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RESUMO

O extrato seco do rizoma da planta Piper methysticum G. Forst, popularmente conhecida
como Kava-kava, tem sido amplamente comercializado no Brasil devido a suas propriedades
ansioliticas e sedativas. Embora o uso da planta in natura ou em fitoterapicos seja
amplamente difundido, ndo ha uma monografia completa em compéndios oficiais, além de ser
escassa a literatura disponivel relacionada a Kava-kava. No presente trabalho, foi
desenvolvido e validado um método analitico rapido e eficiente, utilizando cromatografia a
liquido de alta eficiéncia com detecg¢ao de arranjo de diodos, para quantificagdo simultanea
dos marcadores ativos da planta (kavalactonas: metisticina, dihidrometisticina, kavaina,
dihidrokavaina, yangonina e desmetoxiyangonina) presentes em amostras de extrato seco de
kava-kava provenientes de farmacias magistrais. O controle de qualidade dessas amostras
foi realizado por meio de avaliagcdo visual, doseamento e perda por dessecacao. A analise
quantitativa dos extratos demonstrou grande variabilidade nos teores individuais e totais das
kavalactonas entre as amostras. Os parametros farmacocinéticos da kavaina foram
determinados, apds administracao per os do padrao analitico e do extrato de Kava-kava em
camundongos, a partir de método bioanalitico utilizando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial, desenvolvido e validado para a quantificacao deste
marcador em amostras de plasma. A partir dos parametros farmacocinéticos obtidos, a
biodisponibilidade relativa da kavaina isolada e presente no extrato foi determinada e a
ocorréncia de sinergismo farmacocinético entre este marcador e os demais componentes do
extrato da planta foi demonstrada. A toxicidade aguda de extratos de Kava-kava foi avaliada
ap6s administracdo per os em ratos, sendo possivel classificar o extrato como de baixa
toxicidade aguda. A analise histoldgica dos rins e figados dos animais tratados com o extrato
indicaram auséncia de toxicidade aguda nesses 6rgédos. Em relacdo as demais atividades
biolégicas avaliadas, nao foi observada atividade antibacteriana em modelo in vitro para os
extratos. Alguns destes apresentaram atividade antifungica contra Cryptococcus spp, no
entanto, os valores obtidos n&do foram suficientes para a continuidade dos testes em ensaios
in vivo. Visto que a kavaina nao apresentou tal atividade, pressupde-se que ela esteja
relacionada a outros compostos presente no extrato. A atividade antinociceptiva de diferentes
extratos de kava-kava e do padrao analitico da kavaina foi comprovada por meio de modelo
de calor induzido em camundongos, duas horas apds a administracdo dos tratamentos por
via per os. Por meio do teste em haste girante, comprovou-se que o efeito antinociceptivo
observado nao esta relacionado a comprometimento da resposta motora dos animais apds o
tratamento. Os resultados obtidos demonstram a importancia de um controle de qualidade
efetivo para os extratos de Kava-kava, de maneira a assegurar sua eficacia terapéutica e
seguranca durante o uso. Desse modo, o presente trabalho acrescenta informacoes
importantes a literatura cientifica a respeito da atividade, farmacocinética e composigcédo dos
extratos de Kava-kava.

Palavras-chave: Piper methysticum. Kava-kava. Kavalactonas. CLAE-DAD. CLAE-EM/EM.
Farmacocinética. Toxicidade aguda. Atividade antinociceptiva. Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

The dry root extract of the plant Piper methysticum G. Forst, popularly known as Kava-kava,
has been widely marketed in Brazil due to its anxiolytic and sedative properties. Although the
plant consumption in natura or present in herbal medicines is widely diffused, there is no
complete monograph in official compendium and the available literature related to Kava-kava
is scarce. In the present work, a fast and efficient analytical method was developed and
validated, using high performance liquid chromatography with diode array detection, for the
simultaneous quantification of the plant’'s active markers (kavalactones: methysticin,
dihydromethysticin, kavain, dihydrokavain, yangonin and desmethoxyyangonin) present in
Kava-kava extract samples from compounding pharmacies. The quality control of these
samples was performed through visual evaluation, assay and loss on drying. Quantitative
analysis of the extracts showed a high variability in the individual and total contents of
kavalactones between the samples. Kavain’s pharmacokinetic parameters were determined,
after per os administration of the standard and the extract in mice, through a bioanalytical
method, using liquid chromatography tandem mass spectrometry, developed and validated for
the quantification of this marker in plasma samples. Through the obtained pharmacokinetic
parameters, the relative bioavailabilty of kavain isolated and present in the extract was
determined and the occurrence of pharmacokinetic synergism between this marker and other
compounds present in the plant extract was demonstrated. Kava-kava extracts acute toxicity
was evaluated after per os administration in rats and the extract could be classified as low
acute toxicity. Kidney and liver histological analysis of animals treated with the extract indicated
absence of acute toxicity in these organs. Regarding other evaluated biological activities, no
antibacterial activity was observed for the extracts in in vitro models. Some of the extracts
presented antifungal activity against Cryptococcus spp, however, the values obtained were not
enough to continue the tests in in vivo models. Since kavain did not show such activity, it is
assumed that it might be related to other compounds present in the extract. Antinociceptive
activity of different Kava-kava extracts and kavain standard was confirmed through induced
heat model in mice, two hours after per os administration. Through rotarod test, it was proved
that the observed antinociceptive effect is not related to the impairment of the animal’s motor
response after the treatment. The obtained results demonstrate the importance of effective
quality control for Kava-kava extracts, to ensure its therapeutic efficacy and safety during use.
Thus, the present work adds important information to the scientific literature regarding the
activity, pharmacokinetics and composition of Kava-kava extract.

Key-words: Piper methysticum. Kava-kava. Kavalactones. HPLC-DAD. HPLC-MS/MS.

Pharmacokinetics. Acute toxicity. Antinociceptive activity. Antimicrobial activity.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABD Agar Batata Dextrose

ANOVA Andlise de Variancia

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
AOAC Association of Official Analytical Chemists
ASC Area sob a curva

ASD Agar Saboraud Dextrose

ATCC American Type Culture Collection
BDreL Biodisponibilidade relativa

BHI Brain Heart Infusion

C18 Octadecilsilano

CCD Cromatografia em camada delgada
CEUA Comité de Etica no Uso de Animais
CIM Concentragao inibitéria minima
CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia
CLsSI Clinical and Laboratory Standards Institute
Crmax Concentragao plasmatica maxima
CMC Carboximetilcelulose

cQ Controle de qualidade

CQA Controle de qualidade alto

CQB Controle de qualidade baixo

CcQb Controle de qualidade de dilui¢cao
caMm Controle de qualidade médio

cv Coeficiente de variagao

CYP Citocromo P

DHK Dihidrokavaina

DHM Dihidrometisticina

DLso Dose letal mediana

DMSO Dimetilsulfoxido

DPR Desvio padrao relativo

DXY Desmetdxiyangonina

EM Espectrometria de massas

EMA European Medicines Agency
EPEC Escherichia coli enteropatogénica
EPR Erro padrao relativo

ESK Extrato seco de Kava-kava

FAFAR Faculdade de Farmacia

FDA Food and Drug Administration

FM Fator de matriz

g Grama

GABA Acido gama-aminobutirico

GHS Globally Harmonised System

ICB Instituto de Ciéncias Bioldgicas
ICH International Conference on Harmonization
IES lonizagao electrospray

IN Instru¢do normativa

KAV Kavaina

KeL Constante de eliminagao

kg Quilograma

LD Limite de detecgao

LIQ Limite inferior de quantificacao

LIT lon trap linear

LOG Logaritmo

LSQ Limite superior de quantificacao
MAO Monoaminaoxidase

MET Metisticina

mg Miligrama
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INTRODUGAO

Preparacgdes tradicionais do extrato do rizoma da planta Piper methysticum G. Forst
(também conhecida como Kava-kava), por nativos das ilhas do Pacifico, eram
utilizadas na producdo de uma bebida psicoativa com propriedades narcéticas,
ansioliticas e sedativas (BILIA et al., 2004; COTE et al., 2004). Atualmente, as
preparacdes comerciais deste extrato sdo indicadas exclusivamente para uso
ansiolitico, sendo o fitoterapico comercializado por farmacias magistrais por todo o
Brasil (BRASIL, 2014a).

As substancias responsaveis pela agdo farmacoldgica da planta sdo chamadas de
kavalactonas, sendo estas consideradas os marcadores ativos da Kava-kava. Devido
a diversos fatores como colheita, secagem, armazenamento e processamento, suas
concentragdes podem variar entre 3 e 20% de uma planta para outra (PINTO et al.,
2005), fato este que afeta diretamente a intensidade do efeito farmacoldgico. Esta
grande variabilidade encontrada demonstra a necessidade do desenvolvimento de um
meétodo analitico para determinagao do teor das kavalactonas presentes nos extratos,
resultando no efetivo controle de qualidade das formulagdes disponiveis no mercado,
principalmente entre os fornecedores e as farmacias responsaveis pela sua

manipulagao.

O teor de kavalactonas presente nos extratos de Kava-kava também ¢é diretamente
influenciado pelo tipo de solvente utilizado durante o processo, sendo que, juntamente
com as kavalactonas, varia-se também a concentracdo de glutationa presente no
extrato final. Estas diferencas podem estar diretamente relacionadas aos possiveis
efeitos toxicos provenientes do consumo do extrato (WHITTON et al., 2003; XUAN et
al., 2008), fazendo necessaria a avaliagédo da toxicidade aguda dos extatos em modelo

animal, de maneira a garantir o uso seguro pela populagao.

Tendo em vista os relatos da ocorréncia de sinergismo entre as kavalactonas
administradas na sua forma isolada em relacdo a administragao do extrato de Kava-
kava (SPINELLA, 2002; WAGNER e ULRICH-MERZENICH, 2009), torna-se
imprescindivel a avaliagdo do perfil farmacocinético dos marcadores isolados e
presentes no extrato. Sendo entdo possivel avaliar a existéncia do possivel sinergismo

entre os marcadores vegetais e os demais componentes presentes na matriz vegetal,
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além da consequente influéncia desse sinergismo na biodisponilibidade desses
compostos apds sua administracdo oral. De maneira a obter o perfil farmacocinético
da kavaina, principal marcador da planta, faz-se necessario o desenvolvimento de um
método bioanalitico para a quantificagdo do marcador em questdao em amostras

biolégicas.

Ainda a respeito da aplicagéo farmacolégica dos extratos de Kava-kava, além do uso
como ansiolitico preconizado na legislagéo vigente (BRASIL, 2014a), encontram-se
relatos de uso popular para diversas patologias, principalmente relacionadas a uso
antimicrobiano (GUERIN e REVEILLERE, 1984; LOCHER et al., 1995; PEREIRA et
al., 2015) e antinociceptivo (JAMIESON e DUFFIELD, 1990; AMARAL; BERGOLD;
EIFLER-LIMA, 2005). No entanto, sdo encontradas poucas referéncias na literatura a

respeito destas atividades, especialmente em se tratando de estudos in vivo.

Em vista do amplo uso dos extratos de Kava-kava pela populacdo e da grande
variabilidade encontrada para esses extratos, seja pelo modo de cultivo ou de
extracdo, ha a necessidade de se obter maiores informacdes a respeito do extrato da
planta e dos seus marcadores ativos. Com isso, por meio do desenvolvimento de
métodos analiticos e bioanaliticos para quantificacdo dos principais marcadores da
planta, além da avaliacdo da sua toxicidade aguda e atividades bioldgicas, torna-se
possivel um melhor entendimento tanto das a¢des farmacoldgicas quanto dos seus
possiveis efeitos adversos, trazendo assim uma maior eficacia e seguranca durante

Seu uso.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Piper methysticum G. Forst

O Piper methysticum G. Forst, pertencente a familia das Piperaceae (pimentas), é
popularmente conhecido como Kava-kava, também sendo denominado como ava-
ava, yati, yagona e yangona. E uma planta nativa das ilhas do Pacifico (Melanésia,
Micronésia e Polinésia) na Oceania, onde o extrato do seu rizoma era utilizado na
producao de uma bebida psicoativa homénima, devido a suas propriedades narcéticas
e de sedagao, que conferiam bem-estar e reducéo da ansiedade e fadiga (BILIA et al.,
2004; COTE et al., 2004).

A Kava-kava é um arbusto com dois a trés metros de altura, apresentando folhas
grandes e rigidas, possuindo de 9 a 13 nervuras principais. Seu caule é subterraneo
do tipo rizoma (Figura 1) podendo pesar até 10 kg, ramificado, suculento, com varias
raizes, cor negro-acinzentado por fora e esbranqui¢gado no interior. A parte central do
rizoma € bastante porosa com feixes lenhosos e finos, dando origem a malhas sob a
casca. Seus extratos sdo preparados por meio da extragcdo com etanol-agua ou
acetona-agua, gerando cerca de 30% e 70% de kavalactonas, respectivamente
(SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002; JUSTO e SILVA, 2008).

Figura 1— Piper methysticum G. Forst: arbusto (a), folha (b), rizoma (c), rizoma em p6 (d).

a)

Fonte: Google images (a, b, d) e SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002 (c).
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1.2 Composicao fitoquimica

A Kava-kava apresenta em sua composicdo compostos como taninos, acidos
benzoicos e cinamicos, agucares, estigmasteroal, pironas, flavocavainas,
kavalactonas, dentre outros (CORDEIRO; CHUNG; SACRAMENTO, 2005). Sendo
que as kavalactonas estdo associadas a acgao farmacologica e apresentam-se
quimicamente como uma mistura de lactonas lipofilicas contendo um esqueleto a-
pirona. Atualmente existem mais de 20 derivados de kavalactonas isolados e
identificados, sendo que as seis principais sédo: yangonina (YAN), kavaina (KAV),
metisticina (MET), desmetoxiyangonina (DXY), diidrokavaina (DHK) e
diidrometisticina (DHM) (Figura 2) (SINGH, 1992; BILIA et al., 2004; COTE et al.,
2004; XUAN et al., 2008).

Figura 2 — Estrutura quimica das principais kavalactonas presentes no rizoma de Kava-kava.

0
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A maior concentragao de kavalactonas é encontrada nas raizes da Kava-kava (Tabela
1), composta principalmente por KAV e MET, diminuindo progressivamente em
direcado as folhas onde estao presentes em maior quantidade a DHK e a DHM. De
acordo com Schulz et al (citado por JUSTO e SILVA, 2008), a planta seca deve
apresentar no minimo 3,5% de kavalactonas calculadas como KAV. Sendo que as
concentragdes podem variar de 3 a 20% de uma planta para outra, devido a fatores

como colheita, secagem, armazenamento e processamento (PINTO et al, 2005).
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Tabela 1 — Concentragdo das kavalactonas presentes no rizoma de Kava-kava (SCHULZ; HANSEL;
TYLER, 2002).

Kavalactona Concentragdao média (%)
Kavaina 1,0-2,0
Diidrokavaina 06-1,0
Metisticina 1,2-2,0
Diidrometisticina 0,5-0,8
Yangonina 1,0-17
Desmetoxiyangonina 0,6-1,0

Preparagdes tradicionais dos extratos de Kava-kava sao realizadas a partir de uma
extragdo aquosa do rizoma da planta, resultando em concentracdées menores de
kavalactonas devido sua elevada lipossolubilidade (Tabela 2) (WHITTON et al., 2003).
No entanto, as formas comercializadas do extrato sdo provenientes de uma extragao
utilizando solventes organicos (por exemplo, etanol e acetona), o que
consequentemente aumenta a concentragdo de kavalactonas presente no extrato
final. Um segundo composto que tem sua concentracao influenciada pelo solvente de
extragao utilizado é a glutationa que, devido a sua baixa lipossolubilidade, se encontra

em maior concentragdo em extratos aquosos (XUAN et al, 2008).

Tabela 2 - Extracédo de kavalactonas do rizoma de P. Methysticum utilizando diferentes solventes

(WHITTON et al., 2003).

Solvente % kavalactonas
Acetona 100
Etanol 96% 100
Etanol 25% 15
Agua 2,97

1.3 Comercializagao e aspectos regulatérios da Kava-kava

A comercializacao de fitoterapicos a base de extrato de Kava-kava € muito comum em
farmacias magistrais, sendo que entre os anos de 1999 a 2002, esteve entre os 10
medicamentos fitoterapicos mais vendidos no Brasil (BARBOSA; LENARDON;
PARTATA, 2013). Suas capsulas sdo manipuladas em doses que variam de 100 a
600 mg do extrato por dia, sendo comercializadas para diversas indicagdes, como por

exemplo, insbnia, estresse, fadiga, inflamagdes osteoarticulares e outras mais
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(LEMNIS, 2018; FARMALIZ, 2018; DERMACARE, 2018). No entanto, de acordo com
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o extrato de Kava-kava é
indicado somente como ansiolitico e para o tratamento da insénia, sendo as demais

aplicacdes consideradas de uso popular (BRASIL, 2014a).

O Piper methysticum G. Forst. encontra-se na Lista de medicamentos fitoterapicos de
registro simplificado e na Lista de produtos tradicionais fitoterapicos de registro
simplicado, publicadas pela ANVISA na Instrugdo Normativa (IN) n° 2, de 13 de maio
de 2014. De acordo a IN n° 2, a dose recomendada é de 60 a 210 mg de kavalactonas,
enquanto o Memento Fitoterapico da Farmacopeia Brasileira informa que a dose deve
ser de 200 mg do extrato contendo 30% de kavalactonas, trés vezes ao dia (BRASIL,
2014a; MEMENTO, 2016). Em 2014, a ANVISA, aprovou a bula-padrdo para os
medicamentos fitoterapicos obtidos a partir do extrato de Piper methysticum, essa
norma restringe que a venda do extrato de Kava-kava deve ser realizada somente sob

prescricdo medica, com uso por no maximo dois meses (BRASIL, 2014c).

