais especificos. Nos EUA foi
solicitado que consumidores e médicos informassem sobre qualquer efeito adverso da kava kava
(FDA, 2002). No Brasil, foi indicada uma mudanca nas embalagens de produtos contendo o P.
methysticum, na qual deve ser incluida a frase : “Venda sob prescricdo médica” (BRASIL, 2002).

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade reprodutiva da
preparacdo fitoterdpica contendo P. methysticum (kava kava®), do laboratorio Herbarium,
utilizada em humanos e recentemente em animais de companhia, avaliando-se os efeitos da
exposi¢do, de ratas Wistar, durante a fase de organogénese. Além disso, devido a recentes relatos
de hepatotoxicidade associados ao uso de kava kava, realizou-se uma avaliagdo hepatica por meio
de dosagem das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) e

histopatologia do figado das ratas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fitoterapicos

A Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) vinculada ao Ministério da Saude
define um produto fitoterdpico como um medicamento obtido empregando-se exclusivamente
matérias-primas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficécia e dos riscos de seu uso,
assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua efic&cia e seguranga sdo
validadas através de levantamentos etnofarmacolégicos de utilizagdo, documentacdes
tecnicocientificas em publicacdes de ensaios clinicos (BRASIL, 2004b).

Segundo a Portaria ou resolugdo RE n° 90 da ANVISA, os estudos de toxicidade dos
fitoterapicos devem ser conduzidos com amostras padronizadas do medicamento fitoterapico ou
do derivado vegetal a partir do qual é produzido. Deve ser realizado o teste de toxicidade aguda,
no qual ocorre a avaliacdo da toxicidade apds exposi¢cdo a uma dose Unica ou fracionada
administrada no periodo de 24 horas, e adicionalmente pode ser necessario o teste de toxicidade
de doses repetidas (longa duracéo), no qual devem ser utilizadas, pelo menos, duas espécies de
mamiferos, sendo uma roedora e uma ndo-roedora. Devem ser utilizados machos e fémeas,
adultos jovens. Os grupos experimentais devem ser compostos por pelo menos 10 animais
devendo incluir um grupo controle com o veiculo da formulagdo. O estudo deve ser realizado
utilizando no minimo trés doses do medicamento fitoterapico (BRASIL, 2004c).

Relatos de riscos hepaticos, como hepatite, cirrose e insuficiéncia hepatica, tém sido
associados ao uso de kava kava, fato este que levou a retirada do mercado alemé&o, suico, francés,
canadense e do Reino Unido de produtos que apresentassem P. methysticum em sua formulacéo,
desde dezembro de 2001, para maiores investigagdes. Apesar dos danos hepaticos serem

considerados raros, nos Estados Unidos a FDA acredita que os consumidores deverdo ser
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informados sobre este risco, e recomenda que os consumidores de kava kava e 0s medicos que
receitem estes suplementos dietéticos, relatem qualquer caso de alteracdes hepéticas tanto os
sintomas especificos como ictericia e urina marrom, como 0s sintomas inespecificos como
nauseas, vomitos e dores abdominais (FDA, 2002).

No Brasil, apos relatos mundiais de hepatotoxicidade relacionados ao uso da kava kava,
foi determinada a apreensdo, em todo o territério nacional, de qualquer produto farmacéutico a
base de Piper methysticum, que ndo possua tarja vermelha contendo os dizeres “Venda sob
prescricdo médica”, ou que ndo possuam registro (BRASIL, 2002).

A legislacéo e regulacdo das plantas medicinais sdo carentes em muitos paises. Nos EUA,
por exemplo, as plantas medicinais sdo classificadas como suplementos nutricionais sendo
isentos de informagdo ou declaracdo de sua eficicia terapéutica nos rétulos dos produtos, de
acordo com a legislacdo de 1994. Mediante comprovacdo de toxicidade, a FDA pode determinar
a retirada de produtos contendo o P. methysticum do mercado. A classificacdo de suplementos
nutricionais tem trazido alguns problemas para o Brasil pois, a legislacdo brasileira em vigor,
para os alimentos, permite a entrada no Pais, sem registro, de alimentos importados em suas
embalagens originais. Isto tem permitido a entrada, no Brasil, de centenas de suplementos
nutricionais que, aqui, sdo comercializados efetivamente como medicamentos, mas nao
obedecem as normas brasileiras dessa classe de produtos. Para tentar solucionar este problema foi
criada a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) pela Lei n°9782, de 26 de janeiro
de 1999. Em seu artigo 42, a Lei alterou o artigo 57 do Decreto-Lei n° 986/69, submetendo a
importacdo de alimentos, aditivos e outras substancias relacionadas as suas exigéncias, 0 que
amplia a possibilidade de intervencdo mais efetiva nesse problema envolvendo fitoterapicos
importados como alimentos. No entanto, a aplicacdo préatica deste expediente ainda deixa muito a
desejar (MARQUES & PETROVICK, 2002).

No Reino Unido, muitas plantas medicinais sdo vendidas de acordo com as normas dos
alimentos de 1990 (Food Act), com a excecdo de alguns remédios tradicionais que sdo registrados

de acordo com as normas dos medicamentos de 1968 (Medicine Act). Entretanto, alguns paises da
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Europa, como a Alemanha, a Franca e Suica tém implementado estratégias para o licenciamento

das plantas medicinais (Herbal Medicine, 2003).

No Brasil, de acordo com a Resolucdo n° 89 foi criada uma Lista de Registro
Simplificado de Fitoterdpicos. Nesta lista sdo encontradas a nomenclatura botanica, o nome
popular, a parte usada, a padronizacéao, formas de uso, indicacOes e a¢Oes terapéuticas, dose diaria
via de administracdo e restricdo de uso. As plantas que estiverem nesta lista, ndo necessitam de
comprovacOes. As plantas que nao estiverem na lista de registro simplificado de fitoterapicos
deverdo seguir a Resolucdo n° 48, na qual os medicamentos fitoterapicos deverdo apresentar
seguranca de uso e as indicacdes terapéuticas deverdo ser avaliadas através de uma das trés
opcoes:

1) Atingir no minimo 6 pontos, com estudos publicados entre as obras da “Lista de Referéncias
Bibliograficas para Avaliacdo de Seguranca e Eficacia de Fitoterapicos” (RE n° 88),
conferidos de acordo com a escala:

a) Treés (3) pontos a cada inclusdo em obra relacionada no Grupo |

b) Dois (2) pontos a cada inclusdo de obra relacionada no Grupo Il

¢) Um (1) ponto a cada inclusdo em obra relacionada no Grupo Il

d) Meio (0,5) ponto a cada inclusdo em publicacdo técnico-cientifica, brasileira e/ou

internacional, ndo incluidas nos Grupos I, Il e Ill, que contenham informacdes
relativas a seguranca de uso e as indicacdes terapéuticas propostas. No minimo 50%
da pontuacao obtida devera originar-se de estudos em seres humanos.

2) Apresentar comprovacdo de seguranca de uso através de testes (toxicologia pré-clinica,
toxicologia clinica) e de eficacia terapéutica (farmacologia pre-clinica, farmacologia clinica)
do medicamento. Os ensaios clinicos deverdo atender as exigéncias estipuladas pelo Conselho
Nacional de Saude (CNS), (RE n°90).

3) Apresentar um levantamento bibliografico (etnofarmacolégico e de utilizagdo,
documentac@es tecnicocientificas ou publicacdes), que sera avaliado consoante aos seguintes
critérios: indicacdo de uso; coeréncia com relacdo as indicacdes terapéuticas propostas;

auséncia de risco toxico ao usudrio; auséncia de grupos ou substancias quimicas toxicas,
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presentes dentro de limites comprovadamente seguros; comprovacao de uso seguro por um

periodo igual ou superior a 20 anos.

Caso o medicamento fitoterdpico integre a dltima publicacdo da Lista de Registro
Simplificado de Fitoterdpicos, nas condi¢Bes ali definidas, ndo ha necessidade de validar as

indicacdes terapéuticas e a seguranca do uso (BRASIL, 2004a).

2.1.1 Piper methysticum Forst, Piperaceae (kava kava®)

O Piper methysticum Forst (pertencente a familia Piperaceae) foi identificado pelo
botanico Johann Gorg Adam Forster, nas ilhas do Sul do Pacifico, em 1771. E um arbusto perene
que pode chegar a 3m de altura, apresenta folhas verdes com aproximadamente 15 a 20 cm de
comprimento (Figura 1) (Rhizoma...,2004). E um fitoterapico usado em quase todas as ilhas do
Oceano Pacifico, embora ocorra principalmente na Polinésia Ocidental, com exce¢do da Nova
Zelandia, Nova Caledobnia, e a maioria das ilhas Salomédo (SINGH, 1992; NORTON & RUZE,
1994). Nos anos 80, também foi introduzido nas comunidades aborigines da Australia, onde se
tornou uma droga de abuso, pela auséncia de controle (SINGH, 1992). Originalmente, era usada
apenas em ritos religiosos, com seu consumo limitado ao chefe e seus sacerdotes. A kava kava
era ritualmente usada por jovens homens ou mulheres que cortavam e mastigavam pedacinhos da
raiz e apOs cuspiam os pedacos dentro de uma vasilha onde era acrescentado o leite de coco ou
agua para fazer uma infusdo. Entretanto, por razdes sanitarias, a técnica de mastigacdo foi
abandonada e optou-se por ralar ou triturar a raiz (Figura 2) (ROBBERS et al., 1996).

A kava kava é um dos nomes populares, mais utilizados, do Piper methysticum Forst, o qual
possui aspectos sociais relevantes na Oceania, estando sempre presente em cerimoniais
importantes (NORTON & RUZE, 1994). Apresenta também uma série de propdsitos magico-
religiosos, sendo um dos mais importantes, o derrame da bebida em citagdo aos deuses
(BRUNETON, 1993).
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FIGURA 1. Arbusto de P. methysticum Forst FIGURA 2. Raiz triturada do P. methysticum Forst

Disponivel em: Disponivel em:
<http://kavaroot.com/index.htm>. <www.gpo.org.th/rdi/Netzine/VV3N30/kava.htm>

Além dos aspectos sociais, em muitas areas do Pacifico acreditava-se que a kava kava tinha
efeito benéfico sobre a saude e por isso era usada para muitos fins, tais como: calmante, induzir o
relaxamento, dormir para contrabalancar a fadiga, congestdo no trato urinario, asma, reumatismo,
para perder peso, entre outros (SINGH, 1992).

Basko (2004), alerta para a necessidade de pesquisas e experiéncias clinicas para
descobrir a melhor forma de usar a kava kava na medicina veterinaria. Ele utiliza o extrato seco
da kava kava ha mais de dez anos, utilizando para produzir o relaxamento muscular, para tratar
problemas de ansiedade, utiliza como um anestésico topico e como anticonvulsivante. Mais
recentemente tem combinado a kava kava com outras plantas, vitaminas e minerais para o

tratamento de desordens de ansiedade em cées, gatos e cavalos. Malsch e Kieser (2001) sugerem
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0 uso do fitoterapico kava kava sozinho ou associado ao Hypericum perforatum, como ansiolitico
e sedativo.

A maioria dos estudos realizados com a kava kava foi de duracdo média de 4 semanas,
ndo sendo capaz de detectar efeitos adversos decorrentes do uso crbnico. Porém Tyler &
Robbers (2000) descrevem um ensaio clinico multicéntrico de longa duracdo (25 semanas),
utilizando extrato de kava lipofilico contendo 70% de cavalactones, os pacientes recebiam 100
mg de extrato ou placebo trés vezes ao dia. Os resultados deste estudo corroboram com os
obtidos nos estudos de curta duracdo em relacdo a eficacia na ansiedade e boa tolerabilidade.

Como componentes ativos do P. methysticum Forst, foram identificadas dezoito
cavalactonas, destas, seis tém maior relevancia farmacoldgica: cavaina, iangonina,
desmetoxiiangonina, 7,8-di-hidrocavaina, metisticina e 7,8-di-hidrometisticina (Figura 3)
(LECHTENBERG et al., 1999). Estudos farmacoldgicos tem demonstrado que as cavalactonas
sd0 mais ou menos potentes, sobre a atividade central e como relaxante da musculatura
esquelética (ROBBERS, 2000). As cavalactonas contidas nas raizes do Piper methysticum podem
variar significativamente de planta para planta (3-20%) dependendo do crescimento, colheita e
condigdes de processamento (KAVA, 1988).

OCH;
OCH, N
o= 2 0~ o
Rt 0~ o o
‘0

Cavaina Metisticina



22

OCH,
OCH; T
= 0 0
0 0
0
o
7,8- Di-hidrocavaina 7,8-Di-hidrometisticina
OCH; OCH,
o i
s
o0 o0 o 0 0
H.CO
langonina Desmetoxiiangonina

FIGURA 3. Estrutura quimica das cavalactonas de maior relevancia farmacologica. Disponivel em:
<http://www.erowid.org/plants/Kava/Kava.chemistry2.shtml>

Produtos contendo extratos ou mesmo poé de raizes e rizomas de P. methysticum tém sido
comercializados na Europa. Estudos farmacoldgicos em animais indicaram agdo sedativa,
relacionada com a ativacdo da transmissdo dopaminérgica e serotoninérgica na regido
mesolimbica, o que estaria associado com a reducdo da excitabilidade emocional e alteracdes
comportamentais. Como substancias responsaveis pela atividade no sistema nervoso central
(SNC), foram isoladas lactonas denominadas cavalactonas ou cavapironas. Posteriormente, foram
desenvolvidas preparagdes enriquecidas com essas substancias (teor no extrato bruto de 5 a 8% e,
no extrato enriquecido, em torno de 70%). Estudos de biodisponibilidade foram realizados em

animais, demonstrando a absor¢do e eliminacdo rapida das lactonas cavaina e di-hidrocavaina.
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Produtos contendo racemato de cavaina sintético ndo podem ser vistos como analogos aos
extratos do vegetal, ja que a biodisponibilidade é altamente influenciada pelos demais
componentes do extrato (SIMOES, 2001).

O mecanismo de acdo das cavalactonas ainda ndo é completamente esclarecido, existindo
na literatura relatos contraditérios sobre a interacdo das cavalactonas com o receptor do acido
gama-aminobutirico (GABA). Um trabalho indica aumento dos sitios de ligacdo (modulacéo de
receptores), enquanto outro relata auséncia de atividade significativa nos sitios de ligacdo GABA-
A e GABA-B e no sitio de ligacdo de benzodiazepinicos. Tanto em estudos “in vivo” como “in
vitro” apenas uma fraca atividade de ligacdo com GABA foi observada (DAVIES et al., 1992).
Um outro estudo, entretanto, estabelece que a ligacdo com o0 GABA é um mecanismo para alguns
efeitos sedativos da kava (KELEDJIAN et al., 1988). Estudos, “in vitro” tem demonstrado que
embora ndo sendo compreendido o eficiente bloqueio da serotonina pelas cavalactonas, a inibicéo
de noradrenalina foi demonstrada por trés lactonas, indicando outros possiveis mecanismos de
acdo. Segundo Gleitz et al. (1996), em modelos experimentais com animais, a kava kava é
conhecida por inibir a convulsdo induzida experimentalmente. Pesquisas indicam que este efeito
anticonvulsivante possa ser mediado por sitios receptores de canais de sodio (Na*).

S&o descritos ensaios clinicos controlados, em humanos, com resultados positivos em
ansiedade usando uma preparacdo contendo 70 ou 100mg de extrato enriquecido(70% de
cavalactonas), administrado trés vezes ao dia, pelo periodo de quatro semanas (SIMOES, 2001).
A dosagem indicada para humanos varia de 70 a 240 mg de extrato seco da raiz. Dosagem acima
de 330mg/dia tem sido testada sem aumentar a frequéncia de efeitos adversos (ERNST, 2002b).
Ja no caso de pequenos animais, como os caninos e felinos, a dosagem recomendada varia de 5,5
a 11mg/kg (BASKO, 2002).

Por ter acdo antidepressiva, antiestresse, ansiolitica, relaxante muscular e sedativa, a kava
kava passou a ter uma demanda crescente. Atualmente, sdo encontrados no mercado brasileiro,
um numero expressivo de fitoterapicos preparados a partir de P. methysticum, entre eles: KAVA
KAVA (FLORA MEDICINAL)®, KAVA KAVA (TEUTO)®, KAVA KAVA (HERBARIUM)®,
CALMITON®, ANSIOPAX®, KAVASEDON®  (ANVISA, 2002). Em farmécias de
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manipulacdo, sdo preparadas formulas magistrais, em geral capsulas, utilizando-se como matéria-
prima o extrato seco padronizado com 70% de cavalactonas (RATES et al., 2002).

Entre as atividades relatadas da kava kava, podemos citar: relaxante muscular, analgésica,
sedativa (KELEDJIAN, et al., 1988; SEITZ et al., 1997; SCHIRMACHER et al., 1999),
anticonvulsivante e anestésica (GRUNZE et al., 2001), espasmolitica, ansiolitica (MALSCH et
al., 2001; SMITH et al., 2001) e neuroprotetor (SCHMIDT; FERGER, 2001). A maioria dos
relatos é de sistemas “in vitro” ou estudos pré-clinicos em animais. As acbes ansiolitica e
sedativa s&o respaldadas por ensaios clinicos (MALSCH; KIESER, 2001).

A kava kava pode apresentar como efeitos adversos reacdes alérgicas, pigmentacdo da
pele, fotossensibilizacdo e prurido (LITTI, 2001). A ingestdo da bebida em doses equivalentes a
mais de 300g da raiz de P. methysticum por semana, durante alguns meses pode causar
dermopatia, caracterizada por edema de face, coloracdo amarelada dos cabelos e unhas, lesdes
escamosas nos membros toracicos e pelvicos. Estes sintomas desaparecem algumas semanas apos
a interrupcdo do tratamento. Os principais efeitos adversos sdo a fadiga matinal no inicio do
tratamento, movimentos involuntarios estereotipados, prejuizos na degluticdo e respiracéo,
contragBes involuntérias, arritmicas e continuas das extremidades (ROBBERS et al., 2002).
Segundo Stevinson et al. (2002), quando utilizada como monoterapia e nas doses recomendadas,
a kava kava parece ser bem tolerada pela maioria dos usuarios, todavia, efeitos adversos tém sido
reportados necessitando de pesquisas adicionais para determinar a freqiiéncia e natureza destes
eventos.

Os medicamentos preparados com P.methysticum tém eficacia ansiolitica sem apresentar
0s mesmos efeitos adversos dos benzodiazepinicos, como prejuizo das fungbes cognitivas,
sonoléncia e reducdo da coordenacdo motora (TYLER & ROBBERS, 2000).

Este fitoterdpico potencializa a acdo de outros depressores do SNC, ndo devendo ser
utilizado concomitante com essas substancias depressoras, nem previamente a procedimentos que
requeiram anestesia geral (RATES et al., 2002). Segundo Ernst (2002b), como a kava kava
prolonga os efeitos da anestesia, deve ser interrompida duas ou trés semanas antes destes
procedimentos. Relatos indicam que a kava kava pode aumentar os efeitos adversos das drogas
que afetem a dopamina, como o haloperidol e a metoclopramida.
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Um outro aspecto que deve ser considerado é a interacdo com outras drogas como, por
exemplo, as analgésicas. Incidéncias de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade podem ser
aumentadas com o uso de acetaminofeno concomitante com plantas com potencial hepatotdxico
como Echinacea e P. methysticum. Além disso, 0 uso de analgésicos opidides com suplementos
de plantas sedativas como valeriana, kava kava e camomila podem levar a uma potencializacdo
da depressao do SNC (ABEBE, 2002).

O P. methysticum administrado por via oral tem répida absorcao gastrintestinal, de modo
que os efeitos sdo observados quase imediatamente. O pico plasmético ocorre aproximadamente
1,8 hora ap6s a ingestdo. A eliminacdo ocorre por excrecdo renal e pelas fezes. E
biotransformado pelo sistema do citocromo P-450 no figado, podendo ter intera¢cbes com outras
plantas ou drogas (MALANI, 2004).

Os distarbios de ansiedade e hiperexcitabilidade, muito vistos em humanos, tém se
tornado rotina na clinica veterinaria de pequenos animais. Sendo assim, existe uma busca por
tratamentos alternativos para tratar estes distarbios. Os fitoterapicos, principalmente, a valeriana
e a kava kava tém sido bastante utilizados, como tratamentos alternativos (SCHWARTZ, 2000).

Recentemente casos de hepatotoxicidade foram associados ao uso de fitoterapicos a base
de P. methysticum. Stickel et al. (2003), analisaram 36 casos de hepatite relacionados com a
ingestdo de kava kava, ocorridos entre 1990 e 2002. Para tanto, utilizaram uma escala diagndstica
clinica estabelecida para reac@es adversas hepaticas da droga. Obtiveram como resultado, necrose
hepéatica ou hepatite colestatica, ambas associadas a extratos alcodlicos e acetdnicos de kava
kava. Nove pacientes desenvolveram faléncia hepatica fulminante, dos quais, oito pacientes
foram submetidos a um transplante de figado. Trés pacientes morreram, destes, dois pacientes
apos o transplante de figado e um que ndo havia realizado o transplante. Todos 0s outros
pacientes tiveram uma completa recuperagdo ap6s a interrupcdo do uso da kava kava. Este
estudo enfatiza o potencial hepatotoxico severo da kava kava, o qual tem levado, recentemente, a
proibicdo de preparaces contendo kava pelas autoridades da farmacovigilancia da Alemanha,
Suica e Franca.