E possivel encontrar uma monografia para o Piper methysticum no volume 2 da WHO
Monographs on Selected Medicinal Plants, onde sao citados os testes de identificagcao
gerais, como a cromatografia em camada delgada (CCD) para a avaliacdo da
presenca de kavalactonas, testes de pureza e ensaios quimicos: espectrofotometria
na regidao do infravermelho e cromatografia (WHO, 2004). Neste caso, a monografia
cita duas referéncias: o Hagers Handbook de Pratica Farmacéutica (Hagers Handbuch
der Pharmazeutischen Praxis, 1994), em que a quantificagdo das kavalactonas pode
ser feita utilizando fase movel composta por hexano e dioxano, e as kavalactonas sao
quantificadas utilizando somente o padrao de KAV; e o estudo qualitativo desenvolvido
por He e colaboradores em que se utiliza um sistema cromatografico acoplado a um
espectrometro de massas (HE; LIN; LIAN, 1997).

A falta de uma monografia completa para a Kava-kava em compéndios oficiais atuais
dificulta o controle de qualidade efetivo relacionado ao comércio de extratos de Kava-
kava no Brasil. Esse fator, somado a variagdo da concentracdo de kavalactonas do
extrato relacionada a variantes como: idade da planta, localizagdo geografica do
cultivo e sazonalidade da coleta, podem levar a diferengcas significativas nas

formulagdes disponiveis no mercado.
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1.4 Farmacodinamica e farmacocinética das kavalactonas

Dentre os efeitos terapéuticos atribuidos ao extrato de Kava-kava podem ser citados,
principalmente, sua agao sedativa e ansiolitica (WHO, 2004; SINGH; SINGH, 2012).
No entanto, o mecanismo de acao relacionado a esses efeitos ainda nao esta bem
definido, podendo ser encontradas na literatura informacdes distintas e até mesmo
contraditorias a seu respeito. Devido a caracteristica lipofilica das kavalactonas, é
possivel que elas atuem na membrana lipidica celular, agindo diretamente pelo
bloqueio dos canais iGnicos voltagem-dependentes, pela interagcdo com sistemas
monoamina levando ao bloqueio de recaptacao de norepinefrina e ainda pela inibigao
de monoamina oxidase (MAO). Além disso, podem ter uma influéncia na
neurotransmissdo GABAérgica (acido gama-aminobiturico, GABA), serotoninérgica,
noradrenérgica e dopaminérgica (CAIRNEY; MARUFF; CLOUGH, 2002; GLEITZ,
BEILE; PETERS, 1995; GLEITZ; BEILE; PETERS, 1996; BAUM; HILL;
ROMMELSPACHER, 1998; SEITZ; SCHULE; GLEITZ, 1997; WALDEN et al.,
1997a,b; UEBELHACK; FRANKE; SCHEWE, 1998).

Estudos farmacoldégicos em animais, desenvolvido por Schenkel e colaboradores,
indicam que as agbes sedativas da Kava-kava estariam relacionadas a ativagdo da
transmissao dopaminérgica e serotoninérgica na regiao mesolimbica, gerando uma
reducdo da excitabilidade emocional e causando alteragdes comportamentais
(SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2001). No entanto, estudos encontrados na
literatura afirmam que as kavalactonas n&o estdo relacionadas as alteracbes nos
niveis dos neurotransmissores dopamina e serotonina (SCHULZ; HANSEL; TYLER,
2002). Apos a administragéo crénica de KAV isolada n&o foram registradas alteragbes

significativas nos niveis de dopamina e serotonina em ratos (BOONEN et al., 1998).

Em relagdo a acdo das kavalactonas nos receptores GABA, ao mesmo tempo que
podem ser encontrados estudos referentes a sua modulagao gerando o efeito sedativo
inerente ao extrato de Kava-kava (JUSSOFIE; SCHMIZ; HIEMKE, 1994; YUAN et al.,
2002), também é possivel encontrar estudo relatando a auséncia de atividade nestes
sitios e também nos sitios de ligacdo dos benzodiazepinicos, a partir da resina da

Kava-kava e das kavalactonas propriamente ditas (DAVIES et al.,1992).

As kavalactonas sao normalmente metabolizadas no figado pelo sistema do citocromo

P450 (CYP450), responsavel pela degradacédo de farmacos e toxinas presentes no
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plasma. Além disso, a glutationa possui um papel importante na conversao de fase Il
das lactonas, se ligando irreversivelmente e levando a abertura do anel, originando
produtos residuais excretaveis pela urina e fezes (WHITTON et al., 2003; COTE et al.,
2004; XUAN et al., 2008).

Em estudos desenvolvidos por Singh e, em seguida, por Robinson, apdés as
administragcdes per os (p.o.), em camundongos, das seis kavalactonas principais
isoladas, foi observado que a KAV e DHK foram rapidamente absorvidas pelo trato
gastrintestinal (10 minutos), seguido da MET e DHM (30-45 minutos), enquanto que a
YAN e DXY foram pouco absorvidas e rapidamente eliminadas (SINGH, 1992;
ROBINSON et al., 2009). Quando somente a KAV foi administrada na sua forma
isolada, foi demonstrado que apds a ingestdo de 200 mg, sua concentragao
plasmatica maxima (Cmax) obtida foi de 18 ng/mL e alcangada em 1,8 horas (Tmax),
com uma meia-vida (t1/2) de 9 horas (TARBAH et al., 2003). Ja Tarbah e colaboradores
obtiveram valores de concentragao plasmatica entre 10 e 40 ng/mL, em coletas de
sangue humano, dentre 1 e 4 horas apds a administragdo de capsulas contendo 800
mg de KAV, no entanto nao foi realizado um estudo farmacocinético para a KAV
(TARBAH et al., 2003).

Mathews e colaboradores avaliaram os parametros farmacocinéticos para o isbmero
(+)-KAV na sua forma isolada (100 mg/kg) ou adicionado ao extrato de Kava-kava
(totalizando 100 mg/kg de KAV), ambos em dose unica. Foram obtidos valores de Cmax
e Tmax de 2,6 ug/mL e 0,88 horas para KAV isolada e 5,4 ug/mL e 2,5 horas para KAV
co-administrada no extrato, respectivamente. Também foi realizada a comparagao
entre os parametros farmacocinéticos obtidos apds a administragao p.o. em ratos, de
100 mg/kg de (+)-KAV em dose unica e em doses multiplas (durante 7 dias). Os
pesquisadores nao observaram diferencas farmacocinéticas entre os dois modos de
administracao (MATHEWS et al., 2005).

1.5 Sinergismo entre os compostos presentes na Kava-kava

Diferente de uma substancia sintetizada, as plantas medicinais contém varias
substancias ativas que atuam em combinagao, sendo que em alguns casos, o efeito
terapéutico em questao sé pode ser percebido por meio dessas interagdes, nao sendo

detectado ao se analisar cada constituinte isoladamente (SPINELLA, 2002).
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De acordo com dados disponiveis na literatura, é possivel que dois tipos de sinergismo
ocorram entre os compostos presentes no extrato de Kava-kava: farmacocinético,
baseado no aumento da solubilidade e da biodisponibilidade dos marcadores vegetais
do extrato; e farmacodindmico, resultante de substancias isoladas do extrato atuando
em um unico alvo ou em uma variedade de alvos, levando a uma potencializagcao dos
efeitos farmacoldgicos ou a uma cooperagao agonista (SPINELLA, 2002; WAGNER e
ULRICH-MERZENICH, 2009).

A respeito do possivel sinergismo farmacodinamico entre os compostos presentes no
extrato de Kava-kava, sabe-se que a combinacdo das kavalactonas KAV e DHM
atuam de maneira aditiva na inibigao de canais de calcio (WALDEN et al., 1997a,b) e
que a sua agao nos receptores GABA juntamente com essa inibigcdo dos canais pode
levar a um efeito depressivo aditivo (TAKAHASHI et al., 1999). O efeito da Kava-kava
na norepinefrina e na MAO sdo menos potentes do que aqueles comumente
associados aos antidepressivos, porém, sua combinagao com os demais efeitos da
planta pode aumentar seu efeito terapéutico no tratamento da ansiedade generalizada
(BOERNER E MOLLER, 1999; RICKELS, 1993; SPINELLA, 2002).

Ja em relagao ao sinergismo farmacocinético, em estudo desenvolvido por Keledjian
e colaboradores, foi observado que o acesso das kavalactonas ao cérebro foi maior
quando estas foram administradas conjuntamente do que na sua forma isolada
(KELEDJIAN et al., 1988). Esse possivel sinergismo farmacocinético pode estar
relacionado a maior concentracdo de kavalactonas disponivel, levando a uma
competicao pelos sitios de ligagao plasmaticos e consequente aumento da fragao livre
dos compostos presentes no extrato, resultando em um maior acesso a regiao
cerebral (SPINELLA, 2002). Porém, ha uma segunda hipétese que pode estar
relacionada diretamente a esse efeito sinérgico: a regulagao do metabolismo intestinal
levando a um aumento da biodisponibilidade dos marcadores (YANG et al, 2014).
Quando as kavalactonas YAN e DXY sao administradas por via oral na sua forma
isolada, elas ndo possuem atividade, porém quando o extrato de Kava-kava é
administrado, ha um aumento da absorcao intestinal e consequentemente da sua
poténcia (MEYER, 1967).

Entretanto, ainda ha uma escassez de artigos na literatura cientifica que avaliem a

biodisponibilidade relativa da KAV isolada em relagdo aquela presente no extrato de
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Kava-kava e o sinergismo farmacocinético entre este marcador e os demais
compostos presentes no extrato, principalmente empregando técnicas modernas de

quantificacao e deteccao.

1.6 Toxicidade do extrato de Kava-kava

Varios fatores relacionados a dose, plantio, partes utilizadas e tipo de extragcdo de uma
planta medicinal podem estar relacionados aos possiveis efeitos toxicoldgicos
decorrentes de seu uso. O impacto desses fatores sobre a toxicidade da planta esta
diretamente relacionado a sua influéncia na variacdo na quantidade dos principios

ativos presentes, no caso da Kava-kava, as kavalactonas (WHO 2004; EMA, 2016).

As disparidades encontradas entre os modos de preparo tradicional e comercial dos
extratos de Kava-kava implicam em possiveis variagdes nas suas atividades
bioldgicas e nos possiveis efeitos toxicos, principalmente hepaticos. Essas variagoes
encontradas estao diretamente relacionadas a quantidade de kavalactonas presentes
no extrato que serao definidas conforme o solvente utilizado durante a extracéo.
Dentre os possiveis mecanismos relacionados aos efeitos hepatotdxicos dos extratos
de Kava-kava, podem ser citados a redu¢do dos niveis de glutationa, inibicdo do
CYP450 e possiveis contaminagbes dos extratos (WHITTON et al., 2003;
CLOUATRE, 2004).

A medida que se tem uma maior concentragdo de kavalactonas disponivel no
organismo, ha saturagédo das vias enzimaticas hepaticas durante sua metabolizagéao,
relacionada a possivel deplecdo da concentragdo de glutationa livre, levando a uma
deficiéncia na conversao das kavalactonas em produtos excretaveis e possivelmente
a ocorréncia de efeitos téxicos (WHITTON et al., 2003; COTE et al., 2004; XUAN et
al.,, 2008). Uma segunda possibilidade para a redugdo da metabolizacdo das
kavalactonas esta relacionada a sua acao sobre as enzimas do CYP450. Podem ser
encontrados na literatura estudos a respeito da influéncia de diferentes extratos,
preparacao tradicional, comprimidos comercializados, e de kavalactonas isoladas
(KAV, MET, DHM e DXY) sobre as isoformas CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4 e
4A9/11. Dentre os compostos isolados, todos apresentaram agao inibitoria sobre as

atividades das isoformas em questao, com excecao da KAV. Ja em relacao aos tipos
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de extrato, percebeu-se que a inibicdo foi mais pronunciada nas preparacoes
comerciais, fato provavelmente relacionado a maior concentragdo de kavalactonas
presentes na preparacdo (MATHEWS; ETHERIDGE; BLACK, 2002; COTE et al.,
2004).

Ainda em relacdo as enzimas do CYP, os relatos conflitantes a respeito da
hepatotoxicidade de extratos de Kava-kava podem ser explicados pela ocorréncia de
um polimorfismo genético relacionado a uma deficiéncia na isoforma CYP2D6 (SINGH
e DEVKOTA, 2003). De acordo com Wanwiolruk, a incidéncia de fendtipos com baixa
metaboliza¢ao pelo CYP2D6 na populagao polinésia aparenta ser menor do que em
populagdes caucasianas, cerca de 1% e 7-9% respectivamente (WANWIOLRUK et
al., 1998; POOLSUP; PO; KNIGHT, 2002). Visto que essa enzima & uma das
principais metabolizadoras das kavalactonas, essas diferengas genéticas entre os
dois grupos étnicos juntamente com a distingao entre as formas de preparo do extrato
tradicional para o comercial estdo diretamente relacionadas a variagao da resposta
toxica pelo consumo da Kava-kava (SINGH e DEVKOTA, 2003).

As preparagdes de extratos de plantas encontram-se frequentemente contaminadas
com metais pesados, microrganismos, substancias toxicas e adulteracdes pela adigao
de farmacos sintéticos e/ou o uso de diferentes partes da planta (BOGUSZ; AL
TUFAIL; HASSAN, 2002), como ocorre no caso da preparagao dos extratos de Kava-
kava. O modo tradicional de preparo da bebida homénima utiliza principalmente as
partes subterraneas da planta, porém produtos comerciais podem conter partes
aéreas como folhas e hastes. Essas partes da planta contem alcaloides na sua
composi¢cao, que podem contribuir para a ocorréncia de efeitos hepatotoxicos pelo
consumo do extrato. Testes in vitro com a exposi¢cao de células de hepatoma humano
a pipermetistina, principal alcaloide da Kava-kava, sugerem que o composto € capaz
de causar morte celular pela interrupcdo da fungdo mitocondrial, levando a redugao
dos niveis celulares de ATP (NERURKAR; DRAGULL; TANG, 2004).

De acordo com o Memento Fitoterapico do Piper Methysticum publicado em 2016,
apo6s a administracao do extrato acetdnico padronizado em 70% de kavalactonas, em
camundongos e em ratos, foram obtidos valores de DLso maiores que 1,5 g/kg (via
oral) e 0,360 g/kg (via intraperitonial). Estas dosagens levaram a efeitos como redugéo

da motilidade, ataxia, sedagéo, inconsciéncia e morte por parada respiratoria. Além
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disso, foram obtidos resultados semelhantes apds administracdo de DHM e DHK

isoladas, tanto por via intraperitonial quanto intragastrica (MEMENTO, 2016).

Dentre os estudos disponiveis na literatura relacionados a toxicidade aguda in vivo
por via oral dos extratos de Kava-kava sdo encontradas informacgdes diversas a
respeito dos efeitos hepaticos possivelmente causados pelas kavalactonas. Em um
primeiro momento, apds a administragcado dos extratos aquoso (SINGH e DEVKOTA,
2003), metandlico (LIM et al., 2007) e etandlico (SORRENTINO; CAPASSO;
SCHMIDT, 2006) de Kava-kava em ratos, ndo foram observadas alteracdes
significativas na fungao hepatica, sugerindo auséncia de efeito hepatotéxico. Apos
estudo de toxicidade crbnica de 3 e 6 meses desenvolvido por Sorrentino e
colaboradores, também n&o foram observados sinais de toxicidade relacionados ao
extrato de Kava-kava devido a auséncia de alteragdes nos parametros bioquimicos e
hematoldgicos, assim como nas analises macroscopicas e histoldgicas dos érgaos
avaliados (SORRENTINO; CAPASSO; SCHMIDT, 2006).

No entanto, em estudos subsequentes, apds a administragdo do extrato bruto de
Kava-kava em ratos e camundongos foram observados efeitos dose-dependentes,
como a ocorréncia de sinais clinicos e aumento do peso do figado, além de alteragdes
nos niveis génicos, metabolizagdo de xenobidticos, resposta ao estresse oxidativo e
na fungao mitocondrial, 0 que poderia levar aos efeitos hepatotoxicos relacionados ao
consumo do extrato (GUO et al., 2010; BEHL et al., 2011).

Em relacdo aos estudos disponiveis na literatura a respeito dos possiveis efeitos
hepatotoxicos relacionados ao consumo de extratos de Kava-kava, encontram-se
relatos de caso em humanos e a avaliacdo dos sinais clinicos observados. Em
documento publicado pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS, do inglés World
Health Organization, WHO), foram relacionados 93 relatos de caso de hepatoxicidade
associada ao uso de produtos a base de Kava-kava (WHO, 2007). Dentre os relatos
em que foi informado o tipo de extrato de Kava-kava consumido, é possivel observar
uma maior incidéncia dos efeitos hepatotdxicos apds o consumo do extrato etandlico

da planta, principalmente por mulheres entre 30 e 60 anos (Figura 3).
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Figura 3 — Relag&o entre o tipo de extrato de Kava-kava consumido em fung&o do sexo e idade do

individuo, dentre os relatos de caso a respeito dos possiveis efeitos hepatoxicos provenientes do seu

consumo.
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Possiveis explicagdes para tal fato seriam a prevaléncia de seu uso pela populacgéao,
principalmente ocidental, e o uso concomitante de outras substancias possivelmente
relacionadas aos efeitos hepatotoxicos, visto que dentre os 23 individuos que fizeram
uso do extrato etanolico, 14 estavam fazendo uso de substancias passiveis de ter
relacdo com os efeitos apresentados. Dentre as substancias utilizadas nesses casos
podem ser citadas: anticoncepcionais orais, antidiabéticos, inibidores da bomba de
prétons, antiinflamatorios, antihipertensivos, antidepressivos, dentre outos; além do

uso de outras plantas medicinais (valeriana).

De acordo com a OMS, as elevadas taxas de toxicidade relatadas apdés o consumo
de extratos organicos de Kava-kava podem estar relacionados ao uso de partes
incorretas da planta e de cultivares inapropriados, devido a auséncia de padronizacao

somado a um controle de qualidade inadequado (WHO, 2007).