Segundo Ernst (2002b), ndo esta esclarecido se os casos de hepatotoxicidade, associados
ao uso da kava kava, estdo relacionados a doses elevadas, uso a longo prazo, associagdo com
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outras drogas ou, até mesmo, a existéncia de danos hepaticos pré-existentes. Em um estudo
realizado para testar a funcdo hepatica em ratos tratados com extrato aquoso, foram
administrados diariamente extratos de kava kava nas dosagens de 200 ou 500mg de
cavalactonas/kg por duas ou quatro semanas. Foram avaliadas as enzimas alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina e lactato desidrogenase para
avaliar funcdo hepatica, mas os resultados ndo apresentaram elevacao dos niveis destas enzimas,
ocorrendo em alguns casos uma significativa reducdo, sugerindo a falta de efeitos toxicos no
figado.

A kava kava deve ser evitada durante a gestacdo pois pode afetar a musculatura uterina.
As substancias quimicas contidas nas preparacfes de kava kava, podem passar para o leite
materno com efeitos desconhecidos e consequentemente deve ser evitada durante a gestacdo e
amamentacao (ERNST, 2002b).

2.2 Toxicidade reprodutiva

A toxicidade reprodutiva esta relacionada com qualquer interferéncia na capacidade
reprodutiva, tanto em machos como fémeas, provocada por um agente que produza toxicidade.
Uma avaliacdo toxicologica € utilizada para analisar resultados experimentais de uma substancia
quimica com o objetivo de classifica-la e ao mesmo tempo fornecer informacdes a respeito da
forma correta de seu emprego. Os dados toxicolégicos sdo informacfes obtidas atraves da
experimentacdo de animais de laboratério, em ensaios com microorganismos ou através de
registro de casos de intoxicagéo acidental ocorridos em humanos e animais (LARINI, 1997).

Segundo a legislacdo vigente os testes de teratogenicidade devem ser realizados em duas
especies animais uma roedora, sendo normalmente utilizada a espécie Rattus norvergicus
(freqlientemente a linhagem Wistar) e uma espécie animal ndo roedora, como por exemplo o

coelho. Os animais devem ser adultos jovens (BRASIL, 2004a).
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Os ratos machos atingem uma maturidade sexual entre 60 e 75 dias de vida. Ja as fémeas
encontram-se sexualmente maduras entre 90 e 100 dias de vida. O ciclo estral é regular de
natureza poliéstrica anual, com ciclos estrais de 4 a 5 dias, ao longo do ano. (COBEA, 1996;
CHAHOUD & KWASIGROCH, 1977).

Segundo Chahoud e Kwasigroch (1977) os ciclos estrais sdo divididos em 4 fases,
normalmente avaliadas mediante exame de citologia vaginal:

)] Proestro (12h): caracterizado por um grande numero de células nucleadas e
algumas células proliferativas do epitélio vaginal;

i) Estro (14h): caracterizado pela presenca de celulas queratinizadas
anucleadas; a ovulacdo ocorre espontaneamente na metade do ciclo escuro
durante esta fase;

1)  Metaestro (21h): inameros leucocitos e filamentos de muco;

IV)  Diestro (57h): periodo de repouso, em que a mucosa vaginal apresenta-se

delgada, com poucas células nucleadas, poucos leucocitos e muco.

Os ratos, em varios laboratérios, sdo acasalados na proporcdo de trés fémeas para cada
macho, durante todo o periodo de escuriddo, exceto nos experimentos em que 0 momento da
copula deve ser determinado para avaliar a idade gestacional. Apds a confirmacdo da prenhez,
mediante a presenca de espermatozdides na citologia vaginal, as fémeas sdo colocadas em gaiolas
individuais, e este € considerado o dia zero de prenhez.

O periodo de desenvolvimento embrioldgico e fetal consiste em mudancas e variacdes
complexas, sendo dividido em quatro periodos:

1) Periodo de implantacdo: logo apés a fecundacdo, é marcado pela fusdo dos nucleos do

6vulo e do espermatozdide; ap6s 0 ovo atinge o estagio de blastula que se segue pelo
implante do blastocisto no Utero. Neste periodo, qualquer interferéncia produzida por

um medicamento leva a embrioletalidade, sendo rara a ocorréncia de teratogénese.
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2) Periodo de organogénese: abrange a proliferacdo, diferenciacdo e migracédo celular até
a organogénese propriamente dita, que consiste na formacédo dos 6rgaos rudimentares.
Medicamentos administrados as méaes nesta fase, podem levar a teratogénese, se a
lesdo for compativel com a vida do animal, ou a embrioletalidade, caso néo seja.

3) Periodo de desenvolvimento fetal: todos os tecidos ja estdo formados e os animais
crescem, sendo que alguns sistemas sofrem maturacao nesta fase.

4) Periodo neonatal: histogénese, alteracdo funcional, ganho de peso corporal. A
exposicdo a medicamentos neste periodo pode produzir reducdo do peso corporal,
desordens funcionais e carcinogénese.

Os testes de toxicidade pré-natal, toxicidade do desenvolvimento ou de teratogenicidade
avaliam a exposicdo de um mamifero a agentes quimicos durante o periodo de gestagdo. Neste
periodo, a cinética de uma substancia quimica é modificada devido as novas condicGes
fisioldgicas maternas e as transformacgdes na nova unidade experimental que se impde a unidade
materno/placentaria/fetal. Estes testes de toxicidade pré-natal sdo delineados para avaliar os
efeitos da exposicdo de animais durante o periodo de gestacdo e sobre o organismo em
desenvolvimento. Isto inclui a observagdo dos efeitos maternos e dos efeitos na prole, tais como
morte, alteracdes estruturais ou do desenvolvimento embriofetal. Uma das alteragfes que podem
ocorrer neste teste sdo as alteraces funcionais que embora de grande importancia ndo podem ser
avaliadas neste tipo de teste (LEMONICA, 2001).

Atualmente os termos malformagdo ou ma-formagdo ndo significam apenas formacéo
anormal ou defeituosa de tecidos, mas também anormalidades bioquimicas. Estas podem ser
causadas pela acdo direta de um agente tdxico, substancia quimica, radiagdes, entre outras, sobre
0 produto da concepcdo ou secundariamente, através da acdo sobre o organismo materno. As
malformacdes induzidas por agentes patolégicos, quimicos ou ambientais durante o periodo de
desenvolvimento dos érgdos de um animal, podendo ser de natureza estrutural (morfoldgicas)
e/ou funcional (bioquimica), é chamado de teratogénese (BERNARDI, 1999). Alteracdes
reprodutivas como as anomalias congénitas, podem ocorrer espontaneamente sendo causadas por
fatores endogenos ou por influéncia de substancias tdxicas causando efeitos teratogénicos (EPA,
1996a).
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As plantas medicinais tém seu uso descrito por praticamente todos os povos desde 0s
tempos mais remotos. Mas muitas plantas contém substancias capazes de exercer acdo toxica
sobre organismos vivos. Segundo algumas teorias, essas substancias seriam formadas com a
funcdo de defender a espécie de seus predadores. Por isso, ndo é surpresa que muitas plantas
acumulem substancias de elevada toxicidade, como os glicosideos cianogénicos, presentes na
mandioca-brava; proteinas toxicas como a ricina, presente na mamona; muitos alcal6ides como a
coniina, presente na cicuta. Cabe ressaltar que muitas plantas sdo completamente desconhecidas
quanto ao potencial de causar intoxica¢cdes (MENGUE et al., 2001).

Na utilizacdo de qualquer medicamento durante a gestacdo, deve sempre ser considerada a
relacdo risco-beneficio. Plantas como a Abrus precatorius L. (jequiriti), a Casearia silvestris S.
(cha-de-bugre), Coleus barbatus B. (boldo), Ruta chalepensis L. (arruda), Symphytum officinale
L. (confrei), sdo apenas algumas, de muitas existentes, conhecidas por causarem aborto ou
suspeita de qualquer outro risco para a gestacdo (MENGUE et al., 2001). Ja o Piper methysticum
Forst (kava kava), utilizado como ansiolitico, apresenta uma caréncia de estudos relacionados
com a gestacéo.

Para que se pudesse avaliar o efeito amplo de um agente sobre todas as etapas da
reproducdo foram propostos trés segmentos que compreendem a observacao dos efeitos toxicos
de um xenobidtico durante os periodos de diferente sensibilidade intra-uterina, sobre o
desempenho reprodutivo e sobre o desenvolvimento poés-natal dos animais expostos
(LEMONICA, 2001). Segundo EPA (1996b), podemos dividir os estudos de toxicologia
reprodutiva em :

a) Segmento | - de toxicidade crbnica, avalia os efeitos sobre a fertilidade de machos e
fémeas, sendo os machos tratados antes e durante o periodo de acasalamento e as
fémeas durante a prenhez e lactagéo;

b) Segmento Il - de teratogenicidade, que avalia as possiveis alteraces no
desenvolvimento da progénie exposta durante a fase de organogénese.

c) Segmento Il — de toxicidade peri e pos-natal, avalia os efeitos sobre o
desenvolvimento pré e pos-natal de progénies expostas durante as fases de
desenvolvimento fetal e lactagéo.
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2.3 Toxicidade hepatica

A crescente utilizacdo de plantas medicinais em todo o mundo, ocorre por ser um produto
natural mas principalmente por uma idéia errbnea de que os produtos naturais sdo isentos de
qualquer efeito toxico. Sabe-se que muitas plantas contém substancias capazes de exercer acdo
toxica no organismo (MENGUE et al., 2001).

Muitas plantas sdo tdéxicas para o figado. As plantas Lantana camara (Lantana),
Tetradynia glabrata (Rabo de coelho), Tribulus terrestris (Videirinha), sdo alguns exemplos de
plantas hepatotdxicas (PEARSON, 1993). O Piper methysticum é uma planta que ndo esta na
lista das plantas hepatotdxicas, mas recentemente vem sendo associada a casos de
hepatotoxicidade (SINGH; DEVKOTA, 2003).

O figado é um dos maiores Orgdos do corpo situado na cavidade abdominal que
desempenha muitas e importantes fungdes como: metabdlicas, excretoras e secretoras, de
armazenamento, de protecdo, de circulacdo e de coagulacdo sangiinea. Ele recebe irrigacao
através da veia porta (70%) e uma porcao menor através da artéria hepética. Pela veia porta chega
ao figado todo o material absorvido nos intestinos, com excecao de parte dos lipidios. E um 6rgéo
que metaboliza e acumula nutrientes, neutraliza e elimina substancias toxicas absorvidas. Essa
eliminacdo se da através da bile que também auxilia na digestao de lipidios (MOTTA, 2003).

O figado é composto estruturalmente de hepatdcitos, um sistema de ductos biliares um rico
suprimento sanglineo, tanto venoso quanto arterial. Os parametros clinicopatol6gicos usados
para avaliar o figado refletem estes componentes estruturais e podem ser divididos em testes de
enzimas sericas e testes funcionais (MEYER et al., 1995).

A doenca hepatica tem duas consequéncias fisiopatologicas principais: diminuicdo do
numero de hepatdcitos integros e alteracdo da microcirculacdo hepatica. Nas hepatopatias agudas
ha destruicdo de hepatdcitos, sugerindo que a capacidade metabdlica hepatica diminui como
resultado do menor nimero de hepatdcitos funcionantes, e nao pela diminui¢do da funcéo de cada
hepatocito. Nas hepatopatias cronicas, além da diminuicdo do numero de hepatdcitos, ocorre
alteracdo da microcirculgdo hepética, dificultando as trocas entre hepatdcitos e o sangue
sinusoidal (BORGES, 2001).
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Uma das principais funcdes do figado é a desintoxicacdo. O que faz do figado um local
propicio a sofrer uma agressédo téxica (MACLACHLAN; CULLEN, 1998). O processo necessita
que toda a droga seja transportada para o figado e depositada no hepatocito. Essa acdo torna o
figado extremamente susceptivel a danos toxicos. Varias substancias toxicas como o tetracloreto
de carbono, toxina de Amanita phalloides, drogas terapéuticas como o paracetamol em excesso,
clorpromazina, eritromicina, halotano, causam danos diretos ao figado e resultam em processos
inflamatdrios e necréticos similares ao da hepatite ou colestase (MOTTA, 2003).

O grau de lesdo hepética, causado por substancias quimicas ou biol6gicas € variavel,
podendo ocorrer apenas alteracdes leves das enzimas hepaticas, ndo apresentando sintomas
clinicos, até casos graves de insuficiéncia hepatica aguda ou cronica (JOHNSON, 1997). Dentre
as toxinas mais comuns podemos citar as quimicas e metais pesados, além de certas plantas,
especialmente aquelas associadas ao crescimento de fungos e producdo de aflatoxina (HARDY,
1992).

Existem varios fatores que influenciam a toxicidade de uma substancia, como a
composic¢do, a solubilidade, a polaridade, a ionizacdo e a formulagcdo e interacBes quimicas
diretas. Além desses fatores referentes a propria substancia toxica, existe o fator referente ao
animal como sua capacidade de metabolizacao, doencas concomitantes, estado nutricional, idade,
sexo, espécie, raca, linhagens e vias de exposicdo (SAKATE, 2002).

Segundo Pearson (1993), o figado tem maior propensdo a sofrer lesGes por exposicdes
crénicas, porque a exposi¢do aguda a dosagens elevadas, freqlientemente, leva & morte antes que
tenha ocorrido a destruicdo hepética. O grau de lesdo hepatica € mensurado através da avaliacdo
das enzimas hepaticas, sinais clinicos inespecificos como anorexia, vomito, perda de peso,
polidria e polidipsia (JOHNSON, 1997). Casos iniciais de moléstia hepatica geralmente sdo
detectados apenas pelo aumento dos niveis da atividade de enzima hepética no soro (PEARSON,
1993).

As enzimas séricas usadas rotineiramente no diagndstico clinico de lesbes hepaticas estdo
presentes em altas concentra¢es no figado. Nas injurias hepatocelular ou colestase do figado,
essas enzimas hepaticas sao liberadas no plasma (KANEKO et al., 1997). As enzimas podem ser
liberadas devido a necrose celular ou aumento da permeabilidade da membrana celular. Essa
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ultima situacdo pode ser transitoria e completamente reversivel, com a liberacdo somente de
enzima citoplasmatica ou ligada a membrana celular. A atividade enzimética no plasma depende
do numero de células envolvidas por unidade de tempo, da concentracdo celular da enzima e de
sua localizacdo subcelular. Alta concentracdo nas células e uma meia vida longa no plasma
transformam a enzima em um indicador sensivel de dano hepatico (DUNN, 2001). Dentre essas
enzimas podemos citar alanina-aminotransferase (ALT); asparatato-aminotransferase (AST);
gama-glutamil-transferase (GGT); fosfatase alcalina (FA); creatino-fosfoquinase (CK); sorbitol
desidrogenase (SD) entre outras (MOTTA, 2003).

A ALT é uma enzima de grande importancia nos animais domésticos pois é encontrada
em grande quantidade nos hepatocitos do cdo, gato, rato e coelho, sendo considerada especifica
para lesdo hepatica nestas espécies. Os niveis de sua elevacdo dependem do grau de duracdo da
lesdo. Dentre as principais patologias do figado que encontramos niveis elevados desta enzima
estdo a hepatite infecciosa canina, hepatite tdxica, processos toxico-quimicos, tumores hepaticos,
uso de farmacos (corticoides e horménios) entre outros. As concentragdes maiores desta enzima
sdo evidenciadas nas lesdes agudas (SILVEIRA, 1988). O tempo de meia- vida da ALT varia de
3 horas a 3 dias. O aumento da atividade desta enzima é diretamente proporcional ao nimero de
hepatocitos lesados e ndo ao grau da lesdo. (BUSH, 1991).

Segundo Loeb (1997), a mensuracdo da enzima alanina aminotransferase €
hepatoespecifica para ratos e camundongos, enquanto para porquinhos da india é considerada
uma enzima inespecifica para avaliar o sistema hepéatico. Em ratos a mensuracdo do sorbitol
desidrogenase tem demonstrado ser mais hepatoespecifica e mais sensivel, para detectar injurias
hepatocelulares, quando comparado com outras enzimas.

Uma outra enzima utilizada para auxilio diagnéstico de lesbes hepaticas € a FA (fosfatase
alcalina). Esta enzima esta presente em varios tecidos, principalmente no tecido 0sseo, sistema
hepatobiliar e mucosa gastrintestinal. Esta enzima é o indicador mais sensivel de colestase ( fluxo
biliar prejudicado), porque sua atividade aumenta antes de se detectar niveis elevados de
bilirrubina (BUSH, 1991). A elevacédo da FA depende do grau de obstrucdo canalicular, atingindo

valores 20 a 30 vezes maior que o normal em uma obstrucdo total em caninos e felinos
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(STROMBECK & GUILFORD, 1991). O aumento da FA pode ocorrer nos casos de necrose e
degeneracdo hepética (BUSH, 1991).

Segundo Borges (2001), o termo lesdo hepatica deve ser usado somente apoOs estudo
histologico do figado; a lesdo serd entdo denominada de acordo com os achados histoldgicos.
Esses achados incluem alteracdes, encontradas nos hepatdcitos, como deposi¢do de gordura,
pigmentacdo, amiloidose e degeneracBGes. A tumefacdo celular € uma das primeiras alteracdes
microscopicas identificaveis apdés uma lesdo de grau leve. Além disso, pode ocorrer a
degeneracdo gordurosa, que é considerada a manifestacdo mais importante de doenca hepatica
toxica, fibrose e hiperplasia biliar (MACLACHLAN; CULLEN, 1998).
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3 OBJETIVOS

Contribuir com os conhecimentos sobre a utilizacdo de um fitoterapico, existente no
mercado brasileiro, empregado como ansiolitico e sedativo, avaliando a toxicidade pre-natal com
0 uso de Piper methysticum Forst, Piperaceae (kava kava®) em ratas Wistar expostas no periodo

de organogénese, avaliando as possiveis alteracdes no desenvolvimento das progénies.

Avaliar, também, possiveis alteracdes hepaticas em ratas Wistar tratadas com Piper
methysticum Forst, Piperaceae (kava kava®), durante o periodo da gestacdo, através da

mensuracao das enzimas hepaticas ALT e FA e da histopatologia do figado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  Toxicidade reprodutiva do Piper methysticum Forst, Piperaceae (Kava kava®)

4.1.1 Animais

Foram utilizados 96 ratos Wistar (72 fémeas e 24 machos) com idade de 90 dias,
provenientes do Centro de Criacdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio (CREAL) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os animais foram adaptados durante 15
dias antes do inicio do experimento as condi¢des do Biotério Setorial do Departamento de
Farmacologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS).

Os animais foram mantidos sob condic¢des constantes de umidade, temperatura (21°C+2) e
obedecendo a um ciclo de 12 horas de luz (das 9 as 21h) e 12 horas no escuro (das 21 as 9h). Eles
receberam racdo comercial (Nuvilab CR1-Nuvital) e 4gua a vontade, durante todo o periodo do
experimento.

As fémeas foram mantidas em grupos de cinco em cada gaiola plastica, enquanto os

machos foram colocados isolados em gaiolas até 0 momento do acasalamento.

4.1.2 Acasalamento

Para o acasalamento introduziu-se trés fémeas virgens na gaiola de cada macho durante
trés horas por dia (das 6h as 9h), correspondendo ao final do periodo escuro. Os animais foram
acasalados até que se obtivesse um minimo de 10 fémeas prenhes para cada grupo.

O inicio da gestacdo foi confirmado através da citologia vaginal (estro) que evidenciava
presenca de espermatozéides e células queratinizadas no esfregaco vaginal, o qual foi realizado
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diariamente e analisado ao microscopio optico com aumento de dez vezes. Vinte e quatro horas
apos a constatacdo de espermatozdides no esfregaco vaginal, foi considerado como primeiro dia
da gestacéo.

As fémeas prenhas foram colocadas em gaiolas plasticas individuais, com maravalha
limpa, recebendo 200g de racdo e 500ml de agua que eram pesados e renovados a cada 3 dias

(para controle de racdo e 4gua até o dia da cesariana).

4.1.3 Preparacdo fitoterapica testada

Foi utilizada uma formulacéo fitoterapica contendo Piper methisticum Forst, Piperaceae,
denominada kava kava®, lote 774201, produzido em outubro de 2001, pelo Herbarium
Laboratorio Botanico LTDA. (Av. Santos Dumont, 1111 — Colombo — PR), com validade até
outubro de 2004. Registrado no Ministério da Saude sob o numero 11860023, este fitoterapico é

comercializado em forma de p6 de rizoma de kava kava, em capsulas de 400mg.

4.1.4 Tratamento dos animais

Para a avaliagdo da toxicidade da kava kava foi utilizado o segmento Il de avaliacdo de
toxicidade pré-natal conforme normas da Agéncia de Protecdo Ambiental (“Environmental
Protection Agency - EPA”) (EPA, 1996b) e recomendacdes da Administracdo de Drogas e
Alimentos (“Food and Drug Administration” - FDA) e da Organizagéo para o Desenvolvimento
e Cooperacdo Econdmica (“Organization for Economic Cooperation and Development” -
OECD).

Conforme este segmento as fémeas gestantes foram tratadas do 6° ao 15° dia de gestagéo,

por via oral com auxilio de sonda oro-gastrica e sempre na parte da manha.
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Foram constituidos quatro grupos experimentais:
- O grupo controle que recebeu agua destilada em volume idéntico aos dos grupos
DH, DHx7 e DHx10.
- O grupo DH que recebeu 5mg.kg™ , dose indicada para humanos (ERNST, 2002)
- O grupo DHXx7 que recebeu 35mg.kg™
- O grupo DHx10 que recebeu 50mg.kg™
O fitoterapico foi diluido em &gua destilada, de forma que as diferentes concentracdes

pudessem ser administradas em volume de 5ml.kg™.

4.1.5 Variaveis avaliadas

4.1.5.1 Ratas

Todas as fémeas foram avaliadas a partir do primeiro dia de gestacdo, quanto ao
desenvolvimento ponderal (ganho de massa corporal), consumo a cada 3 dias de agua e racao;
mortalidade; sinais de toxicidade sisttmica como perda de peso progressiva e reducdo da ingestao
de &gua e racéo.