1.7 Atividades biolégicas da Kava-kava

Fitoterapicos a base de Kava-kava podem ser encontrados na forma de extrato seco,
capsulas, tinturas e extratos fluidos. A principal atividade farmacolégica da planta é a

atividade ansiolitica, sendo comparadas aos efeitos de alguns benzodiazepinicos
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(PEPPING, 1999), no qual é relatada a ligagdo das kavalactonas aos receptores
benzodiazepinicos (JUSSOFIE; SCHMIZ; HIEMKE, 1994). Outros autores atestam
que os efeitos ansioliticos sdo decorrentes da modulagdo do sistema limbico em
processos emocionais (HOLM et al., 1991). Ha estudos que demonstram a atividade
psicotropica das kavalactonas devido a inibigdo da MAO (UEBELHACK; FRANKE;
SCHEWE, 1998). Apresentam ainda propriedades anticonvulsivantes por inibirem os
canais de sodio voltagem dependentes (GLEITZ; BEILE; PETERS, 1995).

Na medicina popular ha relatos do uso da planta nos casos de gonorreia, vaginite,
problemas menstruais, doengas venéreas, incontinéncia urinaria e doengas do trato
urinario (SINGH, 1992; PEPPING, 1999; WHO, 2004; BILIA et al., 2004; COTE et al.,
2004).

1.7.1 Atividade antinociceptiva

A busca por novos agentes com atividade antinociceptiva € de grande interesse tanto
para a industria farmacéutica quanto para a saude publica e, atualmente, ha um
aumento no numero de estudos relacionados ao uso de produtos naturais com esse
tipo de atividade. Mesmo encontrando na literatura alguns indicios sobre a atividade
antinociceptiva dos extratos de Kava-kava, ainda nao foram conduzidos estudos in
vivo mais aprofundados sobre este tema, principalmente relacionados a fragao mais

comercializada atualmente, o extrato etandlico de Kava-kava.

Dentre os estudos em modelo animal para avaliagao da atividade antinociceptiva da
Kava-kava, podem ser citados os trabalhos desenvolvidos por Jamieson e Duffield,
em que a resina de kava e o extrao aquoso foram avaliados nos testes de imersao da
cauda e constricdo abdominal (por acido acético), apdés administragcdo por via
intraperitoneal e oral, respectivamente. Foi observado que tanto o extrato aquoso
quanto a resina apresentaram efeitos antinociceptivos em ambos os testes. Ja em
relacdo as kavalactonas purificadas, somente KAV, DHK, MET e DHM apresentaram
efeito no teste de imersao de cauda, apds administragao por via intraperitoneal. Neste
mesmo estudo, os autores observaram que a administragdo de doses de naloxona,
suficientes para inibir a analgesia relacionada a morfina, em ambos os testes nao
levaram a reversdo das propriedades analgésicas dos extratos de Kava-kava,
demonstrando desse modo que sua analgesia ocorre por via ndo-opidide (JAMIESON
e DUFFIELD, 1990).
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Em relacdo a avaliagao das propriedades antinociceptivas de kavalactonas sintéticas,
Amaral e colaboradores observaram que as lactonas sintetizadas pelo grupo foram
capazes de inibir as constricdes abdominais, induzidas por acido aceético em
camundongos, apos a administracdo de 10 mg/kg por via intraperitonial, além de
aumentar significativamente o tempo de reacdo dos animais no teste de placa quente
(AMARAL; BERGOLD; EIFLER-LIMA, 2005).

1.7.2 Atividade antimicrobiana

Alguns indicios de atividades antifungica e antibacteriana in vitro, pelo uso de extratos
de Kava-kava, podem ser encontrados na literatura. Locher e colaboradores
realizaram dois estudos, um relacionado a atividade antibacteriana do extrato aquoso
das folhas de Kava-kava e o outro relacionado a atividade antifungica do extrato
aquoso das hastes da planta. A partir das analises realizadas, foram observados
valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) de 1000, 125 e
1000 pg/mL para os fungos Microsporum canis, Epidermophyton floccosum e
Trycophytum rubrum, respectivamente. No entanto, ndo foi observada nenhuma
atividade antibacteriana frente as bactérias, sendo testadas: Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (LOCHER et al.,
1995).

Em um estudo mais recente, Pereira e colaboradores analisaram a atividade
antibacteriana do extrato hidroalcodlico do rizoma de Kava-kava frente as bactérias S.
aureus e E. coli, sendo obtidos os valores de CIM de 1,0 e 125 ug/mL, respectivamente
(PEREIRA et al., 2015). Ainda em relagao aos extratos hidroalcodlicos, em estudo
desenvolvido por Guérin & Reéveillere, foi observado que os extratos inibiram o
crescimento in vitro dos fungos: Aspergillus fumigatus, A. niger, Penicillium digitatum,
Rhizopus nigricans, Trichophyton mentagrophytes, Candida albicans e
Saccharomyces pastorianus (GUERIN e REVEILLERE, 1984).

1.8 Métodos de quantificagao de kavalactonas
1.8.1 Métodos de quantificagao analiticos

Na literatura, € possivel encontrar relatos de métodos para a quantificacido de

kavalactonas em produtos compostos por Kava-kava datando desde 1966, em que
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Young e colaboradores utilizaram CCD combinada a espectrofotometria na regido do
ultravioleta (UV) para a determinagao das seis principais kavalactonas presentes no
extrato de Kava-kava (YOUNG et al., 1966). Com o passar dos anos, outras técnicas
cromatograficas com maior sensibilidade comegaram a ser utilizadas para a avaliagao
do teor de kavalactonas como, por exemplo, a cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE). Na Tabela 3 estdo descritas as condigdes das metodologias analiticas
utilizadas nos trabalhos encontrados na literatura que utilizam a técnica CLAE para a

quantificacdo de kavalactonas em amostras de Kava-kava.

Como pode ser verificado na Tabela 3, ha a ocorréncia de fatores em comum nos
métodos de quantificagdo apresentados relacionados a temperatura da coluna, fase
aquosa, solventes organicos e comprimento de onda de detec¢cdo. Em relagédo a
temperatura da coluna, normalmente é esperado uma menor seletividade e resolugao
entre os picos cromatograficos em temperaturas elevadas quando sao analisados
compostos ndo-idnicos (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010). No entanto, o oposto
pode ser observado nas analises de kavalactonas em que a resolucéo e a seletividade

tem valor 6timo em temperaturas acima de 40 °C.

Em relacdo a fase moével, praticamente todos os trabalhos avaliados utilizaram fase
aquosa acidificada, a partir da adicdo de cerca de 0,1% de acido acético ou férmico,
mesmo com a auséncia de grupos ionizaveis nas moléculas avaliadas. Ja a respeito
da fase organica, nota-se que os solventes predominantemente utilizados foram a
acetonitrila e o isopropanol, sendo utilizados simultaneamente na maioria das vezes.
O modo de eluicdo em gradiente foi muito utilizado dentre os métodos com detecgéo
por espectrometria de massas (EM), ja para os artigos que fizeram uso da detecgao
na regidao do UV, ambos os modos de eluigao (isocratico e gradiente) foram aplicados.
No entanto, com excecao dos estudos desenvolvidos por LIU e SCHMIDT, os tempos
de corrida necessarios para a quantificacao dos analitos foram maiores do que 20M
minutos (SCHMIDT; MOLNAR, 2002; LIU et al., 2018).
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. .. . A(nm) Temperatura  Tempo de L
Detecgdao Eluigao Fase aquosa Fase organica Referéncia
(°C) corrida (min)
acido acético 0,25% metanol 45 45 HE, 1997
Gradiente acido acético 1% (5% acetonitrila) isopropanol (agua) 60 40 JAGER, 2004
EM acido férmico 0,1% acetonitrila 40 25 BOBELDJIK, 2005
acido formico 0,1% acetonitrila NC 24 LHUISSIER, 2017
NC acido acético glacial 0,1% acetonitrila:isopropanol NC 40 GAUB, 2004
agua isopropanol 240 60 15 SCHMIDT, 2002
Gradiente agua (5% acetonitrila) isopropanol:acetonitrila 240 60 32 JAGER, 2004
acido aceético 0,1% isopropanol:acetonitrila 240 30 50 MEISSNER, 2005
acido formico 0,1% isopropanol:acetonitrila 240/355 55 10 LIU, 2018
- dioxano/hexano 240 15 > 100 HABERLEIN, 1996
acido acético 0,1% metanol:acetonitrila 220 40 36 SHAO, 1998
uv agua acetonitrila:etanol 246 ambiente 40 GANZERA, 1999
- hexano:dioxano 246 ambiente 30 GANZERA, 1999
Isocréatico acido fosférico 0,1% acetonitrilazisopropanol 220 40 <30 DENERY, 2004
agua acetonitrila:metanol 240/350 40 40 COTE, 2004
acido acético 0,1% isopropanol:acetonitrila 240 60 30 HU, 2005
acido férmico 0,1% isopropanol:acetonitrila 246 ambiente NC WARBURTON, 2007
tampao fosfato 0,1% acetonitrila:isopropanol 246 40 > 20 GURLEY, 2006

NC = ndo consta

A = comprimento de onda de detecao
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Uma observagao importante a respeito dos artigos que fizeram uso de UV como modo
de deteccdo € que muitos ndo apresentaram resolucdo entre todos os picos
cromatograficos, principalmente entre os pares de marcadores estruturalmente
semelhantes: MET/DHM e YAN/DXY (GANZERA; KHAN, 1999; DENERY et al., 2004;
COTE et al., 2004; MEISSNER; HABERLEIN, 2005). O estudo desenvolvido por Liu e
colaboradores considerou a resolugdo minima aceitavel de 1,0, de acordo com guia
da Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (AOAC, 2003; LIU et al., 2018).

Uma segunda deficiéncia comum entre os artigos encontrados, independente da
técnica de deteccao utilizada, esta relacionada a etapa de validacdo. A maioria dos
trabalhos nao relatou a validagao do método analitico utilizado (HE; LIN; LIAN, 1997;
HABERLEIN; BOONEN; BECK, 1997; SCHMIDT; MOLNAR, 2002; DENERY et al.,
2004; COTE et al., 2004; GAUB et al., 2004; MEISSNER; HABERLEIN, 2005;
LHUISSIER et al., 2017) ou apresentou somente os dados referentes a curva de
calibracdo (GANZERA; KHAN, 1999; JAGER et al., 2004; GURLEY et al., 2006).
Dentre os que relataram a validagdo do método apresentado, foram avaliados os
parametros de linearidade, precisao, recuperacao e sensibilidade, no entanto, nenhum
dos artigos encontrados avaliou o efeito matriz. Esse parametro ndo é obrigatério de
acordo com o0s guias para validagdo analitica comumente utilizados, porém, se
tratando de amostras de extrato vegetal que devem ser consideradas matrizes
complexas devido a sua composicado, faz-se necessaria a avaliagdo da possivel

ocorréncia de efeito matriz no método desenvolvido.

1.8.2 Métodos de quantificagao bioanaliticos

Dentre os trabalhos disponiveis na literatura a respeito da quantificagcdo de
kavalactonas em amostras bioldgicas utilizando CLAE, ambas as técnicas de
deteccdo, EM e UV, foram empregadas. A concentragao dos analitos foi avaliada em
diferentes matrizes: urina, sangue e plasma, de fonte humana e animal (ratos). Dentre
os trabalhos encontrados, apenas o desenvolvido por Wang e colaboradores avaliou
as seis principais kavalactonas em seu estudo (WANG et al.,, 2018), os demais
avaliaram apenas a KAV, sendo esta a unica substancia (TARBAH et al, 2003;
MATHEWS et al., 2005) ou em conjunto com substancias de diferentes plantas
(CARLIER et al., 2015) ou classes (FERNANDEZ et al, 2007).
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Quando a EM foi utilizada como técnica de detecgédo, empregou-se fonte de ionizagao
do tipo electrospray (IES) no modo positivo ou aquecido (Heated-IES), acoplada ao
analisador do tipo triplo quadrupolo — QqQ (FERNANDEZ et al., 2007; CARLIER et
al., 2015) ou quadrupolo-orbitrap (WANG et al, 2018).

Como demonstrado na Tabela 4, com excecado do método desenvolvido por Mathews
e colaboradores que utilizou eluicdo isocratica, todos os trabalhos encontrados
fizeram uso de eluicdo gradiente. Estes por sua vez utilizaram fase aquosa acidificada
em sua fase mével, com fase orgénica composta majoritariamente por acetonitrila. A
partir do levantamento realizado, foi possivel observar que os tempos de corrida dos
meétodos em questao apresentaram uma grande variagao, de 10 a 25 min. No entanto,
vale a pena ressaltar que os trabalhos com menor tempo de corrida avaliaram
somente um analito (TARBAH et al., 2003; MATHEWS et al., 2005) ou utilizaram
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) (CARLIER et al, 2015).

Como pode ser observado na Tabela 5, o estudo desenvolvido por Fernandez e
colaboradores foi o que avaliou o maior numero de parametros dentre os preconizados
pelos principais guias de validagdo bioanalitica, com excecdo apenas do efeito
residual. Em contrapartida, para o método apresentado por Mathews e colaboradores

foi avaliada somente a curva de calibragcao previamente a analise das amostras reais.

Se tratando de analises de amostras biolégicas, faz-se necessario o uso de padroes
internos (Pl), de maneira a se obter resultados mais confiaveis por meio da correcéo
da ionizag&o do analito e do efeito matriz da matriz biolégica, além de possiveis perdas
durante o preparo da amostra. Para métodos bioanaliticos, o ideal € que seja utilizado
como Pl o analito em estudo na forma isotopicamente marcada (STOKVIS; ROSING;
BEIJNEN, 2005). Com excegédo do trabalho apresentado por Wang e colaboradores,
foram utilizados compostos deuterados como PI, porém estes eram de substancias
diferentes das kavalactonas avalidas. Wang e colaboradores utilizaram como Pl a
DHM na sua forma deuterada, porém somente para a validagao desta kavalactona
(WANG et al., 2018). As demais (MET, KAV, DHK, YAN e DXY) ndo passaram pela
etapa de validagao, tendo suas concentragbes estimadas através da relagdo da

resposta obtida para cada um desses analitos com aquela da DHM.



38

Tabela 4 — Estudos referentes a quantificagéo de kavalactonas em amostras bioldgicas utilizando CLAE como técnica principal.

Tempo
Detector Eluicao Fase aquosa Fase organica Padrao interno ( .Uv Referéncia
min
UV Gradiente tampao fosfato acetonitrila Brotizolam 12 TARBAH, 2003
Isocratico agua acetonitrila NC 10 MATHEWS, 2005

acido ritalinico-d5 22 FERNANDEZ, 2007
CARLIER, 2014
WANG, 2018

tampao fosfato de aménio acetonitrila:metanol
cocaina-d3 15

[?Hz]-DHM 25

EM Gradiente tampéo fosfato de aménio acetonitrila (acido férmico 0,1%)

acido férmico 0,05% (1% acetonitrila) Acetonitrila (5% agua, acido acético 0,05%)

NC = ndo consta

Tabela 5 — Parametros de validagéo avaliados pelos trabalhos referentes a quantificagéo de kavalactonas em amostras bioldgicas utilizando CLAE.

Parametros TARBAH, 2003 MATHEWS, 2005 FERNANDEZ, 2007 CARLIER, 2014 WANG, 2018
Seletividade NC NC VALIDADO NC VALIDADO
Efeito matriz NC NC VALIDADO VALIDADO NC
Recuperagao VALIDADO NC VALIDADO VALIDADO NC
Linearidade VALIDADO VALIDADO VALIDADO VALIDADO VALIDADO

Efeito residual NC NC NC NC NC
Sensibilidade VALIDADO NC VALIDADO VALIDADO VALIDADO
Precisao VALIDADO NC VALIDADO VALIDADO VALIDADO
Exatidao NC NC VALIDADO VALIDADO VALIDADO

Estabilidade NC NC VALIDADO NC NC

NC = ndo consta
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar o controle de qualidade de extratos secos comerciais do rizoma de Piper

methysticum G. Forst, o estudo das suas atividades biolégicas, assim como da

toxicidade aguda. Comparar a biodisponibilidade da kavaina isolada e presente nos

extratos da planta, para avaliagao da existéncia de sinergismo farmacocinético.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolvimento de método analitico por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
com detecgcdo por arranjo de diodos para a quantificagdo simultdnea das
kavalactonas: metisticina, dihidrometisticina, kavaina, dihidrokavaina, yangonina
e desmetdxiyangonina, presentes em amostras de extrato seco de Piper
methysticum G. Forst.

Avaliacdo da qualidade fisico-quimica das amostras de extrato seco de Piper
methysticum G. Forst por meio dos testes de doseamento e perda por
dessecacao.

Desenvolvimento de método bioanalitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial para a quantificagao
de kavaina em plasma de camundongo.

Determinacdo dos parametros farmacocinéticos e da biodisponibilidade da
kavaina isolada e presente em amostra de extrato seco de Piper methysticum G.
Forst, para avaliagdo da existéncia de sinergismo farmacocinético.

Avaliagao da toxicidade aguda de amostras de extrato seco de Piper methysticum
G. Forst por meio de testes bioldgicos in vivo.

Avaliagdo das atividades biologicas atribuidas aos extratos secos de Piper
methysticum G. Forst por meio de ensaios in vitro para a atividade antimicrobiana

e in vivo para a atividade antinociceptiva.
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CAPITULO 2
CONTROLE DE QUALIDADE DOS EXTRATOS SECOS DO RIZOMA DE Piper
methysticum G. FORST
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1. MATERIAIS
1.1 Insumos

e Substancias quimicas de referéncia (SQR): Yangonina (ChromaDex — EUA),
pureza 99,4%, lote 00025010-711; Desmetoxiyangonina (ChromaDex — EUA),
pureza 94,3%, lote 00004263-523; Diidrokavaina (ChromaDex — EUA), pureza
94,0%, lote 00004476-706; Metisticina (ChromaDex — EUA), pureza 96,4%, lote
00013860-711; Diidrometisticina (ChromaDex — EUA), pureza 93,7%, lote
00004477-901.

e Padrdo analitico D,L-Kavaina (Sigma-Aldrich — Suiga), pureza 100%, lote
BCBG5132V;

e Amostras: extratos secos de Kava-kava (ESKs) numeros 1 a 16.

1.2 Reagentes e acessorios

Acetonitrila, isopropanol e metanol grau cromatografico; acido acético, acido sulfarico
e acido férmico grau analitico; agua ultrapura; filtros para seringa de celulose
regenerada e reforgada Sartorius® com tamanho de poro de 0,45 um; pesa-filtros;

cadinhos.

1.3 Colunas cromatograficas

Agela Technologies Innoval C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um) (Phenomenex® — EUA);
LiChrocart® CIANO (125 mm x 4 mm, 5um) (Merck Millipore® — Alemanha).

1.4 Equipamentos e instrumentos

Aparelho de ultrassom MaxiClean 1400, Unique®; sistema CLAE-DAD 1200, Agilent®;
balanga analitica Shimadzu® AUW220D com precisdo de 0,01 mg; potencidmetro
Metrohm® 827 pH Lab; sistema de purificagdo de agua Milli-Q Millipore® Direct-Q3;
estufa B180 Nabertherm; balanca analitica Shimadzu® ATX224.
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2. METODOS

Todos os ensaios foram realizados no Laboratério de Controle de Qualidade de
Medicamentos e Cosmeéticos da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de

Minas Ferais.

2.1 Aquisicao dos extratos comerciais e avaliagdo macroscopica

Primeiramente foram contatadas farmacias de manipulacdo localizadas em Belo
Horizonte e em Montes Claros, a respeito da doacdo de amostras de ESKs
(aproximadamente 10 g de extrato) juntamente com a coépia do laudo do

fornecedor/produtor.

Apods o recebimento dos extratos, estes foram identificados a partir de numeracgéo, de
maneira a manter o sigilo em relacéo as farmacias de manipulagdo doadoras. Em
seguida, as amostras foram transferidas de suas embalagens originais para frascos
de vidro ambar seguido do acondicionamento em dessecadores de vidro, para

protecao contra a luz e a umidade.

2.2 Determinacgao de perda por dessecagao

Em se tratando de amostras de extrato seco de kava-kava, de elevada
higroscopicidade, fez-se necessaria a analise do teor de agua presente, de maneira a
evitar o excesso de umidade e a consequente degradagao enzimatica dos marcadores
ativos, juntamente com o crescimento de fungos e bactérias (BRASIL, 2014b). Dentre
os métodos que podem ser empregados para a determinagao da quantidade de agua,

encontra-se o teste de perda por dessecacgao.

Para realizagao deste teste, foram analisadas as amostras de ESK de numeros 1, 2,
3, 5, 7, 8 e 15 (amostras representantes de cada fornecedor disponiveis em maior
quantidade), de acordo com o meétodo preconizado pela Farmacopeia Brasileira
(FARMACOPEIA, 2010). Inicialmente os pesa-filtros foram dessecados durante 30
minutos em estufa a 105 °C. Apds o resfriamento em dessecador, o peso final do
pesa-filtro tampado contendo cerca de 1 g de amostra de ESK foi aferido. Em seguida,
os pesa-filtros destampados foram mantidos em estufa a 105 °C por duas horas, com

subsequente resfriamento a temperatura ambiente em dessecador e pesagem. Este
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processo foi repetido até obtengdo de peso constante entre as pesagens. A
porcentagem da perda por dessecacéo foi calculada de acordo com a equagao 1:
(Pu — Ps)

Perda por dessecacao (%) = g x 100

Sendo que:

Pa = peso da amostra;
Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacéo;

Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra apds a dessecacgao.

A Farmacopeia Brasileira preconiza que os extratos secos devem apresentar no
minimo 95% de residuo seco, ou seja, no maximo 5% de constituintes volateis
(FARMACOPEIA, 2010). De acordo com a monografia da OMS para o rizoma de kava-

kava, a perda por dessecacgéo nao deve ser maior do que 12% (WHO, 2004).

2.3 Desenvolvimento de método analitico para quantificagdo simultanea de
YAN, KAV, MET, DXY, DHK e DHM em ESKs por CLAE-DAD

Para o desenvolvimento do método analitico, primeiramente foi determinada a técnica
analitica mais adequada a ser utilizada, levando em consideragdo a sensibilidade e
seletividade para os seis analitos em uma quantificagdo simultdnea, além da possivel
disponibilidade dos equipamentos pelas empresas responsaveis pela
producado/manipulagdo dos ESKs, de maneira a garantir uma maior facilidade de

aplicagado do método pelas empresas.

Em seguida, os parametros cromatograficos e de detec¢do foram otimizados tendo
como base dados encontrados na literatura (Tabela 3) e as caracteristicas fisico-
quimicas dos marcadores analisados. Dentre os parametros avaliados podem ser
citados: fases estacionarias; composicdo da fase movel; variacbes no volume de
injegdo, na temperatura do forno da coluna e na velocidade do fluxo da fase mével e
parametros de deteccao (Tabela 6). Para otimizagao das condigdes cromatograficas
foram utilizadas solu¢des das amostras de ESK preparadas em metanol, seguido de

banho ultrassom por 20 minutos e filtracdo em filtros para seringa de celulose
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regenerada e reforgada com tamanho de poro de 0,45 ym antes da injegao no sistema
CLAE-UV.

Tabela 6 — Parametros e condicdes avaliados durante o desenvolvimento do método analitico.

Parametros Condigoes
Fases estacionarias C18 e CIANO
Modo de eluicéo Isocratico e gradiente
Fase organica Metanol, acetonitrila e isopropanol
Fase aquosa Agua ultrapura, solugao de acido acético e de acido férmico
Fluxo da fase movel 0,8 e 1,0 mL/min
Temperatura da coluna 30, 40,45e 50 °C
Volume de injecéo 10 e 20 puL
Comprimento de onda de detecgéo Varredura de 200 a 400 nm

Apos definicao dos parametros cromatograficos as faixas de trabalho para MET, DHM,
KAV, DHK, YAN e DXY foram estabelecidas considerando as possiveis amplitudes de
variacéo de teor dos marcadores avaliados encontradas nos extratos comercializados.
A determinagdo da faixa de trabalho foi realizada com base na concentragdo da
solucao de trabalho da amostra n° 12 (disponivel em maior quantidade) utilizando o
método analitico desenvolvido, sendo considerado como 100% de cada marcador. Em
seguida, foram preparados os pontos da curva representativos de niveis de

porcentagem variando entre 30 e 140% de kavalactonas.

2.4 Validacao do método analitico para quantificagcao simultanea de YAN, KAV,
MET, DXY, DHK e DHM em ESKs por CLAE-DAD

O método analitico desenvolvido para a quantificacdo simultdnea das seis principais
kavalactonas: YAN, KAV, MET, DXY, DHK e DHM, em ESKs foi validado de acordo
com as recomendacgdes da Resolugao da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 166, de 24 de
julho de 2017 (BRASIL, 2017) e da IN n° 4, de 18 de junho de 2014 (BRASIL, 2014b),
ambas da ANVISA. Também foram utilizadas orientagbes contidas nos guias do
International Conference on Harmonization (ICH): Validation of Analytical Procedures:
Text and Methodology — Q2R1 (ICH, 1996); e da AOAC: Guidelines for Single
Laboratory Validation of Chemical Methods for Dietary Supplements and Botanicals
(AOAC, 2003).
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Durante a etapa de validacao, realizaram-se o0s ensaios para a determinagao da
seletividade, linearidade da faixa de trabalho, efeito matriz, precisao, exatidao, limite
inferior de quantificacdo e de deteccao, e robustez do método desenvolvido. As
solucgdes utilizadas nesta etapa foram preparadas em metanol, no dia de cada teste,
a partir das SQR dos marcadores avaliados e da amostra n° 15 (disponivel em maior
quantidade). Todas as solugdes foram mantidas em banho de ultrassom por 20
minutos e em seguida filtradas em filtros para seringa de celulose regenerada e
reforgcada com tamanho de poro de 0,45 um. Os calculos dos resultados obtidos foram

realizados com auxilio do software Microsoft Excel 2010.
2.41 Seletividade

Para avaliacao da seletividade do método analitico desenvolvido, demonstrou-se sua
capacidade inequivoca de identificar ou quantificar os analitos de interesse: MET,
DHM, KAV, DHK, YAN e DXY, sem a interferéncia de outros componentes presentes
na matriz (ESK).

Visto que o método desenvolvido é aplicado em matrizes vegetais e que nao é
possivel a obtengcdo da matriz livre dos marcadores, a avaliacdo da seletividade do
método foi realizada por meio da analise de pureza de pico de cada um dos
marcadores avaliados, com auxilio do detector DAD. Caso o fator de pureza para o
analito em questao, determinado a partir da comparagao dos espectros obtidos em
diferentes se¢des de cada pico, estivesse abaixo do valor de threshold (desvio padrao

do ruido), o pico seria considerado como puro.
2.4.2 Linearidade da faixa de trabalho

A linearidade do método foi demonstrada pela sua capacidade de obter respostas
analiticas diretamente proporcionais a concentragado das kavalactonas: MET, DHM,
KAV, DHK, YAN e DXY, em toda a faixa de trabalho estabelecida durante a etapa de

desenvolvimento.

Para a avaliacédo da linearidade, preparou-se uma curva de calibracdo contendo no
minimo cinco concentragdes diferentes de cada solugéo de padrao do analito (Tabela
7), preparadas em triplicata de maneira independente, englobando a faixa de trabalho

determinada.
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Para construgdo da curva foram preparadas solucdes estoque isoladamente dos
padroes analiticos de cada marcador, sendo realizadas diluicdes adequadas para
atingir as concentracdes da faixa de trabalho. Todas as solugdes estoque e demais
diluicdes foram preparadas em metanol, por ser um dos solventes organicos utilizado
na fase mével e por promover a diluicdo completa dos analitos. Todas as solugdes
foram mantidas em banho de ultrassom por 20 minutos antes de aferir o volume nos
baldes volumétricos e foram filtradas em filtros para seringa de celulose regenerada e

reforcada com tamanho de poro de 0,45 ym antes da inje¢ao no sistema CLAE-UV.

Tabela 7 — Niveis de concentragdo (ug/mL) das solugbes de metisticina (MET), diidrometisticina
(DHM), kavaina (KAV), diidrokavaina (DHK), yangonina (YAN) e desmetoxiyangonina (DXY) avaliados
durante a linearidade, juntamente com os respectivos valores de porcentagem do intervalo.

MET DHM KAV DHK YAN DXY

Ponto ug/mL % pg/mL % pug/mL % pg/mL % pug/mL % pg/mL %

1 098 70 059 30 055 30 775 45 0,28 30 029 50
2 1,12 80 064 35 0,77 40 9,03 55 0,37 40 034 70
3 126 90 0,75 40 0,91 50 11,76 70 055 60 040 80
4 1,33 95 1,08 60 1,80 100 16,80 100 0,74 80 048 100
5 140 100 1,44 80 252 140 2352 140 092 100 0,67 140
6 1,96 140 1,80 100 1,29 140

7 2,52 140

A partir dos dados de concentragdes reais e respostas analiticas individuais para cada
analito, realizaram-se analises visuais, representacdo grafica das respostas em
funcdo da concentracdo do analito e analises estatisticas. Inicialmente, os valores
dispersos (outliers) foram identificados por meio do teste de residuo padronizado de
Jacknife, utilizando como critério de aceitagcdo a exclusao de, no maximo, 22% dos

dados originais da curva de calibracdo de cada analito.

Em seguida foi avaliado se os dados da regressao linear atendem as premissas para
o Método dos Minimos Quadrados Ordinarios (regresséo linear simples), conforme
procedimento desenvolvido por Souza e Junqueira (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).
Sendo verificado se os residuos da regressdo seguem a distribuicdo normal (teste de
Ryan-Joiner), apresentam homocedasticidade ao longo da faixa de trabalho avaliada

(teste de Levene modificado por Brown e Forsythe) e sdo independentes (teste de
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Durbin-Watson). Apds a realizagdo das premissas, avaliou-se se a regressao e o

desvio da linearidade por meio de analise de variancia (ANOVA).

A faixa de trabalho proposta foi considerada linear quando todas as premissas
estatisticas estivessem aprovadas utilizando um nivel de significancia de 5%, o valor
de coeficientes de determinagdo (r?) maior que 0,990 e o coeficiente angular

significativamente diferente de zero.
2.4.3 Efeito matriz

Visto que o método desenvolvido tem aplicagdo em amostras de extrato vegetal e por
essas serem consideradas matrizes complexas devido a sua composicéo, durante a

etapa de validagao avaliou-se a possivel ocorréncia de efeito matriz.

Para isso, foi feita a comparacao entre duas curvas de calibragcdo, com os mesmos
niveis de concentragdo da avaliagdo linearidade, considerando cinco niveis
preparados em triplicata. Sendo que, a primeira curva foi composta por solucdes
padrédo das SQR das kavalactonas em estudo (MET, DHM, KAV, DHK, YAN e DXY)
e a segunda construida através da adi¢ao de quantidades conhecidas dos padrdes a

solucao de amostra de ESK n° 15 a 20% da concentracao de trabalho.

Apds comparagao dos coeficientes angulares das curvas de calibragdo em solugéo e
adicionadas a matriz vegetal e confirmacéao da linearidade das curvas, primeiramente
foi realizado o teste F (Fisher-Snedecor) para avaliagdo da variancia dos desvios das
curvas, em solucdo e matrizada, seguido do teste t de Student para comparagéo das
inclinagdes e interceptos das curvas (nivel de significancia de 5%). O paralelismo
entre as retas, observado a partir de valores de tcaiculado inferiores ao teritico, fOi

considerado indicativo de auséncia de interferéncia dos constituintes da matriz.
2.4.4 Precisao

A avaliacdo da precisao foi feita por meio da determinacdo dos pardmetros de
repetibilidade (intracorrida) e de precisao intermediaria (entre-corridas). Em ambos os
casos, foram realizadas seis determinagdes a 100% da concentragao de solugcédo da
amostra de ESK n° 15 (0,15 mg/mL) em metanol, sendo utilizadas as equagdes da
curva obtidas durante a avaliacdo da linearidade para determinacédo dos valores de

concentracdo de cada marcador. Para avaliacdo da repetibilidade, as solugdes foram
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individualmente pesadas e preparadas, em triplicata, em um curto periodo de tempo,
por um unico analista, sendo analisadas em uma unica corrida analitica. Em relacao
a precisao intermediaria, as solugdes foram preparadas do mesmo modo, mas em

dias distintos e por analistas diferentes.

A precisao foi demonstrada pela dispersdao dos resultados através do calculo do

desvio padréo relativo (DPR), ou coeficiente de variagdo (CV%), conforme a equagao

2):

Desvio padrao 2)
CV% = — — - %X 100
Concentracao média experimental

De acordo com a RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, os critérios de aceitagdo devem
ser definidos e justificados de acordo com o objetivo e a variabilidade intrinseca do
método, além da concentracao de trabalho utilizada e do analito na amostra (BRASIL,
2017). Por se tratar de amostras vegetais, a IN n° 4, de 18 de junho de 2014, que
contém orientagbes especificas para fitoterapicos, preconiza que os valores de CV%

obtidos durante sua analise ndo devem ser superiores a 15% (BRASIL, 2014b).
2.4.5 Exatidao

A exatiddao do método desenvolvido foi avaliada por meio do grau de concordancia
entre os resultados individuais experimentais em relacdo ao seu valor tedrico,
abrangendo o intervalo linear previamente estabelecido. Visto que o método foi
desenvolvido para analise de extratos vegetais, uma matriz complexa e variavel, a
inexisténcia de um placebo da matriz sem a presenga dos marcadores resulta na
determinacao da exatidao a partir do método de adi¢ao de padrao. Foi feita a adigcao
de SQR de cada kavalactona em uma solugdo amostra de ESK (amostra numero 15)
a 20% da concentracao de trabalho, resultando nos controles de qualidade baixo
(CQB), médio (CQM) e alto (CQA), conforme pode ser observado na Tabela 8.
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Tabela 8 — Concentragéo (ng/mL) dos controles de qualidade baixo (CQB), médio (CQM) e alto
(CQA\) para as kavalactonas: metisticina (MET), diidrometisticina (DHM), kavaina (KAV), diidrokavaina

(DHK), yangonina (YAN) e desmetoxiyangonina (DXY), usados para avaliagdo da exatidao.

Concentragao (ug/mL)

Nivel

MET DHM KAV DHK YAN DXY
cQB 1,0 0,6 0,8 9,2 0,3 0,3
caMm 1,4 1,8 1,1 16,7 0,6 0,5
CQA 2,0 2,5 2,5 23,6 1,3 0,7

Desse modo, a exatidado do método foi expressa pela recuperagao obtida através da
relacdo entre a concentracao pratica (valor total experimental subtraido do padrao
adicionado) e teodrica da amostra (Equacgédo 3); valores de concentragdo obtidos
através das equacgdes da curva provenientes da linearidade; sendo calculado o CV%
para cada concentracao.

CE, — CT,

Recuperacio% = ———2 x 100 (3)
CTym

Sendo que:

CEs = concentracio experimental total;
CTpa = concentragao tedrica do padrao adicionado;

CTam = concentracao tedrica da amostra.