A massa corporal das ratas prenhes foi mensurada diariamente e relacionada a massa

corporal do dia zero de prenhez, considerada 100%, utilizando-se a formula:

massa corporal diaria (g)
Massa corporal relativa= -----=-=-====m=mmmmmmmmo oo x 100
massa corporal do dia zero (g)

Os consumos de agua e ragdo foram medidos a cada trés dias e relacionados a massa

corporal média do mesmo periodo, conforme as férmulas:

consumo de agua (ml)/3
Consumo relativo de 4gua = ------=-===mmmmmmmmm oo x 100
massa corporal media dos 3 dias (g)
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consumo de racéo (g)/3
Consumo relativo de raga0 = -=-=-======mmmmmmmmmm e x 100
massa corporal média dos 3 dias ()

4.1.5.2 Avaliacdo dos fetos e 6rgaos das ratas

No 21° dia de gestacdo, as ratas foram pesadas e anestesiadas com tiopental sddico na
dose de 50mg.kg ™, por via intraperitoneal. Foi realizada uma incisdo abdominal mediana ventral
para realizacdo de coleta de sangue da veia cava caudal, retirada do Utero gravidico, mensuracao
da massa uterina e da massa corporal da rata sem o Utero. Logo ap6s a abertura da cavidade
abdominal, imediatamente antes da retirada dos orgaos, era efetuada a abertura do torax para
realizacdo da eutanésia.

Nos ovarios, foi contado o nimero de corpos lUteos e, no Utero, 0 nimero de sitios de
implantacio. Orgdos, como o figado, o baco, os rins, o0 coragdo e pulmdes também foram
inspecionados macroscopicamente, pesados e colocados em solucéo de formol tamponado a 10%.
O figado foi o encaminhado para analise histopatoldgica na Universidade de Passo Fundo.

As massas dos 6rgdos foram relacionas a massa corporal de cada rata sem Gtero, conforme

a seguinte formula:

massa do 6rgdo (g)
Massa relativa do Orgao =--------=-====-==msmmmmmmmmmmoooooooeeee o x 100
massa corporal sem Utero (g)

Para avaliacdo dos fetos foi realizada uma incisdo longitudinal no Gtero, os fetos foram
removidos e avaliados macroscopicamente quanto a malformacGes macroscopicas externas,
vitalidade, sexo e peso de cada um. Apds os fetos foram fixados, em solugdo de formol

tamponado a 10%, por um periodo minimo de sete dias para posterior diafanizacdo, conforme a
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técnica modificada de Taylor e VanDyke (1985), e posterior avaliacdo das anomalias

esqueléticas.

4.1.5.3 Método de diafanizacéo e coloracédo

Removidos do formol tamponado, os fetos foram imersos em alcool etilico 70°GL por
24h e posteriormente em alcool etilico 90°GL, por mais 24h, para promover a desidratacdo. Apos
as visceras foram removidas por uma incisdao na regido abdominal e os fetos foram imersos em
uma solucdo tampéo de borato de sédio a 30% por 24h . Posterior a essas 24h utilizou-se uma
nova solucdo de borato de sodio a 30% acrescida de 1g/litro de tripsina para promover a digestdo
de tecidos moles. Os fetos eram mantidos nesta solucdo a temperatura aproximada de 37 °C, até
que ficassem transparentes pela completa dissolu¢do da musculatura. Quando os fetos estavam
transparentes eram colocados imersos em uma solucdo de hidréxido de potéssio a 1,5%, com a
adicdo do corante de alizarina por 24 a 48h. Por fim os fetos passaram por uma seqiéncia de
imersBes em solucbes de glicerina a 40%, 70% com hidréxido de potassio a 1,5% por 48h cada
uma e posteriormente mantidos em glicerina 100%.

Os fetos diafanizados foram observados quanto a presenca de alteragdes no esqueleto por
meio de microscopio esterioscopico com aumento de 0,7 a 4 vezes. As anormalidades
esqueléticas foram avaliadas de acordo com o “Atlas de anormalidades esqueléticas e externas
em ratos” (“Atlas of external and skeletal anomalies in rats”) (CHAHOUD, 1997) e denominadas
conforme a terminologia da Federagdo Internacional da Sociedade de Teratologia (International
Federation of Teratology Societies) (WISE et al., 1997).
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4.1.6 Avaliacdo dos indices reprodutivos

Para avaliacdo dos indices reprodutivos levou-se em consideracdo o numero de fetos por
rata, as perdas pré-implantacdo e as perdas pos-implantacdo. As perdas pré e pos-implantacdo
eram calculadas conforme as formulas a seguir (LEMONICA et al., 1996):

n° de corpos lateos — n® de sitios de implantacéo
Perdas pré-implantagéo = -----------m-m-mmmm oo x 100

n° de corpos luteos

n° de sitios de implantacgéo - n° de fetos
Perdas pos-implantagao = ---------=mmmmmm oo x 100

n° de sitios de implantagédo

4.1.7 Avaliacéo dos indices fetais

Para avaliacdo dos indices fetais como a taxa (Tx) de natalidade, proporcdo de sexo,
malformacdes macroscopicas externas e anormalidades esqueléticas foram utilizadas as formulas
a seguir (EPA, 1996b):

n° de fetos vivos
Tx de natalidade = --------=-=-=-=-mmmmm oo x 100

n° total de fetos

n° de fetos machos
Proporgdo de machos = ------------m-mmmmmmmmmm oo x 100

n° total de fetos

n° de fetos fémeas
Proporgao de fémeas = ---------=-=-mm-mmmmmmomemm oo x 100

n° total de fetos
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n° total de fetos malformados
Tx de malformagdes exXternas = -----=-=====mmmmmmm e x 100
n° total de fetos

ne total de fetos com anormalidades esqueléticas
Tx de anormalidades esqueleticas =-----==-====m=mmmmmmmmm oo x 100
ne total de fetos

4.1.8 Dosagem de enzimas hepaticas e histopatologia do figado

Ap0s a anestesia das ratas e abertura da cavidade abdominal, coletou-se em torno de 3ml
de sangue da veia cava caudal, para andlise bioquimica. O sangue foi armazenado em frascos sem
anticoagulante e encaminhado para o laboratorio de analises clinicas da Universidade Luterana
do Brasil. Para analise dos niveis séricos das enzimas ALT e FA foi utilizado o Kit comercial
Labtest Diagnostica e posteriormente efetuou-se a leitura em aparelho de espectrofotometria.

Ap0s o sacrificio das ratas, o figado foi removido e acondicionado em formol tamponado
e encaminhado para avaliagdo histopatoldgica, a qual foi realizada no laboratério de
histopatologia da Universidade de Passo Fundo.

4.1.9 Anélise estatistica

Os dados foram avaliados estatisticamente utilizando o teste de anélise de variancia de
uma via (ANOVA). Foi utilizado o programa SPSS para Windows 8.0 e o EXCEL 2000. As
variaveis quantitativas como o desenvolvimento ponderal das ratas e 0 consumo de &gua e racao
foram avaliados através de analise de variancia de uma via, bem como a massa relativa dos
Orgdos das ratas, 0 nimero de corpos lUteos, sitios de implantacdo e o nimero de fetos. Quando
necessario efetuou-se o pos-teste de Kruskal-Wallis ou Scheffé para identificagdo dos grupos

estatisticamente diferentes.
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As variaveis qualitativas, como perdas pré e pds- implantacdo, proporcdo de sexo, taxas
de viabilidade, taxas de malformac@es externas e alteracdes esqueléticas, foram avaliadas através

do teste qui-quadrado. As diferencas foram consideradas significativas sempre que p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Toxicidade reprodutiva do Piper methysticum Forst, Piperaceae (kava kava®)

A toxicidade sistémica foi inferida pela modificagdo do desenvolvimento ponderal,
consumo de agua e racdo e outros sinais como atividade geral, vitalidade, resposta ao toque,
tobnus postural, forca de agarrar, reflexo auricular e corneal, tremores, convulsdes, hipnose,
anestesia miccdo, piloerecdo, respiracdo ruidosa. A toxicidade reprodutiva foi inferida pela

avaliacdo dos indices reprodutivos e alteracGes esqueléticas.

5.1.1 Desenvolvimento ponderal das ratas durante a prenhez

A Figura 4 mostra o ganho relativo de massa corporal (dia 1 = 100%), do 1° ao 21° dia de
gestacdo, calculado a partir da mensuracao didria da massa corporal (g) das ratas descritas no
item 4.1.5.1.

O P. methysticum ndo alterou o desenvolvimento ponderal normal das ratas prenhes.
Houve um aumento significativo de massa corporal relativa para todos os grupos, mas ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. A média e o erro padrdo da média podem
ser observados na Tabela 1.
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FIGURA 4. Desenvolvimento ponderal relativo (1° dia = 100%) das ratas do grupo controle
(Omg.kg™); e tratadas com P. methysticum DH (5mg.kg™?); DHx7 (35mg.kg™) e
DHx10 (50mg.kg™) entre 0 6° e 0 15° dia de gestagdo. Dados expressos pela média .



45

TABELA 1. Massa corporal média ( x) em gramas e erro padrdo da média (epm) das ratas do
grupo controle (Omg.kg™); e tratadas com P.methysticum DH (5mg.kg™); DHx7
(35mg.kg™) e DHx10 (50mg.kg™) entre 0 6° e 0 15° dia de gestacao.

Controle (n=11) DH (n=10) DHx7 (n=10) DHx10 (n=11)

Dias X epm X epm X epm X epm
Dia 01 222,50 7,87 237,15 7,88 229,20 7,46 216,59 6,90
Dia 02 227,10 8,03 240,52 8,08 230,42 7,28 220,85 6,59
Dia 03 229,25 8,38 246,30 8,55 234,20 9,12 227,00 6,63
Dia 04 230,70 8,75 249,00 9,25 237,55 8,14 228,77 6,16
Dia 05 234,68 8,08 249,60 9,23 241,50 8,52 228,73 6,10
Dia 06 238,68 8,79 255,70 9,00 243,50 8,27 233,00 7,13
Dia 07 238,64 8,52 253,30 8,50 244,30 9,30 231,77 6,68
Dia 08 240,73 9,14 258,45 8,99 245,55 8,66 233,86 7,20
Dia 09 240,41 8,64 258,30 9,09 244,90 8,93 234,55 7,46
Dia 10 245,82 9,58 260,40 9,50 250,85 9,24 236,59 7,80
Dia 11 248,86 9,29 266,35 8,92 251,85 10,05 241,00 7,63
Dia 12 253,64 8,82 269,10 9,68 256,90 9,72 242,64 7,26
Dia 13 255,91 8,96 274,85 9,57 256,85 9,51 250,55 8,53
Dia 14 258,77 9,27 275,25 10,22 261,60 9,76 252,09 7,96
Dia 15 264,18 9,73 282,00 9,58 267,35 9,35 255,86 8,43
Dia 16 264,18 8,95 285,85 10,62 269,90 9,98 260,32 8,35
Dia 17 273,41 9,05 292,60 10,73 275,60 10,27 267,64 8,54
Dia 18 284,50 9,33 304,30 11,24 282,35 10,58 278,36 9,10
Dia 19 291,00 9,27 313,20 11,63 289,40 11,45 286,50 9,22
Dia 20 304,82 10,28 324,00 12,75 299,10 12,83 297,77 9,35
Dia 21 310,18 10,03 332,65 13,60 303,50 13,73 304,95 9,99

5.1.2 Consumos relativos de agua durante a prenhez

O P. methysticum ndo interferiu no consumo médio de &gua (Figura 5) em relacdo a massa
corporal (%) durante a prenhez. Verificou-se que, tanto as ratas do grupo controle como as ratas
tratadas com Piper methysticum apresentaram um consumo relativo de dgua semelhante durante
toda prenhez. Entretanto, houve diferenca significativa (p = 0,026) ao nivel de 5%, entre o grupo

controle e o grupo DHX7 (teste de Scheffé) no 15° dia de prenhez.
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De acordo com o teste de Scheffé, o controle se diferencia significativamente do grupo DHx7.