Assim como para a precisao, de acordo com a RDC n° 166, de 24 de julho de 2017,
os critérios de aceitacdo devem ser definidos e justificados de acordo com o objetivo
e a variabilidade intrinseca do método, além da concentragao de trabalho utilizada e
do analito na amostra (BRASIL, 2017). Desse modo, foram utilizados dois guias para
a determinacao dos valores de referéncia de CV% e recuperagao: a IN n° 4, de 18 de
junho de 2014 e o Guidelines for Single Laboratory Validation of Chemical Methods
for Dietary Supplements and Botanicals da AOAC, respectivamente (BRASIL, 2014b;
AOAC, 2003). De acordo com o guia da AOAC, os valores limites para a recuperagao
sdo determinados em fungdo da porcentagem do analito em questdo na amostra.

Conforme a literatura disponivel, as porcentagens das kavalactonas em estudo se
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encontram proximas a 1% da massa total do extrato de kava-kava (Tabela 1, Capitulo
1). Portanto, de acordo com o guia utilizado, os valores de recuperagao devem estar
na faixa de 92 a 105%. Ja em relagao aos valores de CV%, de acordo com a IN n° 4,

estes devem ser inferiores a 15%.
2.4.6 Limites de quantificagdo e detecgao

Os limites inferiores de quantificagao (LIQ) foram determinados a partir da andlise de
solucdes contendo concentragdes decrescentes dos analitos, de maneira a alcancar
o menor nivel determinavel com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condigcbes

estabelecidas. Ja os limites de detecgéo (LD) foram calculados através da equacéo 4.

_ DP x 3,3 (4)
- IC

LD

Sendo:
DP = desvio padrao do intercepto com o eixo Y

IC = inclinagao da curva de calibragao
2.4.7 Robustez

A analise de robustez de um método indica sua capacidade de resistir a pequenas e
deliberadas variagdes nas suas condi¢cdes analiticas, sendo avaliados para este
estudo as variagdes no fluxo da fase movel (0,9 e 1,1 mL/min), temperatura do forno
da coluna cromatografica (39 e 41°C) e pH da fase movel (5,5 e 7,5), que foi preparada
a partir da adicdo de solugdes acidas (acido acético) e basicas (hidréxido de sédio).
Para realizagado dos testes foram utilizadas solu¢gdes de ESK (amostra numero 15) a
150 ug/mL em replicatas de: n = 4 para avaliagédo do fluxo e da temperatura; e n = 3
para avaliacdo do pH da fase mével. Os resultados da area do pico dos analitos
obtidos, frente as variagdes, foram analisados através do programa estatistico
GraphPad Prism 5.0, por meio de ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Tukey,
comparando cada tratamento em relagéo ao grupo controle (método desenvolvido).
Os resultados foram expressos como média £ erro padrdo da média, com nivel de

significancia de 5% (P<0,05).
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2.5 Determinacao do teor de kavalactonas em amostras de ESK

De maneira a avaliar se os valores de teor de kavalactonas presentes nas amostras
de ESK obtidas estdo de acordo com o determinado no laudo dos fornecedores,
realizou-se a quantificagao simultdnea das principais kavalactonas (MET, DHM, KAV,
DHK, YAN e DXY) presentes, empregando-se do método analitico desenvolvido e
validado a partir das SQRs das seis kavalactonas em estudo. Inicialmente foram
preparadas solucdes de trabalho de cada uma das amostras separadamente, na
concentracao de 150 ug/mL em metanol. Foram feitas diluicdes necessarias para a
preparagao de solugdes intermediarias e, em seguida, filtragem em membrana de
celulose para vials ambar. A analise das amostras foi realizada em uma unica
sequéncia analitica e as concentragbes de cada marcador calculadas a partir dos
dados das curvas de calibracdo aprovadas na etapa da linearidade durante a
validacdo. Cada amostra foi analisada em triplicata, sendo calculado seu teor e

respectivo CV%.

Em seguida, os valores de teor para as kavalactonas em estudo foram novamente
calculados, porém utilizando somente o padrdao de KAV, considerada o principal
marcador da kava-kava (WHO, 2004). Para isso, foram calculados os valores de teor
desse analito, através da equacgado da reta obtida durante a linearidade, em cada
amostra, seguido da determinagédo das concentragdes dos demais analitos presentes
através da relacdo entre a area obtida para a KAV e a area obtida para as demais
kavalactonas. Essa abordagem para quantificagcao de kavalactonas é apresentada na
monografia do extrato de kava-kava da OMS (WHO, 2004) e costuma ser utilizada
quando nao ha disponibilidade de todas as SQR necessarias para validagéo e andlise
das amostras, sendo realizada a validagao de somente um marcador (KHAMIS, 2018;
ROCHA, 2018).

Ao final, foi feita a comparacao dos resultados de teor total e para cada kavalactona
obtidos através do método validado utilizando as seis SQRs, em relagao aos valores
obtidos quando somente uma SQR foi utilizada, de maneira a avaliar o impacto da

metodologia utilizada na quantificacdo desses marcadores nos extratos kava-kava.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Aquisicao dos extratos comerciais

Os extratos secos do rizoma de Piper methysticum foram obtidos por meio de doagdes
de farmacias de manipulacao, sendo 14 farmacias localizadas em Belo Horizonte e 2
em Montes Claros (Tabela 9 e Figura 4). Juntamente com as doagdes, foram
disponibilizados os laudos dos respectivos fornecedores informando que as amostras
eram referentes ao extrato seco de kava-kava contendo 30% de kavalactonas. Além
disso, os laudos descreviam: lote, teor especifico de ativo, aspectos macroscoépicos
(Figura 4), solubilidade e testes de controle fisico-quimico e microbioldgico.
Entretanto, é importante salientar que as informacgdes dos testes contidas nos laudos
fornecidos utilizavam como referéncia para os resultados as metodologias dos
proprios fabricantes, demonstrando a falta de padronizagdo nas exigéncias

regulatorias para este tipo de extrato.

Visto que as kavalactonas possuem relagdo com o efeito terapéutico da kava-kava,
elas sdo denominadas marcadores ativos. Neste caso, a legislagdo permite uma
variagao de 15% no teor do marcador no extrato, ou seja, para 30% de kavalactonas
€ considerada uma variagao de + 4,5% (BRASIL, 2014b). Como pode ser observado
na Tabela 9, o valor médio de teor declarado nos laudos dos fornecedores foi de 31,22
+ 1,63%, sendo que, o extrato 12 foi o unico que apresentou valor de teor acima do
preconizado pela legislagdo, com uma variagao de cerca de 22%. No entanto, visto
que nos laudos nao era informado o método utilizado para a quantificagcdo dos
marcadores, juntamente com a auséncia de uma metodologia padronizada em um
compéndio oficial, ainda ndo € possivel fazer uma comparagao real entre esses

dados.
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Extrato Localidade Fornecedor Lote Fornecedor Fabricante/Pais de origem Lote Fabricante Umidade (%) Teor * (%)
1 Belo Horizonte All Chemistry ALL-054651 Quimer/Alemanha NC 10,4 NC
2 Montes Claros Valdequimica 027256 Zhejiang Chemicals/China HK20140315 3,05 30,23
3 Belo Horizonte Embrafarma 15689 Quimer/Alemanha 001/4091 1,71 30,60
4 Belo Horizonte Galena 1409022102 NC/China CKW20140402 2,5 30,10
5 Belo Horizonte Galena 1506029903 NC/China CKW20150126 2,2 31,00
6 Belo Horizonte Fagron 14031609B NC/Alemanha 14000061 1,83 30,97
7 Belo Horizonte Fagron 14031609B NC/Alemanha 14000061 1,83 30,97
8 Belo Horizonte ~ Pharmanostra 14084306F NC/Alemanha 14000061 1,52 30,51
9 Montes Claros Pharmanostra 130724408B NC/Alemanha 12000129 1,37 30,40
10 Belo Horizonte ~ Pharmanostra 13093761B NC/Alemanha 13000115 1,54 32,32
11 Belo Horizonte ~ Pharmanostra 13093761B NC/Alemanha 13000115 1,54 32,32
12 Belo Horizonte Gemini NC Finzelberg/Alemanha 11017650 3,35 36,65
13 Belo Horizonte Gemini NC CHBD/China HK20130827 3,06 30,36
14 Belo Horizonte Gemini NC CHBD/China HK20140512 3,26 30,66
15 Belo Horizonte Gemini NC CHBD/China HK20140512 3,26 30,66
16 Belo Horizonte Gemini NC CHBD/China HK20140512 3,26 30,66

Média 31,22
Desvio padrao 1,63

* teor total de kavalactonas

NC = ndo consta

CHBD = Changsha Huakang Biotechnology Development
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Figura 4 — Amostras de extrato seco de Kava-kava doadas, com seus respectivos aspectos

macroscopicos informados nos laudos dos fornecedores.
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Como pode-se observar na Figura 4, ha uma variagdo nas cores dos ESKs, sendo
que essas variagdes nao estdo necessariamente ligadas ao fornecedor, ja que os
extratos 4 e 5 sdo do mesmo fornecedor e possuem coloracéo diferente, enquanto
amostras de diferentes fornecedores possuem coloragcdes semelhantes. Era esperado
que amostras de um mesmo lote possuissem 0s mesmos aspectos macroscopicos,
no entanto, os extratos 10 e 11 sdo provenientes do mesmo lote e possuem
aparéncias nitidamente diferentes. Provavelmente essas alteragbes podem estar
relacionadas a forma de armazenamento e transporte dos extratos tanto pelo

fabricante quanto pelo fornecedor e a propria farmacia de manipulacéao.

Mesmo ocorrendo variagdes praticamente todas as amostras de ESK se mantiveram
dentro da coloragdo amarela, variando somente na tonalidade, com excec¢do do
extrato 1 que apresentou coloragdo marrom. No laudo desta amostra, € informado que
a extragao foi realizada a partir do rizoma e da raiz da planta, diferente das demais
amostras que foram extraidas somente do rizoma. E provavel que essa diferenca de
coloragao do extrato 1 em relacdo aos demais possa estar relacionada a parte da
planta utilizada durante a etapa de extracdo. Vale a pena ressaltar que o extrato 12 é
0 Unico categorizado como insumo alimenticio, de acordo com o laudo do fornecedor

fornecido pela farmacia de manipulagao.
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3.2 Determinacgao de perda por dessecagao

Como pode ser observado na Tabela 10, todos os valores de perda por dessecagao
obtidos para as amostras de ESK analisadas estao abaixo do limite preconizado na
monografia da OMS para a planta (12%), no entanto, 3 amostras (extratos 1, 5 e 15)
apresentaram-se acima do valor preconizado pela Farmacopeia Brasileira (maximo de
5%) (FARMACOPEIA, 2010). Observa-se ainda que, de acordo com os valores
informados nos laudos dos fornecedores, todas as amostras apresentam-se dentro
dos limites farmacopeicos, com excegao do extrato 1, cujo laudo apontava como limite

maximo 14% de umidade, sendo utilizada uma referéncia interna do fabricante.

Ao comparar os resultados obtidos durante o teste de perda por dessecagao com os
valores indicados nos laudos dos fornecedores, € possivel observar discrepancias
entre esses dados, com variagdes entre 0,41 e 5,28% (Tabela 10). Essa diferenca
pode ter ocorrido devido a possiveis contaminagdes dos extratos e/ou degradagao
dos seus componentes durante o armazenamento e transporte das amostras, assim
como a diferencas nas metodologias utilizadas no teste de perda por dessecacgao. De
acordo com os laudos dos fornecedores das amostras analisadas, os valores de teor
das amostras foram obtidos de acordo com metodologia propria do fabricante, ndo

sendo informados como o teste foi realizado.

Tabela 10 — Valores obtidos durante o teste de perda por dessecagéo das amostras de extrato seco

de Kava-kava.

Amostra Peso Peso total Peso total Perda por Laudo Diferenca

ESK (g) inicial* (g) final** (g) dessecacao (%) (%) (%)
1 1,005 66,933 66,881 5,17 10,40 5,23
2 1,001 28,176 28,132 4,40 3,06 -1,34
3 1,019 60,268 60,223 4,42 1,71 -2,71
5 1,006 52,467 52,415 5,17 2,20 -2,97
7 1,007 44,350 44,336 1,39 1,83 0,44
8 1,003 55,353 55,328 2,49 1,52 -0,97
15 1,018 52,483 52,404 7,76 3,26 -4,50

*Peso do pesa-filtro somado ao peso da amostra antes da dessecagao

**Peso do pesa-filtro somado ao peso da amostra depois da dessecagao
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3.3 Desenvolvimento de método analitico para quantificagcao simultanea de
YAN, KAV, MET, DXY, DHK e DHM em ESKs por CLAE-DAD

Com o propdsito de utilizar uma técnica analitica para a quantificacdo simultanea das
seis kavalactonas mais acessivel para os fabricantes dos ESKs, foi selecionada a
CLAE-DAD para o desenvolvimento do método em questao. Essa técnica possui uma
boa relacdo entre custo e beneficio, quando comparada as demais técnicas
cromatograficas, em relagao a sensibilidade e reprodutibilidade durante as analises, o
que possibilita uma maior disponibilidade entre os laboratérios de controle de

qualidade como um todo.

De modo a desenvolver um método por CLAE-DAD capaz de quantificar
simultaneamente as seis kavalactonas em questdo, foi realizada uma etapa de
otimizagdo das condigbes cromatograficas de maneira a obter uma resolugédo capaz
de separa-las efetivamente. Para isso, inicialmente foi feito um levantamento das

condigdes cromatograficas utilizadas nos trabalhos encontrados na literatura.

Um dos maiores desafios encontrados a respeito da quantificagdo simultanea das
kavalactonas MET, DHM, KAV, DHK, YAN e DXY por CLAE-DAD esta relacionado a
semelhanca entre as suas estruturas. Se tratando de lactonas lipofilicas contendo um
esqueleto a-pirona, elas se diferenciam apenas pelo grau de insaturagao da estrutura
e pela presenca ou auséncia de grupo metoxi. Desse modo, as kavalactonas
apresentam pouca variagao na sua polaridade, como pode ser observado na pequena
diferenca entre os seus valores de coeficiente de particado (PUBCHEM, 2018),
principalmente relacionada aos pares MET/DHM (logP = 2,4/ logP = 2,6), KAV/DHK
(logP = 2,5/ logP = 2,8) e YAN/DXY (logP = 2,7/ logP = 2,8), o que dificulta a sua
separacgao cromatografica. Por se tratarem de substancias com caracteristicas n&o-
polares, optou-se por utilizar cromatografia de fase reversa com coluna cromatografica

contendo silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (C18).

Durante a etapa de desenvolvimento utilizaram-se solucdes de diferentes extratos de
kava-kava, devido a maior disponibilidade de amostras, visando obter uma resposta
analitica baseada no comportamento real das amostras disponiveis. As solugdes
foram preparadas a partir da solubilizacdo em metanol, seguido por banho de
ultrassom durante 20 minutos, obtendo concentracbes variando entre 0,15 e 0,5

mg/mL.
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De maneira a realizar uma avaliacéo inicial da amostra e do seu comportamento
cromatografico, foi realizado um gradiente exploratério (Tabela 11) utilizando como
condigdo de fase movel as fases aquosa e organica mais utilizadas nos artigos
disponiveis na literatura (Tabela 3), solugédo de acido acético 0,16% e acetonitrila,
respectivamente. No entanto, como pode ser observado na Figura 5, nesta condigao

nao foi possivel a separagao das seis kavalactonas.

Tabela 11 — Condigdes de gradiente exploratério para anélise de amostra de extrato seco de Kava-
kava a 0,5 mg/mL em CLAE-DAD. Coluna cromatografica: C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 ym). Volume de

injecdo: 10 yL, comprimentos de onda de detecgdo: 245 nm, fluxo da fase moével 1,0 mL/min.

Temperatura da coluna: 30 °C.

Tempo (min) Acetonitrila Acido acético 0,16%
0 5 95
60 95 5

Figura 5 — Cromatograma obtido pela analise de amostra de extrato seco de Kava-kava a 0,5 mg/mL
em CLAE-DAD. Coluna cromatografica: C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 ym). Volume de inje¢ado: 10 pL,
comprimentos de onda de detecgao: 245 nm, fluxo da fase movel 1,0 mL/min. Temperatura da coluna:

30 °C. Representagao dos 25 minutos iniciais da corrida analitica.

] KAV
| |
1204 ‘
] MET+DLM
100 | ‘1
] |
] H
80 ‘
: ‘ DHK
60 ‘ i
| ‘ |
o il
| I
. |\ | l\ ||| . YANDXY
B /| i
0+— |‘ ‘__,7,7 -— e N — -~ - — S

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T i
0 5 10 15 20 25 mil



58

Em seguida, foram realizadas analises com pequenas variagdes na proporgao da fase
movel e do tempo de gradiente, porém mantendo-se as demais condigdes do
gradiente exploratorio: concentragao da amostra, volume de injecdo, comprimento de
onda de deteccao, fluxo e composicdo da fase moével. Visto que, em todas as
condicbes avaliadas a separacao das seis kavalactonas nao era efetiva, foram
testadas diferentes composicdes da fase mével com alteracido também na proporgao
entre as fases aquosa e organica. Inicialmente substituiu-se a acetonitrila pelo metanol
ou pelo isopropanol e, em seguida, foram avaliadas combinagcbes desses trés
solventes organicos. Observou-se entdo, que a fase organica com melhor separagéo
entre os seis analitos era composta por metanol, acetonitrila e isopropanol (Tabela
12). O uso simultdneo de diferentes solventes organicos possibilitou uma melhor
resolugdo entre as kavalactonas em estudo, mesmo estas possuindo grande
semelhancga estrutural, em fungdo da variagdo de forca e de seletividade da fase

movel.

Tabela 12 — Condigées de gradiente A para analise de amostra de extrato seco de Kava-kava a 0,26
mg/mL em CLAE-DAD. Coluna cromatogréfica: C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 ym). Volume de injecao:
10 yL, comprimentos de onda de detecgao: 245 e 350 nm, fluxo da fase mével 1,0 mL/min. Temperatura

da coluna: 30 °C. Fase aquosa: solugdo de acido acético a 0,16% em agua ultrapura.

Tempo (min) Metanol Acetonitrila Isopropanol Fase Aquosa
0 5 5 20 70
6 5 55 23,5 66
10 5 6 23,5 65,5
15 5 6 23,5 65,5

No entanto, como pode ser observado na Figura 6, ainda n&o foi possivel obter a
separacao entre o par de kavalactonas MET e DHM, sendo entdo avaliada a influéncia
da temperatura da coluna, do fluxo da fase movel e do volume de inje¢cdo na

separacao desses analitos (Tabela 13).
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Figura 6 — Cromatograma obtido pela analise de amostra de extrato seco de Kava-kava a 0,26 mg/mL
em CLAE-DAD utilizando o gradiente A. Coluna cromatografica: C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um). Volume
de injegéo: 10 uL, comprimentos de onda de detecgao: 245 e 350 nm, fluxo da fase mével 1,0 mL/min.

Temperatura da coluna: 30 °C. Fase aquosa: solugéo de acido acético a 0,16% em agua ultrapura.
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Tabela 13 — Condigdes avaliadas de temperatura da coluna, volume de injegéo e fluxo da fase mével
em gradiente A. para analise de amostra de extrato seco de Kava-kava a 0,26 mg/mL em CLAE-DAD.
Coluna cromatografica: C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 ym). Comprimentos de onda de deteccéo:

245 e 350 nm.

Condigao Temperatura (°C) Volume de injegao (uL) Fluxo (mL/min)
1 30 10 1
2 40 10 1
3 40 20 0,8
4 40 20 1
5 45 10 1
6 50 10 1
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Foi observado que a condicao 4 apresentou os melhores resultados de separagao das
kavalactonas, porém, como estes permaneciam sem resolucido aceitavel para o par
MET/DHM foram testadas outras proporcbes para a fase movel. Dentre elas, o
gradiente B (Tabela 14) resultou em uma melhor resolugcao para o par MET/DHM,

porém ocorreu uma diminuigao da resolugao para o par YAN/DXY (Figura 7).

Tabela 14 — Condigées de gradiente B para analise de amostra de extrato seco de Kava-kava a 0,26
mg/mL em CLAE-DAD. Coluna cromatografica: C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 ym). Volume de injecao:
10 pL, comprimentos de onda de detecgéo: 245 e 350 nm, fluxo da fase movel 1,0 mL/min. Temperatura

da coluna: 40°C. Fase aquosa: solugao de acido acético a 0,16% em agua ultrapura.

Tempo (min) Metanol Acetonitrila Isopropanol Fase Aquosa
0 8,2 8,2 13,6 70
10 10 10 15 65
15 10 10 15 65
20 10,5 10,5 16 63

Figura 7 — Cromatograma obtido pela analise de amostra de extrato seco de Kava-kava a 0,26 mg/mL
em CLAE-DAD utilizando o gradiente B. Coluna cromatografica: C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 uym). Volume
de injegdo: 10 uL, comprimentos de onda de detecgao: 245 e 350 nm, fluxo da fase mével 1,0 mL/min.

Temperatura da coluna: 40 °C. Fase aquosa: solugdo de acido acético a 0,16% em agua ultrapura.
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A partir do gradiente B foi realizada a varredura na regido do UV-Visivel (190 a 400
nm) do padrdo de cada kavalactona (concentragdo de 0,5 mg/mL) preparados em
metanol, para a verificagdo do melhor comprimento de onda de detecgdo a ser
utilizado no método em desenvolvimento. A partir destes resultados (Figura 8) foi
possivel averiguar que os pares MET/DHM e KAV/DHK eram mais bem detectados
em 245 nm, enquanto que o par YAN/DXY apresentou melhores resultados em 350

nm.
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Figura 8 — Espectros de varredura (190 — 400 nm) para as solugdes dos padrées de metisticina
(MET)?, diidrometisticina (DHM)B, kavaina (KAV)C, diidrokavaina (DHK)P, yangonina (YAN)E e

desmetoxiyangonina (DXY)F.
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Em seguida, foi avaliado o uso de uma coluna CIANO para a andlise das kavalactonas
em estudo, utilizando o mesmo sistema CLAE-DAD. Para isto foram testadas
condigdes semelhantes as que foram utilizadas com a coluna C18 (Tabela 15), além
do gradiente B desenvolvido previamente. Como os resultados obtidos foram
inferiores aos da coluna C18, optou-se por manté-la ao longo das demais etapas do

desenvolvimento do método analitico.

Tabela 15 — Condigdes avaliadas utilizando coluna CIANO (125 mm x 4 mm, 5um) para andlise de
amostra de extrato seco de Kava-kava a 0,26 mg/mL em CLAE-DAD. Volume de injegdo: 10 uL,
comprimentos de onda de detecgdo: 245 e 350 nm, fluxo da fase mével 1,0 mL/min. Fase aquosa:

solucao de acido acético a 0,16% em agua ultrapura.

Condigao Tempo (min) Metanol Acetonitrila Isopropanol  Fase Aquosa
gradiente 0 - 10 - 90
exploratério 60 - 90 - 10
gradiente C 0 ! ! 8 8
30 11 11 12 66
isocratico - 10 10 10 70
isocratico - 11 11 15 63
isocratico - 8 8 8 76

Ao longo da etapa de otimizagao foi observado que, independente das alteragdes na
relacdo fase orgéanica/aquosa realizadas, ainda era necessario cerca de 15 a 20
minutos de eluicdo em gradiente de maneira a se obter uma separagdo adequada
entre os analitos, sendo que os tempos de retengao se iniciavam somente apos
metade da analise ter transcorrido. Além disso, constatou-se que em todas as eluigbes
em gradiente avaliadas, os sinais cromatograficos referentes as kavalactonas em
estudo se localizavam em tempos referentes a uma propor¢ao de fase aquosa e fase

organica de aproximadamente 66:34, respectivamente.

Em vista dessas observagdes, foram testados métodos com eluigdo isocratica
mantendo essa proporgao entre fase aquosa e organica, variando somente a
porcentagem dos solventes organicos ou o pH da fase aquosa. Conforme pode ser
observado (Figura 2, Capitulo 1), as estruturas de kavalactonas ndo possuem grupos
ionizaveis, desse modo espera-se que nao ocorram variagdes quantitativas,

independente do valor de pH utilizado. De maneira a averiguar esta informacgao, foram
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testadas diferentes condi¢cdes para a fase aquosa do método até entao desenvolvido.
Sendo elas: solugao de acido formico a 0,16% (pH = 2,5), solugéo de acido acético a
0,16% (pH = 3,15) e a 1,6% (pH = 2,65), agua ultrapura de duas fontes diferentes (pH
=5,5¢6,8).

Conforme pode ser observado na Figura 9, ndo ocorreu variagao entre os valores de
area para nenhuma das seis kavalactonas em relacdo a fase aquosa utilizada,
confirmando que a variagdo no valor de pH da fase movel ndo tem influéncia no
método desenvolvido. Desse modo, optou-se por utilizar a agua ultrapura como fase
aquosa, devido tanto pela sua facilidade de obtencao quanto pelo menor impacto na

coluna e no sistema cromatografico como um todo.

Figura 9 — Relago entre a area do pico cromatogréafico de cada kavalactona em relagéo ao pH da

fase movel.
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Ao final dos testes realizados a respeito da propor¢éo entre os solventes organicos
utilizados, verificou-se que a propor¢ado de metanol:acetonitrila:isopropanol em
07:09:18, respectivamente, foi a que apresentou melhores resultados na separagao

das seis kavalactonas em estudo.

Nas Tabelas 16 e 17 podem ser observadas os parametros e condi¢gdes do método
desenvolvido para a quantificagdo simultdnea das principais kavalactonas em
amostras de ESKs, além dos parametros de performance obtidos, respectivamente.
Enquanto na Figura 10 pode ser observado o cromatograma obtido pela analise de

amostra de ESK a 0,15 mg/mL utilizando o método desenvolvido.
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Tabela 16 — Parametros e condi¢gdes do método analitico desenvolvido em CLAE-DAD.

Parametros Condig6es otimizadas
Equipamento Sistema CLAE-DAD 1200, Agilent®
Coluna cromatogréfica Agela Technologies® Innoval C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 ym)
Modo de elui¢cdo Isocratica
Fase movel Agua ultrapura:metanol:acetonitrila:isopropanol (66:07:09:18)
Fluxo da fase movel 1,0 mL/min
Temperatura da coluna 40 °C
Volume de injecéo 10 yL
Comprimento de onda de detecgao 245 e 350 nm
Tempo de corrida 15 min

Tabela 17 — Parametros de performance do método analitico desenvolvido em CLAE-DAD.

Analito Tempo de Resolugao Simetria Fator de Numero de
retencao (min) cauda pratos
MET 6,069 - 0,96 1,05 8531
DHM 6,451 1,43 1,02 0,99 9195
KAV 8,027 5,23 0,95 1,04 9334
DHK 8,925 2,57 0,94 1,05 9498
YAN 11,622 - 0.92 1,07 10016
DXY 12,727 2,31 0.94 1,04 10752

Figura 10 — Cromatograma obtido pela analise de amostra de extrato seco de Kava-kava a

0,15 mg/mL em CLAE-DAD utilizando o método desenvolvido.
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Apds a etapa de otimizagdo dos parametros cromatograficos e de detecgao, foi
desenvolvido um método rapido e eficaz, utilizando CLAE-DAD com modo de eluigao
isocratico, capaz de quantificar simultaneamente as seis principais kavalactonas
presentes nos ESKs etandlicos (MET, DHM, KAV, DHK, YAN e DXY), com resolugao

adequada para todos os marcadores.

Dentre os trabalhos disponiveis na literatura a respeito da quantificagao simultanea
das seis principais kavalactonas, utilizando CLAE com deteccédo UV ou DAD, somente
os estudos desenvolvidos por Jager e colaboradores e por Liu e colaboradores
apresentaram resultados comparaveis aos obtidos neste estudo em relagao ao tempo
total de andlise e a capacidade de separacao dos analitos em questdao (JAGER,;
PERFETTI; DIACHENKO, 2004; LIU et al., 2018). No entanto, mesmo com tempos de
corrida semelhantes (15 e 16 minutos, respectivamente), em ambos os estudos foi
necessario o0 emprego de eluicdo em gradiente, o que aumenta a complexidade do
método quando comparado ao modo isocratico. Além disso, o estudo desenvolvido
por Liu e colaboradores utilizou uma resolugao de apenas 1,09 entre as kavalactonas
MET e DHM, enquanto na analise feita por Jager, o pico referente a DHM nao estava
bem resolvido dos picos adjacentes ndo identificados. Em ambos os casos, a auséncia
de uma resolucgao efetiva entre os analitos pode ter influéncia direta na integragéo dos

respectivos picos e, consequentemente, na sua quantificagao.

Os demais trabalhos encontrados na literatura sobre 0 mesmo tema possuem tempo
de analise superior ao deste estudo, independente do modo de eluigao utilizado,
variando entre 30 e 45 minutos (SHAO et al., 1998; GANZERA; KHAN, 1999; COTE
et al., 2004; DENERY et al., 2004; BOBELDJIK et al., 2005; HU et al., 2005; GAUTZ
et al., 2006; WARBURTON; NORRIS; GOENAGA-INFANTE, 2007). Além disso, com
excecao dos estudos desenvolvidos por Co6té, Hu e por Shao, todos os trabalhos

apresentaram baixa resolu¢do entre os analitos, principalmente entre o par MET/DHM.

3.4 Validacao do método analitico para quantificagcao simultanea de YAN, KAV,
MET, DXY, DHK e DHM em ESKs por CLAE-DAD

A partir das recomendagdes da RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 (BRASIL, 2017)
e da IN n° 4, de 18 de junho de 2014 (BRASIL, 2014b) foi realizada a validacéo do

método analitico desenvolvido para a quantificacdo simultanea das seis principais
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kavalactonas: YAN, KAV, MET, DXY, DHK e DHM, em ESKs. Também foram levadas
em consideragdo as orientagdes contidas nos guias Validation of Analytical
Procedures: Text and Methodology — Q2R1 (ICH, 1996) e Guidelines for Single
Laboratory Validation of Chemical Methods for Dietary Supplements and Botanicals
(AOAC, 2003).

Sendo assim, foram avaliados: seletividade, linearidade da faixa de trabalho, efeito
matriz, precisao, exatidao, limite inferior de quantificacdo e de deteccdo do método

desenvolvido.

3.4.1 Seletividade

O método desenvolvido foi considerado seletivo, visto que, apds a determinagao do
fator de pureza para os picos cromatograficos de cada um dos analitos observou-se
que para todas as kavalactonas do estudo (MET, DHM, KAV, DHK, YAN e DXY) os
valores encontravam-se abaixo do limite de threshold calculado, indicando a pureza
espectral dos picos de cada um dos analitos.

Além disso, € possivel observar a semelhanga entre os espectros obtidos durante a
analise do fator de pureza (Figura 11), com os espectros de varredura das solugbes
dos padrdes de MET, DHM, KAV, DHK, YAN e DXY (Figura 8), um segundo fator

indicativo da seletividade do método desenvolvido.
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Figura 11 — Selecdo automatica de cinco espectros de varredura (190 — 400 nm) de solugéo de

amostra de extrato seco de Kava-kava contendo as kavalactonas: metisticina®, diidrometisticina®,

kavainaC®, diidrokavainaP, yangonina® e desmetoxiyangoninaF.
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3.4.2 Linearidade da faixa de trabalho

O modelo de regressao linear mais simples obtido para as seis kavalactonas
analisadas foi y = ax + b, sendo y a resposta para a area do pico do analito em questao;
a o coeficiente angular da reta; x o valor da concentragdo nominal do analito; b o
coeficiente linear. Para nenhuma das kavalactonas deste estudo foi necessario utilizar

fator de ponderacéo.

Em seguida, foi feita a avaliagdo das premissas estatisticas sobre os dados obtidos a
partir da curva de calibracdo de cada uma das kavalactonas avaliadas. Todas as
kavalactonas apresentaram normalidade e independéncia dos residuos, por meio dos
testes de Ryan-Joiner e Durbin-Watson, respectivamente. Por meio do teste de
Levene modificado por Brown e Forsythe, juntamente com a distribuicdo aleatéria
observada visualmente nos graficos de residuos (Figura 12), comprovou-se a

homocedasticidade dos residuos.

ApOs a comprovagédo das premissas estatisticas, avaliou-se o desvio da linearidade e
a significancia da regressao das curvas de calibracdo por ANOVA, sendo que para
todas as kavalactonas avaliadas, a regressdes foram consideradas significativas e
sem desvio de linearidade. As faixas de trabalho, juntamente com as respectivas
equacgdes da reta e valores de coeficiente de determinagdo (r?), obtidos durante a
validagdo para cada uma das kavalactonas avaliadas neste estudo, estédo
representados na Tabela 18. Os graficos das curvas de calibragdo resultantes da
avaliagcao da linearidade e os valores de concentragao obtidos a partir das curvas para

cada nivel estao representados na Figura 13 e na Tabela 19.

Tabela 18 — Equacgdes da reta e valores dos coeficientes de determinacédo obtidos durante a
validagdo das kavalactonas: metisticina (MET), diidrometisticina (DHM), kavaina (KAV), diidrokavaina
(DHK), yangonina (YAN) e desmetoxiyangonina (DXY).

Kavalactona Faixa de trabalho (ug/mL) Equacéo da reta r?
MET 0,98 — 1,96 y = 44,53x — 18,7275 0,9996
DHM 0,59 — 2,52 y = 26,81x — 2,8595 0,9999
KAV 0,55 -2,52 y = 85,13x — 10,1109 0,9999
DHK 7,74 — 23,52 y = 4,63x + 23,2537 0,9996
YAN 0,28 - 1,29 y = 53,68x — 2,1106 0,9997

DXY 0,28 - 0,67 y =75,42x - 0,1525 0,9983
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Figura 12 — Distribuigdo dos residuos obtida para cada nivel de concentragéo das kavalactonas:
metisticina (MET), diidrometisticina (DHM), kavaina (KAV), diidrokavaina (DHK), yangonina (YAN) e

desmetoxiyangonina (DXY).
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Figura 13 — Curvas de calibragdo obtidas para as kavalactonas: metisticina (MET), diidrometisticina

(DHM), kavaina (KAV), diidrokavaina (DHK), yangonina (YAN) e desmetoxiyangonina (DXY).
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Tabela 19 — Dados obtidos a partir das curvas de calibragéo das kavalactonas: metisticina (MET),

diidrometisticina (DHM), kavaina (KAV), diidrokavaina (DHK), yangonina (YAN) e desmetoxiyangonina

(DXY); valores médios obtidos para as replicatas de cada ponto.

MET DHM
Concentraciao Concentragiao Concentracao Concentraciao
. . Desvio . . Desvio
Tedrica experimental Teébrica experimental
(%) (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0,980 0,985 0,55 0,586 0,578 -1,38
1,120 1,125 0,44 0,639 0,641 0,23
1,260 1,261 0,10 0,746 0,754 1,09
1,329 1,323 -0,44 1,080 1,087 0,61
1,400 1,397 -0,21 1,440 1,427 -0,88
1,959 1,962 0,15 1,800 1,803 0,15
2,520 2,520 0,01
KAV DHK
Concentracao Concentracao Concentracao Concentracao
Desvio Desvio
Tedrica experimental Tedrica experimental
(%) (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0,549 0,550 0,24 7,745 7,156 -1,12
0,768 0,768 0,07 9,033 9,112 0,86
0,913 0,914 0,08 11,760 11,984 -1,90
1,799 1,794 -0,31 16,978 16,723 -0,45
2,520 2,523 0,15 23,521 23,550 0,12
YAN DXY
Concentragido Concentragiao Concentragao Concentragido
. . Desvio . . Desvio
Tedrica experimental Tedrica experimental
(%) (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0,276 0,271 -1,69 0,285 0,285 -0,04
0,368 0,366 -0,43 0,341 0,335 -1,97
0,552 0,555 0,62 0,398 0,405 1,71
0,736 0,740 0,49 0,480 0,483 0,69
0,920 0,925 0,54 0,672 0,670 -0,32
1,288 1,283 0,42
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3.4.3 Efeito matriz

Com os resultados obtidos por meio do teste F, observou-se a existéncia de
heteroscedasticidade entre as variancias dos desvios das curvas em solucdo e
matrizada. Em seguida, foram feitas as comparagdes entre as inclinagdes e
interse¢cdes das curvas a partir do teste t com variancias distintas. Os resultados
obtidos demonstraram o paralelismo e a equivaléncia entre os valores obtidos para a
curva matrizada em relagdo aos analitos em solucdo, indicando auséncia de

interferéncia dos constituintes da matriz vegetal (Figura 14).