FIGURA 5. Consumo relativo de 4gua das ratas do grupo controle (Omg.kg™); e tratadas com P.
methysticum DH (5mg.kg™); DHx7 (35mg.kg™) e DHx10 (50mg.kg™) entre 0 6° e 0
15° dia de gestacdo. Dados expressos pela média.

A média e erro padrdo da média dos grupos controle, DH, DHx7 e DHx10 podem ser
observados na Tabela 2.



TABELA 2.

Meédia ( x ) e erro padrdo da média (epm) do consumo de agua (ml), medida a

cada 3 dias nos grupos controle (Omg.kg™) e tratadas com P. methysticum DH
(5mg.kg™); DHx7 (35mg.kg™) e DHx10 (50mg.kg™) entre 0 6° e 0 15° dia de
gestacao.
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Controle (n=11) DH (n=10) DHx7 (n=10) DHx10 (n=11)

Dias X epm X epm X epm X epm
Dia03 | 107,50 6,48 11250 11,38 | 111,00 12,69 120,45 6,69
Dia06 | 114,00 11,45 125,50 8,08 123,00 8,24 119,55 6,27
Dia09 | 104,55 7,12 129,50 8,99 124,50 8,51 118,18 8,80
Dial2 | 117,27 5,70 135,50 9,87 135,00 10,65 125,45 10,67
Dial5 | 116,36 8,06 157,50 12,89 155,00 8,47 134,55 9,71
Dia 18 | 144,55 8,10 168,00 8,10 162,00 10,39 153,18 11,62
Dia21 | 13591 10,33 170,00 26,42 161,00 9,39 135,45 10,28

5.1.3 Consumos relativos de racdo durante a prenhez

O P. methysticum ndo interferiu no consumo médio de ragdo (Figura 6) em relacdo a

massa corporal (%) durante a prenhez. Verificou-se que, tanto as ratas do grupo controle como as

ratas tratadas com P. methysticum apresentaram um consumo relativo de ragdo semelhante

durante toda prenhez. A média e erro padrdo da média dos grupos controle, DH, DHx7 e DHx10

sdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 3. Média ( x ) e erro padrdo da média (epm) do consumo de ragéo (g), medida a cada 3
dias nos grupos controle (Omg.kg™) e tratadas com P. methysticum DH (5mg.kg™):;
DHx7 (35mg.kg™) e DHx10 (50mg.kg™) entre 0 6° e 0 15° dia de gestacao.

Controle (n=11) DH (n=10) DHx7 (n=10) DHx10 (n=11)

Dias X epm X epm X epm X epm
Dia 03 44,98 2,82 48,94 3,33 44,71 4,32 41,84 2,43
Dia 06 60,11 2,80 69,64 4,42 62,54 3,86 59,38 2,59
Dia 09 60,59 2,49 73,60 4,49 66,25 3,52 61,36 2,79
Dia 12 65,65 3,09 72,80 4,25 63,85 4,72 62,73 3,85
Dia 15 67,23 3,08 80,85 5,36 70,45 3,25 72,68 4,02
Dia 18 81,55 3,81 84,60 4,65 74,65 4,25 75,00 4,59
Dia 21 74,32 4,03 80,30 5,58 72,25 3,30 69,95 3,76
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FIGURA 6. Consumo relativo de ragéo (g) das ratas do grupo controle (Omg.kg™); e tratadas com
P.methysticum DH (5mg.kg™); DHx7 (35mg.kg™) e DHx10 (50mg.kg™) entre 0 6° e
0 15° dia de gestacdo. Dados expressos pela média.

5.1.4 indices reprodutivos

O Piper methysticum administrado, por via oral, do 6° ao 15° dia de prenhez, nas
dosagens 5mg.kg™, 35 mg.kg™, 50mg.kg™, ndo alterou significativamente o nimero de fetos por
fémeas, as perdas pré e pos- implantacéo das ratas (Tabela 4).
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TABELA 4. indices reprodutivos das ratas do grupo controle (Omg.kg™) e tratadas com P.
methysticum DH (5mg.kg™); DHx7 (35mg.kg™) e DHx10 (50mg.kg™) entre 0 6° e
0 15° dia de gestacdo. Dados expressos pela média ( x) e desvio padrdo (s).

Controle DH DHXx7 DHx10
Variaveis X s X s X s X s Valor de p
Ne filhotes 8,55 2,77| 10,30 450 7,10 5,43| 9,82 1.66 0,134%
Corpos Luteos 13,18 3,82| 13,20 3,85 12,10 1,85/ 12,82 1,40 0,820
Sitios de implantacdo 9,45 2,94| 11,10 4,07 9,00 4,67(10,45 1,97 0,530
Perda pré-implantacéo 26,8%  20,5%| 19,5% 21,5%| 26,9% 34,4%|18,1%  15,0% 0,660%
Perdas pos-implantacédo 9,8% 9,1%| 16,8% 31,5%| 37,7% 39,9%| 5,6% 5,6% 0,162°

 Devido a alta variabilidade demonstrada por elevados desvios-padrio, realizou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. A
opgdao pela técnica ndo-paramétrica deve-se a rejeigdo da hip6tese de homogeneidade de variancia pelo teste de Levene.

5.1.5 Massa relativa dos 6rgaos

O Piper methysticum ndo alterou de forma significativa a massa relativa dos 6rgdos (%)
das ratas, por via oral, do 6° ao 15° dia de prenhez, nas dosagens 5mg.kg™, 35 mg.kg™,

50mg.kg™, em comparacdo ao grupo controle (Tabela 5).

5.1.6 Indices dos fetos

O Piper methysticum ndo alterou de forma significativa os indices dos fetos de ratas
tratadas, em comparacdo ao grupo controle (Tabela 6). Para avaliacdo da vitalidade, alteracfes
macroscopicas externas e relagdo de machos e fémeas foi utilizado o qui-quadrado, enquanto o
numero de fetos e a massa corporal ao nascimento através da ANOVA. Ambos ndo apresentaram
diferengas significativas entre 0s grupos.
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TABELA 5. Massa relativa dos 6rgéos (g) das ratas do grupo controle (Omg.kg™) e tratadas com
P. methysticum DH (5mg.kg™); DHx7 (35mg.kg™) e DHx10 (50mg.kg™) entre 0 6°
e 0 15° dia de gestacdo. Dados expressos pela média ( X) e desvio padréo ().

N X S Valor de p

Figado Controle 11 4,917 0,512 0,750
DH 10 5,083 0,491
DHx7 10 4,884 0,579
DHx10 11 4,857 0,473

Rim Direito Controle 11 0,334 0,022 0,660
DH 10 0,339 0,028
DHx7 10 0,329 0,024
DHXx10 11 0,326 0,022

Rim Esquerdo Controle 11 0,327 0,025 0,829
DH 10 0,327 0,020
DHx7 10 0,320 0,029
DHx10 11 0,318 0,035

Adrenal Direita Controle 11 0,014 0,002 0,541
DH 10 0,015 0,006
DHx7 10 0,017 0,006
DHx10 11 0,016 0,004

Adrenal Esquerda Controle 11 0,016 0,003 0,671
DH 10 0,018 0,005
DHx7 10 0,016 0,004
DHx10 11 0,018 0,004

Coragéo Controle 11 0,318 0,030 0,326
DH 10 0,314 0,023
DHx7 10 0,309 0,019
DHXx10 11 0,329 0,028

Pulmdes Controle 11 0,524 0,050 0,263
DH 10 0,545 0,080
DHx7 10 0,506 0,063
DHXx10 11 0,566 0,087

Baco Controle 11 0,358 0,073 0,708
DH 10 0,334 0,062
DHx7 10 0,356 0,035
DHXx10 11 0,339 0,046

Sem diferencas significativas entre os grupos (p> 0,05; ANOVA)
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TABELA 6. indices dos fetos das ratas do grupo controle (Omg.kg™) e tratadas com Piper
methysticum DH (5mg.kg™); DHx7 (35mg.kg™) e DHx10 (50mg.kg™) entre 0 6° e
0 15° dia de gestacéo

Grupo

Varidveis Controle DH DHXx7 DHx10
N° ratas 11 10 10 11
NP° filhotes 94 103 71 108
Vitalidade 100,0% 100,0% 92,9% 100,0%
Massa corporal (g) 4,96 + 0,08 4,97 + 0,10 4,83+0,13 5,00+0,18
AlteracBes macroscopicas 0 0 0 0
Proporc¢édo (macho, fémea) 54%, 46% 46%, 54% 43%, 57% 47%, 53%

Sem diferengas significativas entre os grupos (p> 0,05; ANOVA)

5.1.7 Anormalidades esqueléticas dos fetos

As anormalidades dos fetos foram avaliadas quanto as variagdes esqueléticas (Tabela 7) e
quanto as malformac6es esqueléticas (Tabela 8). O tratamento das ratas com Piper methysticum
administrado, por via oral, do 6° ao 15° dia de prenhez, nas dosagens 5mg.kg™, 35 mg.kg™ néo
aumentou a prevaléncia de variacOes esqueléticas nos fetos em comparagdo com as observadas,
no grupo controle. Entretanto, no grupo tratado com 50mg.kg™ de Piper methysticum foi
encontrado um aumento significativo (p= 0,016 e p= 0,001, teste qui-quadrado, respectivamente)
de ossificacdo incompleta das esternebras em relagdo ao grupo controle e fontanela aumentada,
em comparagdo com o grupo DH e DHx7 (Figura 7). Com relacdo as malformacGes foi
observado um aumento significativo (p= 0,020, teste qui-quadrado) na presenca de costelas
onduladas do grupo DHx10 em relacdo aos grupos DH e DHx7 (Figura 8).

Em todos os grupos, tratados e controle, as principais anormalidades observadas foram:
ossificacdo incompleta do cranio (Figura 9), ossificagdo incompleta das esternebras (Figura 10),
ndo ossificacdo das falanges dos membros anteriores (MAs) e membros posteriores (MPs) e

metatarsos.
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TABELA 7. Prevaléncia das anormalidades esqueléticas (variacfes) dos fetos das ratas do grupo
controle (Omg.kg™) e tratadas com P. methysticum DH (5mg.kg™); DHx7 (35mg.kg™)
e DHx10 (50mg.kg™) entre 0 6° e 0 15° dia de gestacdo. Dados expressos em nimero
e percentual de fetos acometidos.