Figura 14 — Curvas de calibragido em solugdo e em matriz obtidas para as kavalactonas: metisticina
(MET), diidrometisticina (DHM), kavaina (KAV), diidrokavaina (DHK), yangonina (YAN) e

desmetoxiyangonina (DXY).
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3.4.4 Precisao e exatidao

O método analitico foi considerado preciso e exato para as kavalactonas: MET, DHM,
KAV, DHK, YAN e DXY, visto que todos os valores de CV% obtidos foram inferiores a
15% (BRASIL, 2014c) e os valores médios de recuperagao estdo dentro do intervalo
preconizado de 92 — 105% (AOAC, 2003), como podem ser observados nas Tabelas
20e 21.

Tabela 20 — Valores de coeficiente de variagdo (CV%) para repetibilidade e preciséo intermediaria
obtidos em duas corridas: dias diferentes com analistas diferentes, para as kavalactonas: metisticina
(MET), diidrometisticina (DHM), kavaina (KAV), diidrokavaina (DHK), yangonina (YAN) e

desmetoxiyangonina (DXY).

Corrida MET DHM KAV DHK YAN DXY
1 (CV%) 2,99 1,43 10,55 12,01 4,65 2,83
2 (CV%) 4,65 4,01 11,55 13,74 11,95 3,28

CV% precisao
4,63 3,01 11,01 13,26 9,51 3,11
intermediaria

Tabela 21 — Valores de coeficiente de variagdo (CV%) e recuperagéo (%) obtidos durante a avaliagdo
da exatiddo para as kavalactonas: metisticina (MET), diidrometisticina (DHM), kavaina (KAV),

diidrokavaina (DHK), yangonina (YAN) e desmetoxiyangonina (DXY).

CV%

Nivel

MET DHM KAV DHK YAN DXY
caB 2,64 1,61 0,75 1,43 1,75 3,44
cam 2,18 2,44 0,69 1,21 2,03 2,93
CQA 0,23 2,17 0,92 1,49 1,52 3,17

Recuperagao %

Nivel

MET DHM KAV DHK YAN DXY
cQB 107,90 101,04 99,47 101,41 95,27 98,16
cam 102,45 102,58 95,22 96,11 100,12 101,30
CQA 103,63 100,55 99,62 100,03 94,73 95,69

Média 104,66 101,39 98,10 99,18 96,71 98,38
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3.4.5 Limites de quantificagdo e detecgao

De acordo com a as curvas de calibracao obtidas durante a avaliacdo da linearidade
do método, determinou-se que os LIQ para as kavalactonas avaliadas, conforme pode
ser observado na Tabela 22. Os valores obtidos para todas as kavalactonas foram
menores do que os observados nos trabalhos de LIU, HU, GANZERA e SHAO, neste
ultimo com exceg¢ao da DHK que apresentou valor de LIQ de 5 ung/mL (SHAO et al.,
1998; GANZERA; KHAN, 1999; HU et al., 2005; LIU et al., 2018). Os resultados
demonstram que o método analitico desenvolvido apresenta sensibilidade adequada

para quantificar as seis kavalactonas nas faixas de concentragao propostas.

Tabela 22 — Vvalores de concentragéo (ug/mL) para os limites inferiores de quantificagéo (LIQ) e de
deteccdo (LD) para as kavalactonas metisticina (MET), diidrometisticina (DHM), kavaina (KAV),

diidrokavaina (DHK), yangonina (YAN) e desmetoxiyangonina (DXY), determinados na validagao.

Kavalactona LIQ (ug/mL) LD (ug/mL)
MET 0,98 0,006
DHM 0,59 0,005
KAV 0,55 0,006
DHK 7,74 0,268
YAN 0,28 0,006
DXY 0,28 0,009

3.4.6 Robustez

O método desenvolvido foi considerado robusto para as variagbes dos parametros:
fluxo (0,9 mL/min), temperatura do forno da coluna (39 e 41 °C) e pH da fase mével
(5,5 e 7,5), visto que n&o foram obtidas alteragdes estatisticamente significativas nas
areas dos picos (P<0,05) nestas condigdes. No entanto, para todas as kavalactonas
avaliadas neste estudo, foram observadas diferengas estatisticamente significativas
(P>0,05) quando o fluxo do método desenvolvido foi alterado de 1,0 para 1,1 mL/min.
Quando foi utilizado fluxo de 1,1 mL/min ocorreu uma redugao dos valores de area
quando comparada ao fluxo de 1,0 mL/min (Figura 15), sendo necessario o controle
deste parametro de maneira a garantir a confiabilidade dos resultados obtidos. Essa
reducao ocorreu devido ao aumento do sinal cromatografico, acarretando na perda de
resolugdo entre os analitos e, consequentemente, diminuicdo da area do pico

integravel.
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Figura 15 — Comparagéo dos valores médios de area do pico das kavalactonas, metisticina (MET),
diidrometisticina (DHM), kavaina (KAV), diidrokavaina (DHK), yangonina (YAN) e desmetoxiyangonina
(DXY), obtidos para amostra de ESK apds analise com o método analitico utilizando fluxos de 1,0 e 1,1
mL/min.
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2.3 Determinacao do teor de kavalactonas em amostras de ESK

(0]
o

Area do pico (média)
~
o

o

Estdo discriminados na Tabela 23 os valores médios de teor obtidos para cada
kavalactona presente nas amostras de ESK, assim como o valor total das seis
kavalactonas avaliadas neste estudo, empregando o método analitico desenvolvido e
validado. A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que o conteudo de
kavalactonas variou consideravelmente entre as amostras analisadas, mesmo quando
essas eram provenientes do mesmo lote de fornecedor (amostras 6/7 e 10/11) e até
mesmo do mesmo lote de fabricagdo (amostras 6/7/8, 10/11 e 14/15/16). Esse
resultado pode indicar diferengas no modo de transporte e armazenamento tanto do
fabricante e do fornecedor quanto da propria farmacia de manipulagéo, que podem
estar relacionadas a processos de degradagédo dos componentes do extrato, além de
demonstrar a importédncia de uma metodologia confiavel para a quantificagdo dos

marcadores nos extratos.
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Tabela 23 — Valores de teor (médiatDPR %) individual e total das kavalactonas: metisticina (MET),
diidrometisticina (DHM), kavaina (KAV), diidrokavaina (DHK), yangonina (YAN) e desmetoxiyangonina

(DXY), presentes nas amostras de extrato seco de Kava-kava, ap6s quantificagéo utilizando método

analitico desenvolvido e validado para as seis kavalactonas em estudo.

Valores de teor (média = DPR %)

Amostra
MET DHM KAV DHK YAN DXY Total
1 1,3640,01 1,54+0,05 1,33+0,01 11,43+0,01 0,62+0,03 0,41+0,04 16,70+0,00
2 1,14+0,03 1,08+0,01 1,30+0,01 6,85+0,05 0,53+0,02 0,39+0,01 11,30+0,03
3 2,54+0,02 2,62+0,04 3,64+0,02 26,49+0,01 1,84+0,02 1,41+0,02 38,54+0,01
4 3,92+0,03 3,60+0,07 4,88+0,00 30,02+0,06 2,51+0,02 1,66+0,04 46,60+0,03
5 2,31£0,02 2,09+0,03 3,62+0,01 21,61+0,02 1,75t0,01 1,22+0,03 32,61+0,01
6 4,7440,01 5,64+0,02 4,45+0,01 28,13+0,03 2,71+0,02 1,22+0,02 46,89+0,02
7 4,9240,01 5,82+0,09 4,77+0,00 31,37+0,01 3,21+0,01 1,32+0,03 51,42+0,01
8 4,84+0,01 5,64+0,08 4,61+0,01 27,81+0,02 3,25+0,02 1,2840,02 47,43%0,01
9 4,76+0,01 5,2940,05 4,48+0,02 32,28+0,03 3,10+0,03 1,21+0,02 51,11+0,01
10 4,8840,02 5,58+0,11 4,70+0,00 27,08+0,02 3,44+0,01 1,28+0,02 46,95+0,02
11 1,0140,03 1,03+0,07 1,44+0,01 7,87+0,03 1,18+0,03 0,52+0,03 13,05+0,02
12 5,27+0,01 6,02+0,01 5,18+0,00 30,21+0,01 3,78+0,02 1,48+0,02 51,94+0,01
13 1,00+0,02 1,09+0,04 1,33+0,01 7,10+0,03 0,75+0,01 0,43+0,04 11,7110,02
14 1,17+0,01 1,08+0,01 1,51+0,01 8,11+0,02 0,95+0,01 0,48+0,02 13,31+0,01
15 0,96+0,01 0,97+0,01 1,22+0,01 6,59+0,02 0,82+0,01 0,40+0,02 10,97+0,02
16 0,93+0,02 0,99+0,02 1,2140,00 6,46+0,02 0,76+0,03 0,40+0,01 10,74+0,02

A legislagao indica que o consumo do extrato seja feito na dosagem de 200 mg de
kavalactonas, trés vezes ao dia, a partir de extratos contendo 30% de kavalactonas.
Sendo permitida uma variagao de 15% no teor de marcadores no extrato, sao aceitos
valores entre 25,5 e 34,5% de kavalactonas (BRASIL, 2014a,b; MEMENTO, 2016).
Conforme pode ser observado na Tabela 23, somente o extrato 5 apresentou valor

total de kavalactonas em acordo com o preconizado pela legislagao vigente.

A partir dos resultados obtidos para a quantificagdo simultdnea das seis principais
kavalactonas (MET, DHM, KAV, DHK, YAN e DXY) presentes nas amostras de ESK,
utilizando o método validado, foi possivel avaliar também a porcentagem desses
marcadores nos extratos analisados em fungao do valor de teor total de cada amostra
(Figura 16). Os valores médios de porcentagem individuais obtidos a partir da analise

de 16 amostras de ESK juntamente com os baixos valores de DPR, indicam um perfil
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de distribuicdo semelhante desses analitos, mesmo quando ha variagdo de amostra,

fabricante, fornecedor, lotes e processos de armazenamento/transporte.

Figura 16 — Porcentagem das kavalactonas metisticina (MET), diidrometisticina (DHM), kavaina
(KAV), diidrokavaina (DHK), yangonina (YAN) e desmetoxiyangonina (DXY), juntamente com o valor
de média+DPR, presentes nas amostras de extrato seco de Kava-KAVA (ESK), em fungao do valor de

teor de kavalactonas total.
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Como pode ser observado na Figura 16, em todas as amostras analisadas a DXY é
a substancia presente em menor proporgdo e, apesar de relatos da literatura
indicarem que a KAV é a kavalactona presente em maior quantidade (SCHULZ;
HANSEL; TYLER, 2002), a DHK apresentou-se em maior propor¢éo, correspondendo
a mais de 50% do teor total de kavalactonas. Esse resultado também foi observado
por outros autores, em que amostras a base do rizoma de kava-kava obtiveram
maiores valores de DHK do que de KAV, assim como a DXY presente em menor
quantidade que os demais marcadores (GANZERA; KHAN, 1999; HU et al., 2005;
LHUISSIER et al., 2017).

Em seguida, os valores de teor para as kavalactonas em estudo foram novamente
calculados, utilizando somente a KAV como padrdo em fungdo dos seus valores de
area, conforme metodologia para quantificagdo de kavalactonas informada na
monografia do extrato de kava-kava da OMS (WHO, 2004). Como pode ser observado

na Tabela 24, os valores de teor obtidos foram consideravelmente diferentes de
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quando os seis padroes foram utilizados na validagao, com variacdes entre 7,24 a
39,62% do teor total.

Tabela 24 — Vvalores médios de teor (%) individual e total das kavalactonas: metisticina (MET),
diidrometisticina (DHM), kavaina (KAV), diidrokavaina (DHK), yangonina (YAN) e desmetoxiyangonina
(DXY), presentes nas amostras de extrato seco de Kava-kava, apds quantificagéoo utilizando método
analitico desenvolvido e validado somente para KAV, assim como a diferenca obtida pela comparacao
dos valores de teor total empregando o método validado para as seis kavalactonas e somente para
KAV.

Valores de teor (%)

Amostra Diferenca (%)
MET DHM KAV DHK YAN DXY Total
1 0,47 0,50 1,33 0,91 0,41 0,40 4,03 12,66
2 0,41 0,34 1,30 0,61 0,34 0,37 3,38 7,92
3 1,01 0,81 3,64 2,00 1,19 1,32 9,97 28,58
4 1,60 1,12 4,88 2,46 1,62 1,56 13,24 33,36
5 0,89 0,64 3,62 1,72 1,13 1,14 9,14 23,47
6 1,92 1,83 4,45 2,67 1,78 1,18 13,83 33,07
7 2,01 1,88 4,77 2,84 2,12 1,27 14,88 36,53
8 1,97 1,82 4,61 2,64 2,15 1,23 14,42 33,00
9 2,08 1,64 4,48 4,17 1,99 1,14 15,49 35,62
10 1,98 1,80 4,70 2,59 2,28 1,23 14,59 32,36
11 0,41 0,32 1,44 0,64 0,75 0,48 4,04 9,01
12 2,19 1,93 5,18 2,75 2,49 1,42 15,96 35,98
13 0,40 0,34 1,33 0,60 0,49 0,41 3,57 8,14
14 0,43 0,33 1,51 1,01 0,62 0,46 4,36 8,94
15 0,38 0,30 1,22 0,58 0,53 0,38 3,40 7,57
16 0,36 0,31 1,21 0,57 0,50 0,38 3,32 7,42

Essa grande variag&o entre os resultados obtidos pode estar relacionada a diferengas
na absortividade das kavalactonas analisadas na regidao do ultravioleta (Figura 9).
Como a KAV é a kavalactona que apresenta maior absortividade em 245 nm, sua
utilizagdo como padrao de referéncia unico leva a subestimagéo do teor das demais
kavalactonas. Assim, a utilizacdo de somente um marcador padrao durante a
validacdo ndo é uma abordagem adequada para esse tipo de analise, visto que os
resultados de teor obtidos nao correspondem ao teor real de cada marcador na
amostra, podendo comprometer a avaliagao da qualidade dos extratos e sua relagéo

com a atividade farmacolégica apresentada.
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Como pode ser observado na Figura 17, quando somente o padrdao de KAV foi
utilizado para a quantificacdo das kavalactonas, nenhuma das amostras analisadas
obteve valor de teor total dentro da faixa permitida para ESK, de acordo com a
legislacao (entre 25,5 e 34,5%) (BRASIL, 2014b). Ja ao ser utilizada a metodologia
validada para as seis principais kavalactonas, somente uma amostra apresentou-se
dentro da faixa de limite de teor permitido, em comparagdo as 14 previamente
aprovadas em fungao dos laudos dos fornecedores de cada amostra. De acordo com
os laudos, todas as amostras de ESK se tratavam de extratos contendo 30% de
kavalactonas, no entanto, ndo haviam informagdes referentes as metodologias de
analise utilizadas para esta determinacdo, sendo informado apenas que eram

provenientes do proprio fabricante ou de laboratdrios terceirizados.

Figura 17 — Valores de teor total de kavalactonas: metisticina (MET), diidrometisticina (DHM),
kavaina (KAV), diidrokavaina (DHK), yangonina (YAN) e desmetoxiyangonina (DXY), presentes nas
amostras de extrato seco de Kava-kava (ESK), de acordo com o método analitico utilizado para
quantificacdo. Os limites de variacdo de teor preconizados pela legislagdo estdo demonstrados pelas
linhas vermelhas pontilhadas (BRASIL, 2014b).
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As kavalactonas avaliadas neste estudo (MET, DHM, KAV, DHK, YAN e DXY) sao
consideradas os marcadores ativos da planta, ou seja, tém relagéo direta com efeito
terapéutico (BRASIL, 2014b). A auséncia de uma metodologia unica e oficial para a
quantificacdo desses marcadores em extratos de kava-kava pode levar a variagcoes
significativas nas formulagdes disponiveis no mercado. Visto que, a dose diaria deve
ser de 200 mg, trés vezes ao dia, para o extrato contendo 30% de kavalactonas
(BRASIL, 2014a; MEMENTO, 2016), variagdes nos valores de teor das formulagdes,
decorrentes de diferencas nas metodologias analiticas, podem alterar

significativamente o perfil de eficacia, além da seguranga do tratamento.
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4. CONSIDERAGOES GERAIS

Por meio de doagdes realizadas por farmacias de manipulagao localizadas em Montes
Claros e em Belo Horizonte, ambas em Minas Gerais, foi possivel obter uma
amostragem representativa da variabilidade encontrada no mercado, visto que dentre
as ESKs doadas encontram-se diferentes farmacias, fornecedores, lotes, teor e parte

da planta utilizada durante o processo de extracao.

Um método analitico rapido e eficaz foi desenvolvido e validado para a quantificagao
simultdnea dos marcadores ativos: MET, DHM, KAV, DHK, YAN e DXY, presentes em
extratos de kava-kava, utilizando um sistema CLAE-DAD. A partir da revisdo de
literatura realizada, sugere-se que, essa foi a primeira vez que o efeito matriz foi
avaliado durante a validagdo, ndo sendo encontrados relatos da avaliagdo deste

parametro.