Grupo
Ossificacdo incompleta  Controle  DH DHx7 DHx10 Qui-quadrado
Crénio 3 1 6 7 0,075
3,2% 1,0% 8,5% 6,5%
Escéapula 1 0 0 0 0,390
1,1% 0,0% 0,0% 0,0%
Supra-occipital 2 0 0 1 0,318
2,1% 0,0% 0,0% 0,9%
Esternebras 0 6 2 10 0,016*

0,0% 5,8% 2,8% 9,3%

Nao ossificacdo

Falanges dos MAs 53 57 36 49 0,372
56,4% 553% 50,7%  45,4%
Falanges dos MPs 6 9 8 10 0,740
6,4% 8,7% 11,3% 9,3%
Fontanela aumentada 5 0 0 14 0,001**
5,3% 0,0% 0,0% 13,0%
Metatarso 34 41 24 37 0,817
362% 398% 338% 34,3%
Esternebras 0 0 0 1 0,477
0,0% 0,0% 0,0% 0,9%
Metacarpo 4 0 2 2 0,214
4,3% 0,0% 2,8% 1,9%
N° ratas (fetos) 11(94) 10(103) 10(71) 11(108)

MAs= Membros anteriores e MPs= membros posteriores
* Diferenca significativa ao nivel de 5%
** Diferenca significativa ao nivel de 1%
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TABELA 8. Prevaléncia das anormalidades esqueléticas (malformac6es) dos fetos das ratas do
grupo controle (Omg.kg™) e tratadas com Piper methysticum DH (5mg.kg™); DHx7
(35mg.kg™) e DHx10 (50mg.kg™) entre 0 6° e 0 15° dia de gestagdo. Dados
expressos em numeros e percentual de fetos acometidos.

Grupo
Mal formagdes Controle DH DHx7 DHx10  Qui-quadrado
Costela supranumeraria 8 2 7 12 0,068
8,5% 1,9% 9,9% 11,1%
Costelas onduladas 2 0 0 6 0,020*
2,1% 0,0% 0,0% 5,6%*
Esternebras ausentes 0 1 1 1 0,765
0,0% 1,0% 1,4% 0,9%
Esternebras bipartidas 0 0 0 1 0,477
0,0% 0,0% 0,0% 0,9%
Esternebras fusionadas 1 0 0 0 0,390
1,1% 0,0% 0,0% 0,0%
Esternebras disformes 2 0 2 2 0,465
2,1% 0,0% 2,8% 1,9%
Tuberosidade deltéide disforme 1 0 0 0 0,390
1,1% 0,0% 0,0% 0,0%
Clavicula irregular 1 0 0 0 0,390
1,1% 0,0% 0,0% 0,0%
Umero disforme 1 0 0 0 0,390
1,1% 0,0% 0,0% 0,0%
Radio/ulna curta 1 0 0 0 0,390
1,1% 0,0% 0,0% 0,0%
Radio/ulna disforme 1 0 0 0 0,390
1,1% 0,0% 0,0% 0,0%
Fémur curto 1 0 0 0 0,390
1,1% 0,0% 0,0% 0,0%
Metacarpo disforme 1 0 0 0 0,390
1,1% 0,0% 0,0% 0,0%
Esternébra ossificacdo extra 0 2 0 0 0,149
0,0% 1,9% 0,0% 0,0%
Ossificacdo extra parietal 0 0 1 0 0,230
0,0% 0,0% 1,4% 0,0%
Atlas disforme 0 0 1 0 0,230
0,0% 0,0% 1,4% 0,0%
Ne° ratas (fetos) 11 (94) 10 (103) 10 (71) 11(108)

* Diferenca significativa ao nivel de 5%
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FIGURA 7. Fetos diafazinados de progenitoras do grupo controle e tratados com P.methysticum.
Figura A: feto do grupo controle demonstrando fontanela normal. Figura B: feto do
grupo DHx10 demonstrando fontanela aumentada.
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FIGURA 8. Fetos diafazinados de progenitoras do grupo controle e tratados com P.methysticum.
Figura A: Feto do grupo controle apresentando costelas de formato normal. Figura
B: Costelas normais em detalhe. Figura C: Feto do grupo DHx10 apresentando
costelas onduladas. Figura D: Costelas onduladas em detalhe.
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FIGURA 9. Feto diafanizado do grupo tratado com P. methysticum DHx10 apresentando
ossificagdo incompleta do cranio.

FIGURA 10. Fetos diafazinados de progenitoras do grupo controle e tratados com P.methysticum.
Figura A: Feto do grupo controle apresentando ossificagdo completa das
esternebras. Figura B: Feto do grupo DHx10 apresentando ossificagcdo incompleta
das esternebras.



5.2 Toxicidade hepatica
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O Piper methysticum na dosagem de Omg.kg™, 5mg.kg™, 35mg.kg™ e 50mg.kg™, nio

provocou um aumento estatisticamente significativo na atividade da FA (p = 0,62) e ALT (p =

0,51) (Tabela 9).

TABELA 9. Niveis séricos da atividade da FA e ALT das ratas grupo controle (Omg.kg™) e
tratadas com P.methysticum DH (5mg.kg™); DHx7 (35mg.kg™) e DHx10 (50mg.kg"
1) entre 0 6° e 0 15° dia de gestacdo. Dados expressos em média e desvio padrao.

Grupo N X S Valor de p
FA (U/) Controle 11 41,32 17,17 0,518™
DH 10 42,10 11,80
DHXx7 10 35,77 13,48
DHx10 11 45,97 18,02
ALT (U/) Controle 11 30,31 13,29 0,625™
DH 10 27,67 3,88
DHXx7 10 26,10 3,67
DHx10 11 30,87 11,71

" Diferenca ndo-significativa entre os grupos (P> 0,05, ANOVA).

O Piper methysticum na dosagem de Omg.kg™, 5mg.kg™, 35mg.kg™ e 50mg.kg™, néo

provocou alteracdes histopatologicas no figado. Apresentando apenas areas com discreta

tumefacdo celular e, em raros casos, uma leve dissociacdo dos hepatdcitos. No figado de dois

animais, um do grupo DHx7 e outro DHx10, havia necrose coagulativa centrolobular multifocal,

mas estas alteracGes ndo foram significativas estatisticamente e ndo obtiveram correlagdo com os

valores enzimaticos.
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6 DISCUSSAO

As plantas medicinais tém seu uso descrito por praticamente todos os povos desde 0s
tempos mais remotos. Entre o uso primitivo e magico das plantas pelos curandeiros, até o
conhecimento atual, existem diferencas dificeis de serem mensuradas. Entretanto, a partir do
momento em que as plantas passam a ser utilizadas fora do seu contexto original, tornou-se
necessario a avaliacdo de sua eficacia e seguranca (MENGUE et al., 2001).

O surgimento do conceito de “natural”, em muito contribuiu para o aumento do uso das
plantas medicinais nas ultimas décadas. Para muitas pessoas esse conceito significa a “auséncia
de substancias quimicas”, que sdo aquelas que podem causar algum dano ou, de outra forma,
representam perigo. Assim, “produtos naturais” passaram a ser sinénimo de produtos saudaveis,
seguros e benéficos. Esse conceito € extremamente equivocado, ja que muitas plantas contém
substancias capazes de exercer acdo toxica sobre organismos vivos. Algumas plantas sdo fontes
freqlientes de intoxicacdo, como a comigo-ninguém-pode, coroa-de-cristo. Algumas plantas
apresentam um potencial abortivo como a Ruta graveolens L. (arruda), Luffa operculata
L.(bucha), Symphytum officinale L. (confrei), outras apresentam pouca informagdo quanto a
seguranca para o uso durante a gestagdo como € o caso do Peumus boldus Mol. (boldo-do-chile),
Piper methysticum (kava kava), entre outras (MENGUE et al., 2001).

O P. methysticum é um dos fitoterapicos mais utilizado no pais para o alivio dos sintomas
da ansiedade e insdnia (ANVISA, 2002b). Mundialmente, a kava kava é utilizada para tratamento
de ansiedade, insoOnia, alteracbes comportamentais, depressao, obesidade, entre outros, tanto em
humanos como em animais. Na dosagem de 5mg.kg ~* dose indicada para humanos (ROBBERS,

2000), e menor dose indicada para pequenos animais; 35mg.kg * , sete vezes a dose indicada
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para humanos e 50mg.kg ™

, que é dez vezes a dose indicada para humanos, o P. methysticum
administrado por via oral do 6° ao 15° dia de gestacdo, ndo causou toxicidade sistémica.

A toxicidade sisttmica € manifestada através de alteracbes no desenvolvimento ponderal
dos animais, reducdo dos consumos de agua e racdo, alteracbes comportamentais como
prostracdo, apatia e presenca de pélos arrepiados (MELLO et al., 1997). O fitoterdpico testado
neste trabalho néo interferiu significativamente no desenvolvimento ponderal e no consumo de
racdo das ratas tratadas em relacdo ao grupo controle. Houve apenas um aumento significativo da
massa corporal de todos 0s grupos, como ja € esperado durante o periodo da gestacao.

Em relacdo ao consumo de dgua observou-se que do 6° ao 15° dia de gestacdo 0s grupos
tratados com P. methysticum apresentaram um consumo superior ao grupo controle, mas este ndo
foi estatisticamente significativo durante todo o periodo avaliado. Apenas no 15° dia de gestacéo
houve diferenca significativa entre o grupo DHx7 (35mg.kg™) e o grupo controle. A
possibilidade de ocorrer um aumento da ingesta de agua por influéncia do P. methysticum néo
pode ser descartada.

A maior dosagem de P. methysticum (50mg.kg ') utilizado ndo apresentou efeitos
adversos como dermopatias (escamacao, pele seca, ictericia), perda de pélos, diminuicdo de
apetite e reducdo de peso. Estes efeitos adversos, geralmente sdo observados quando séo
utilizadas altas doses de P. methysticum por periodos superiores a sessenta dias (ERNST, 2002a).
Doses de 300 a 800mg por dia da cavalactona di-hidromethisticina, tem causado erup¢fes
cutaneas em pessoas (Piper..., 1998).

As ratas tratadas com P. methysticum ndo apresentaram diferengas significativas, nos
indices fetais, em relacdo ao grupo controle, mas o grupo DHx7 (35mg.kg™) apresentou o menor
numero de filhotes e foi 0 Unico grupo que ndo apresentou 100% de vitalidade (92,9%). Uma das
possibilidades para tentar explicar esta diminuicdo da vitalidade é porque uma das ratas deste
grupo apresentou uma ninhada de 16 fetos e destes, cinco estavam mortos. Conforme Harkness e
Wagner (1993), as ratas apresentam ninhadas que variam de 6 a 12 filhotes. Sendo assim, um

numero elevado de filhotes pode ter comprometido a vitalidade dos mesmos. Hapke et al. (1971)
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ndo descartou a possibilidade de doses altas (200mg.kg™) de cavaina, dihidrocavaina e iangonina
testados em coelhos causarem uma reducao do nimero de fetos vivos por ninhada.

Em relacdo a massa corporal, tanto os filhotes do grupo controle como 0s dos grupos
tratados com P. methysticum apresentaram peso ao nascer dentro dos parametros fisioldgicos e
sem diferenca significativa entre os grupos. Conforme Hapke et al. (1971), a administracdo de
uma mistura de principios ativos isolados de cavaina (40%), dihidrocavaina (40%) e iangonina
(20%) em suspensdo a 5% em oOleo vegetal, administrados por via oral em ratos Wistar, nas
dosagens de 100 ou 500 mg.kg * , do 6° ao 15° dia de gestacdo, determinou uma diminuic&o na
média do peso fetal dos animais tratados em relacdo ao grupo controle, entretanto esta diminui¢do
permanecia dentro dos limites fisioldgicos. As diferencas entre os resultados podem ter sido
causadas pelas diferentes dosagens empregadas.

Os resultados obtidos no presente trabalho ndo revelaram aumento da prevaléncia de
variagOes esqueléticas nos fetos das ratas tratadas com P. methysticum em comparagcdo com o
grupo controle. Porém houve um aumento significativo de ossificacdo incompleta das esternebras
e fontanela aumentada do grupo DHx10 em relacdo aos grupos DH e DHx7. Hapke et al. (1971),
ndo observou nenhum tipo de anormalidade esquelética ou visceral nos grupos testados com uma
mistura de principios ativos isolados de cavaina, dihidrocavaina e iangonina em doses de até
500mg.kg™ em ratos Wistar e 200mg.kg™ em coelhos. Segundo este autor, doses equivalentes a
dose terapéutica humana, ndo provocaram efeitos teratogénicos ou embriotdxicos em ratos
Wistar.

Conforme Lork (1977) as alteracGes esqueléticas podem ser variagdes do normal, retardos
do desenvolvimento do esqueleto e malformagdes. As variagdes individuais consistem na
auséncia dos centros de ossificacdo esperados no momento da cesariana. Os retardos do
desenvolvimento 06sseo estdo relacionados com a auséncia dos centros de ossificacdo em
estruturas bilaterais ou na presencga de forma e/ou tamanho claramente sugestivos de um estagio
precoce de desenvolvimento. Incluem-se nesta classificacdo as ossificagdes incompletas dos

0ssos do cranio e fontanelas aumentadas. Ja as malformacdes do esqueleto estdo relacionadas
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com a auséncia parcial ou total de 0ssos importantes, encurtamentos, arqueamentos, assimetrias,
fus@es, fendas ou duplicidade.

Moller (2003), em ensaios de toxicidade sistémica e reprodutiva do antiparasitario a base
de ivermectina, encontrou uma menor prevaléncia de fontanelas aumentadas na progénie das
ratas tratadas com ivermectina (18%) em relacdo ao grupo controle (44%) e atribuiu este achado
ao fato de poder haver uma pequena diferenca na duracdo da prenhez (horas), que possam ser
significativas para a calcificacdo terminal das fontanelas. No presente trabalho houve um
aumento significativo de fontanelas aumentadas no grupo DHx10 (50mg.kg™) em relacdo ao
grupo controle, porém ndo houve uma relacdo de dose-dependéncia, pois os grupos DH e DHx7
ndo apresentaram estes retardos de desenvolvimento 6sseo. Nao hd uma explicacdo satisfatoria
relacionada com a presenca de fontanela aumentada, pois a possibilidade de diferengas no
periodo da gestacdo fica reduzido, visto que o acasalamento foi realizado nas trés horas finais do
periodo escuro.

Houve um grande percentual de ndo ossificacdo das falanges tanto nos membros
anteriores como posteriores. Segundo Lork (1977) as falanges terminais dos ratos normalmente
estdo ausentes na hora da cesariana, devido a auséncia dos centros de ossificacao.

A prevaléncia de malformagdes esqueléticas nos fetos foi muito baixa neste trabalho e ndo
apresentou uma relacdo de dose-dependéncia. A identificacdo de costelas onduladas no grupo
DHx10 foi a unica malformacdo esquelética estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
controle. Dallegrave (2003) em um ensaio de toxicidade reprodutiva do herbicida Glifosato-
Roundup®, encontrou um aumento da ocorréncia de varias alteracdes esqueléticas como
ossificagdo incompleta dos ossos do cranio, fontanelas aumentadas apresentando uma relacao de
dose-dependéncia. As malformagdes incluiram biparticdo dos 0ssos interparietais, supraoccipital
e esternebras, auséncia de vértebras caudais, costelas onduladas e ndo ossificagdo dos metatarsos
e das falanges dos membros posteriores. Este conjunto de resultados demonstrou um aumento
significativo no risco potencial ao sistema esquelético de ratos expostos a este herbicida durante a

fase de organogénese fetal.
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O P. methysticum Forst, ndo provocou alteracdes das enzimas hepaticas ALT e FA nem
apresentou alteracdes histopatoldgicas relevantes nos figados das ratas tratadas. Alem disso, ndo
houve alteragOes no desenvolvimento geral das fémeas tratadas nem alteracdo do peso relativo de
seus 6rgdos. Estes dados deixam evidente que o P. methysticum ndo provocou agressao hepatica
nas doses utilizadas. Mello (2001) em um trabalho com Lantana camara, uma planta
hepatotdxica observou lesdes hepaticas na histologia do figado sem haver alteracBes no
desenvolvimento geral dos animais.

Em casos de intoxicacdo por agentes hepatotoxicos, comumente, ha o encontro de intensa
vacuolizacdo dos hepatdcitos, hiperplasia dos ductos biliares, necrose multifocal coagulativa
centrolobular e infiltracdo periportal de células inflamatérias, podendo ser encontrado apenas
uma ou varias alteracdes dependendo da dose do agente. O exame histopatolédgico do figado das
ratas que foram tratadas com P.methysticum, na dosagem de Omg.kg™, 5mg.kg™?, 35mg.kg™ e
50mg.kg™, apresentou apenas areas com discreta tumefacéo celular e, em raros casos, uma leve
dissociacdo dos hepatdcitos. No figado de duas ratas, uma do grupo DHXx7 e outra DHx10, havia
necrose coagulativa centrolobular multifocal, mas estas alteragcdes néo foram significativas e ndo
obtiveram correlagdo com os valores enzimaticos.

Um estudo, utilizando dosagens de 200 e 500mg de infusdo aquosa cavalactonas/kg/dia,
por duas ou quatro semanas com o objetivo de avaliar o nivel de toxicidade induzido pela kava
kava na funcdo hepatica em ratos jovens por mensuracdo de enzimas hepaticas (alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina e lactato desidrogenase) e
formacdo de malondialdeido, um subproduto da peroxidacdo lipidica que pode induzir a dano
hepatico. Um aumento significativo destas enzimas ou do malondialdeido € considerado um
indicador de toxicidade hepatica. Como resultado, nenhuma destas enzimas apresentou elevacao,
apresentando inclusive uma significativa reducdo, no grupo testado por duas semanas
apresentaram significativa reducdo, sugerindo falta de efeitos toxicos da kava kava no figado
(SING; DEVKOTA, 2003). Entretanto Stickel et al. (2003) analizaram 29 casos de danos
hepéticos associados ao consumo de extratos alcdolico e acetbnico de kava kava, e concluiram
gue estes extratos apresentam um potencial hepatotdxico. Os pacientes apresentaram necrose
hepética ou hepatite colestatica, sendo que, nove pacientes necessitaram de transplante de figado.
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Clough et al. (2003) em um estudo realizado em uma comunidade indigena na Australia,
avaliaram a funcdo hepética de pessoas acima de quinze anos, que utilizavam doses médias de
118g/semana de extrato aquoso de kava kava. Como resultado eles obtiveram um aumento
significativo das enzimas GGT e FA dos grupos que haviam tomado o extrato aquoso nas ultimas
24 horas e do grupo que havia tomado o extrato hd mais de uma ou duas semanas. N&o foi
observado aumento da ALT em nenhum dos grupos. Este resultado confirma que o extrato
aquoso de kava kava pode causar elevagédo das enzimas GGT e FA, mas estas alterag0es parecem
ser reversiveis. A maioria dos usuarios da kava kava tiveram um retorno dos niveis normais da
FA um a dois meses de abstinéncia.

No presente estudo as amostras de sangue, para a realizacdo dos testes das enzimas
hepaticas, foram coletadas no dia do sacrificio das ratas (21° dia), ou seja, seis dias apds o ultimo
tratamento com o P. methysticum Forst. Este fato pode ter colaborado para os valores das
enzimas testadas estarem dentro dos parametros da normalidade. Além disso, uma outra hipotese
para auséncia de lesdo hepatica, e alteracBes das enzimas hepéticas pode ser atribuido ao
fitoterapico ter sido testado por um curto periodo (dez dias), ja que, na literatura os casos de
hepatotoxicidade associados a kava kava foram associados a doses elevadas e um periodo de
mais de trés meses de uso e a solucgdes aquosas.

O fato da preparacao fitoterapica P. methysticum Forst (Kava kava®), utilizada neste
experimento n&o ter causado teratogénese em ratas Wistar tratadas com doses equivalentes a sete
vezes a dose terapéutica humana (35mg.kg™), néo descarta a necessidade de maiores estudos,
utilizando outras doses, talvez, extratos padronizados e outras espécies animais para aumentar a
seguranca deste produto em relacao a teratogénese. Deve-se levar em consideracdo, também, que
fatores como tipo de solo, regido onde é plantada, época da colheita e armazenamento, podem

interferir nas concentracfes dos principios ativos e conseqlientemente, na toxicidade das plantas.
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7 CONCLUSOES

A preparacdo fitoterapica contendo P. methysticum Forst, Piperaceae (kava kava®),
administrada por via ora, do 6° ao 15° dia de gestacdo, nas dosagens de 5mg.kg ™ o que equivale
a dosagem utilizada para humanos, 35mg.kg * e 50mg.kg * em ratas Wistar, ndo interfere no
desenvolvimento ponderal, consumo relativo de agua e racdo. As variaveis reprodutivas ndo sao
afetadas com as doses testadas. Entretanto as alteracbes morfologicas observadas com as
dosagens mais elevadas (50mg.kg ), devem ser consideradas. Sendo assim, a preparago
fitoterapica kava kava® pode ser considerada segura quando administrada, na dose até

35mg.kg™, durante o periodo da organogénese em ratas.

Na avaliacdo hepética da preparacéo fitoterapica P. methysticum Forst, Piperaceae (kava
kava®), nas dosagens de 5mg.kg ™, 35mg.kg™ e 50mg.kg * em ratas Wistar, por via oral, do 6°
ao 15° dia de gestacdo, ndo foram observadas alteragfes nas concentragdes das enzimas ALT e
FA. Assim como, ndao foram encontradas alteracdes significativas no histopatolégico do figado

das referidas ratas, evidenciando ndo haver toxicidade hepatica no periodo e doses utilizadas.
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