O método desenvolvido e validado foi aplicado em amostras de extratos de kava-kava
provenientes de farmacias de manipulagdo. A alta variabilidade evidenciada nos
teores de kavalactonas indica a necessidade de melhor padronizag¢ao e controle dos
ESK utilizados como produtos farmacéuticos, de forma a garantir um perfil de eficacia

e seguranga adequado no tratamento.

A partir da analise de amostras de extrato de kava-kava foi possivel observar um perfil
de distribuicao semelhante das kavalactonas avaliadas neste estudo, mesmo dentro
da grande variabilidade encontrada no mercado. Sendo a DHK o mercador presente

em maior quantidade.

Ao comparar o método desenvolvido utilizando os seis padrdes de kavalactonas com
o método validado somente para a KAV, foi observada uma grande diferenga entre os
valores de teor, demonstrando novamente a necessidade de um método padronizado

para sua quantificagao.

O método desenvolvido e validado pode ser aplicado por laboratérios produtores de
derivados vegetais e fitoterapicos, de forma a contribuir para avaliacado da qualidade
dos ESK atualmente comercializados.
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CAPITULO 3
AVALIAGAO DA BIODISPONIBILIDADE DA KAVAINA ISOLADA E EM EXTRATO
SECO DE KAVA-KAVA
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1. MATERIAIS
1.1 Insumos

e Padrdao analitico: D,L-Kavaina (Sigma-Aldrich — Suiga), pureza 100%, lote
BCBG5132V; Rac-kavaina-d3 (Toronto Research Chemicals — Canada);

e Extrato seco de kava-kava (ESK) comercial contendo 30% de kavalactonas:
Natural Factors Stress-Relax® (Cogitlam — Canada);

e Amostra de ESK nimero 4

1.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas, com peso entre 25 e 30 g
(aproximadamente 42 dias), fornecidos pelo biotério da FaFar/UFMG. Durante todo o
estudo, os animais foram mantidos em condigcdes ambientais controladas: ciclo claro-
escuro de 12 horas e temperatura controlada de 27 + 1 °C (zona de termoneutralidade
de roedores), ragao e agua disponibilizada ad libitum. O protocolo experimental esta
de acordo com as normas nacionais e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA)/UFMG, certificado n°® 58/2017 (ANEXO A).

1.3 Reagentes e acessorios

Agua, acetonitrila, isopropanol e metanol, grau LC/MS; acido férmico grau analitico;
agua ultrapura; solugao NaCl 0,9%, heparina, tubos de polipropileno, filtros para

seringa de membrana de Nylon, com tamanho de poro de 0,45 um.

1.4 Coluna cromatografica

Agela Technologies® Innoval C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um) (Phenomenex®— EUA).

1.5 Equipamentos e instrumentos

Sistema CLAE-EM/EM composto por cromatografo Agilent 1260 acoplado com
espectrédmetro de massas AB Sciex 4000 hibrido, do tipo triplo quadrupolo ion trap
linear (QqQ-LIT), equipado com interface Turboionspray™. O equipamento continha

o software Biosystems/MDS Sciex Analyst, verséo 1.6.2).

Balancga analitica Mettler Toledo XP6, com precisdo de 0,001 mg; centrifuga VWR™
micro 18R; freezer VWR™; micropipetas Eppendorf; refrigerador Thermo Scientific

Forma série 900.
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2. METODOS

Os ensaios referentes a experimentacao animal foram realizados no Laboratério de
Farmacologia da FaFAR-UFMG, em parceria com o Professor Renes de Resende
Machado e o doutorando Alyson Vinicius Braga. Os ensaios referentes ao
desenvolvimento, validagao e aplicagdo do método bioanalitico foram realizados no
College of Pharmacy and Nutriton da University of Saskatchewan,

Saskatoon/Saskatchewan/Canada, em parceria com o Professor Anas El-Aneed.

2.1 Desenvolvimento de método bioanalitico para quantificagao de KAV em

plasma de camundongos por CLAE-EM/EM

O desenvolvimento do método bioanalitico para quantificacdo de KAV em plasma de
camundongos, utilizando sistema CLAE-EM/EM, foi composto pela determinagao dos
parametros espectrométricos, cromatograficos e de preparo de amostra, sendo
utilizadas amostras de plasma branco de camundongo durante esta etapa. Devido a
complexidade dos procedimentos de preparo de amostra bioldgica foi adotada a
técnica de padronizacgao interna, utilizando substancia com estrutura, caracteristica
fisico-quimica e tempo de retengcdo semelhantes aos da KAV, que nao reaja com
componentes da matriz ou com o analito e que nao esteja presente na matriz das
amostras (NIESSEN, 2006).

2.1.1 Determinagao dos parametros espectrométricos

Inicialmente, foi realizada a otimizacdo dos parametros espectrométricos para a
deteccdo da KAV no EM por meio de infusbes diretas, a 10 uL/min, de solu¢des do
padrdao de KAV e do padrdo interno (Pl) em metanol. Os seguintes parametros de
fonte foram otimizados: temperatura da fonte, voltagem do ion spray, gas de cortina,
nebulizacdo e evaporacao; e relacionados ao composto: ion precursor, transicoes de
massas (ion precursor — ion produto), declustering potential, potencial de entrada,

energia de colisdo, gas de colisédo e collision exit potential.

2.1.2 Determinacao dos parametros cromatograficos

De maneira a obter um método simples e rapido para a quantificacdo de KAV em
amostras biolégicas, foi realizada a otimizagao dos parametros cromatograficos, tendo
como base o método analitico previamente desenvolvido e validado para a
quantificacdo simultanea das kavalactonas MET, DHM, KAV, DHK, YAN e DXY
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(Capitulo 2). Foram realizados ajustes na proporgéo e no fluxo da fase movel, assim
como no volume de injegao, sendo também avaliados os modos de eluigao isocratico
e gradiente. A adicdo de solucdo acida a fase movel foi avaliada de maneira a

favorecer a ionizagao da KAV no modo positivo.

Durante esta etapa de otimizacgao, utilizou-se solugao de ESK comercial, em metanol,

para realizacao dos testes.

2.1.3 Determinacgao dos parametros de preparo de amostra

A ultima etapa do desenvolvimento do método bioanalitico consistiu na determinagao
dos parametros de preparo de amostra, visando a obtencdo de uma técnica de
extragao eficiente do analito presente na amostra biologica com baixos indices de

efeito matriz.

Dois solventes organicos, acetonitrila e metanol, foram avaliados como solventes
precipitantes tanto em amostra de plasma branco quanto em amostra fortificada com
o ESK comercial. No procedimento, o solvente era adicionado a amostra biolégica na
proporgao de 3:1 (solvente:plasma), seguido de agitagao em vortex por 30 segundos
e centrifugagdo a 14000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante era entdo
coletado e filtrado para vials ambar utilizando seringas com filtro de membrana de

celulose de 0,45 um.

2.2 Validagcao de método bioanalitico para quantificagcao de KAV em plasma de
camundongos por CLAE-EM/EM

O método desenvolvido foi validado de acordo com os guias para validagdo de método
bioanalitico do Food and Drug Administration (FDA, 2018) e da European Medicines
Agency (EMA, 2011), sendo avaliados os parametros de seletividade, efeito matriz,
eficiéncia da extracdo e recuperagao, linearidade, sensibilidade, efeito residual,

exatidao, precisao e estabilidade.

2.2.1 Seletividade, efeito matriz e recuperacgao

A seletividade do método foi avaliada de maneira a demonstrar a auséncia de
interferéncia de outros compostos presentes na matriz no nivel do LIQ. Para isso,
amostras de plasma branco de seis animais diferentes, totalizando seis fontes

distintas foram analisadas, sendo a seletividade considerada adequada caso os sinais
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cromatograficos apresentados nos tempos de retencao referentes ao analito e ao PI

fossem menores do que 20% e 5%, respectivamente.

Por se tratar de um método bioanalitico, a quantificacdo do analito é realizada em uma
matriz complexa, no caso o plasma de camundongos. Desse modo, € necessaria a
avaliacao do efeito que os componentes presentes na matriz possuem sobre a
resposta do analito avaliado. Para a determinagdo do efeito matriz, a resposta do
instrumento para o padrdo de KAV adicionado a amostra de plasma branco extraida
(pbs-fortificadas), de seis fontes diferentes, foi comparada a resposta obtida para os
padrées de KAV em solucédo de acetonitrila. O valor de CV do fator de matriz (FM)
obtido a partir da analise das amostras, conforme a equagao abaixo, ndo deveria ser

maior do que 15%.

WM Resposta em amostra de plasma 100 (5)
= X
° Resposta em solvente

A recuperacgao da técnica de extracao foi avaliada por meio da comparacéo do sinal
analitico obtido entre amostras pods-fortificadas e amostras de plasma fortificadas
previamente ao processo de extracdo (pré-fortificadas). Enquanto a eficiéncia da
extragdo foi obtida pela comparacdo das areas dos picos entre amostras pré-

fortificadas e o padrao de KAV em solucéo de acetonitrila.

O efeito matriz e a eficiéncia e recuperacao da extracdo foram avaliadas em dois
niveis de concentracdo para a KAV: 30 ng/mL (referente ao CQB) e 180 ng/mL
(referente ao CQA).

2.2.2 Linearidade da curva de calibragcao e sensibilidade

Uma curva de calibragdo de seis pontos, variando entre 10 ng/mL e 200 ng/mL de
KAV, foi construida por meio da relagcéo entre a concentragao da KAV e a razao entre
as areas dos picos da KAV e do PI (na concentragédo de 30 n/mL). A regressao linear,
com fator de ponderacao de 1/x, foi aplicada para a construgao da curva de calibragao.
O desvio maximo permitido entre a concentragao nominal e a calculada experimental
foi de 20% para o LIQ e de 15% para os demais pontos da curva, para no minimo 75%

dos pontos da curva.
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Para a avaliagao da sensibilidade do método, o LIQ foi determinado como a menor
concentragdo com valores de precisdo (CV%) e exatidao dentro da faixa de + 20%,
sendo analisadas em 3 corridas distintas com 5 replicatas. Ja o LD foi determinado
como a menor concentragao, na faixa de 1-5 ng/mL, em que a razao sinal-ruido foi

menor do que 3.

2.2.3 Efeito residual

O efeito residual é caracterizado como o aparecimento ou aumento de sinais analiticos
do analito e do PI devido a contaminagdo de uma amostra previamente analisada
comprometendo a precisado e exatiddo do método. Para sua avaliagao foi realizada a
injecao de amostras branco apos a analise do limite superior de quantificagdo (LSQ),
sendo que o efeito residual nas amostras branco deve ser inferior a 20% da area do

analito no LIQ e a 5% da area do PI.

2.2.4 Precisao e exatidao

A precisao e a exatidao do método foram avaliadas pela analise de cinco replicatas
de cada amostra de controle de qualidade (CQ) em uma unica corrida analitica
(intracorrida) e preparadas em trés dias consecutivos (intercorrida). Os CQs foram
preparados em cinco niveis de concentracdo: LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD. Sendo
que o CQB foi determinado como trés vezes a concentracao do LIQ, CQM referente
ao ponto médio da curva de calibragao e o CQA determinado como 90% do valor do
LSQ.

De maneira a avaliar se amostras bioldgicas diluidas apresentavam a mesma preciséo
e exatiddo das né&o-diluidas, foram analisadas amostras de plasma fortificado nas
concentragbes de 2 ug/mL e 19 pg/mL de KAV, seguidos de diluigdo em plasma
branco nas proporcoes 10 e 100 vezes, respectivamente, resultando em amostras de

CQD nas concentragdes de 200 ng/mL e 190 ng/mL do analito.

A exatidao foi demonstrada quando os valores de erro padrao relativo (Equagao 6)
para os CQs fossem menores do que 15% do valor nominal, com exce¢ao do LIQ em
que foram aceitos desvio menos do que 20%. Ja em relacdo a precisao, nao foram
admitidos valores de CV (Equagao 7) menores do que 20% para o LIQ e 15% para

os demais controles, sendo calculado conforme as equagds a seguir:
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Concentracao média experimental — Valor nominal (6)
EPR = - %X 100
Valor nominal

Desvio padrao 7
CV% = — , x 100 (7)
Concentracao média experimental

2.2.5 Estabilidade

Estabilidade é o parédmetro que indica a auséncia de degradagdo de um analito
presente em uma matriz sobre condi¢des especificas de armazenamento e uso. Para
a avaliacao da estabilidade da KAV no método desenvolvido, foram avaliadas quatro
condicdes: tempo de bancada, amostras extraidas, pds-processamento e apos ciclo
de congelamento e descongelamento. Com exce¢cdo da estabilidade pos-
processamento em que foram avaliados LIQ, CQB, CQM e CQA, para os demais
testes foram avaliados CQB e CQA, todos em triplicata. A estabilidade foi
demonstrada quando os valores obtidos estavam dentro dos limites preconizados para

exatidao e precisao.

Para avaliagao da estabilidade pelo tempo de bancada, as amostras de CQ foram
dispostas sobre a bancada de trabalho a temperatura ambiente durante 5 horas,
mimetizando as possiveis condigdes laboratoriais, seguido da sua extragao e analise.
De maneira a avaliar a influéncia desse tempo de banca em amostras ja extraidas,
estas permaneceram dispostas na bancada, apds sua extracédo, durante 5 horas,
sendo analisadas ao final desse tempo. A estabilidade pds-processamento foi
demonstrada apos a re-analise de amostras previamente analisadas, armazenadas

no amostrador automatico do cromatografo por 24 horas.

Para a avaliagao da estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento, as
amostras de CQ foram inicialmente armazenadas em freezer a — 80 °C e, em seguida,
expostas a trés ciclos de congelamento e descongelamento. Em cada ciclo as
amostras foram completamente descongeladas a temperatura ambiente e ao final
permaneceram na bancada por pelo menos 1 hora. Ao final deste tempo, as amostras
foram novamente armazenadas no freezer por 24 horas. Ao final do terceiro ciclo, as

amostras de CQ foram extraidas e analisadas.
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2.3 Avaliacao da biodisponibilidade da KAV isolada e em ESK

2.3.1 Quantificacao da KAV em amostras reais

Apods a validacdo do método bioanalitico para quantificacdo de KAV em plasma de
camundongos, este foi aplicado para o estudo farmacocinético da KAV isolada e
presente em ESK, seguido da avaliacdo da biodisponibilidade desse marcador.
Inicialmente os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (n = 30
animais por grupo) de acordo com os tratamentos a serem administrador por via per

os (p.o.) (gavagem).

A amostra de ESK (numero 4) e o padrao de KAV foram suspensos utilizando como
veiculo solugédo de NaCl 0,9%. Para determinagéo da dose de KAV a ser administrada,
foi feita uma avaliacdo dos valores encontrados em estudos farmacocinéticos
disponiveis na literatura, sendo utilizada a dose de 50 mg/kg para o padrao de KAV.
Em relacédo a dose para o grupo tratado com ESK, primeiramente esta foi analisada
utilizando o método analitico validado (Capitulo 2), resultando em um teor de KAV de
4,88%. Em seguida foi feita a proporgdo da quantidade de extrato administrada, de
maneira a se manter a dose de 50 mg/kg de KAV, totalizando a dosagem de 1024,6
mg/kg de extrato. Cada tratamento foi administrado individualmente, em volume de 8
mL/kg, através de canulas adapatadas a seringas. As canulas foram lavadas com

solucao de NaCl 0,9% entre as administragcdes de maneira a evitar entupimento.

Apoés a administracdo de cada tratamento, foram realizadas coletas de sangue de
cada animal nos tempos: Oh, 0h15, 0h30, 0h45, 1h30, 2h, 4h, 8h, 12h e 24 horas,
sendo 3 animais para cada ponto. O sangue de cada animal foi coletado apos
decaptagéo, em tubos de polipropileno contendo 10 uL de heparina e, em seguida,
centrifugado a 2000 rpm por 20 minutos. Foram obtidos cerca de 150 a 200 uL de
sangue para cada animal. O plasma foi entao coletado e refrigerado em freezer a -80
°C. No dia das analises, as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente,
foi realizada a etapa de extragdo utilizando solvente precipitante (acetonitrila)
juntamente com a adicdo de 30 ng/mL do Pl. Em seguida, as amostras foram

centrifugadas, o sobrenadante coletado e filtrado para vials @mbar.

Para quantificacdo da KAV presente nas amostras de plasma, primeiramente foi

realizada a analise dos mesmos niveis de concentracdo da avaliacdo da linearidade,
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de maneira a se obter a curva de calibragao e equacgao da reta para quantificagao do
analito nas amostras. A curva de calibracado foi considerada linear quando o desvio
obtido entre a concentragdo nominal e a calculada experimental foi menor do que 20%
para o LIQ e do que 15% para os demais pontos da curva, com no minimo 75% de
aprovagao. Em seguida foram incluidos na corrida analitica as amostras de CQB,
CQM e CQA, em duplicata, e inseridas entre as amostras a cada 10 analises. O critério
de aceitagao dos CQs foi de no maximo 15% de desvio, com uma aprovagao minima
de 50% para cada nivel de concentracdo. Ao final da corrida analitica, os valores de
resposta obtidos para cada amostra foram aplicados a equacéao da reta, sendo obtidas

as concentracdes plasmaticas de KAV.

2.3.2 Determinagao dos parametros farmacocinéticos

Apés a determinagao da concentragdo plasmatica de KAV em cada amostra, foram
plotadas curvas de concentragao plasmatica versus tempo para o marcador isolado e
presente no ESK e, em seguida, foram calculados os parametros farmacocinéticos

utilizando o Microsoft Office Excel:

e concentracdo plasmatica maxima (Cmax);

e tempo em que a concentracao plasmatica maxima é atingida (Tmax);

e constante de eliminacao (Kei): inclinagdo da reta de concentragéo logaritmica
versus tempo (obtida durante a fase de decaimento da concentragéo);

e meia-vida de eliminagao (T1.2), calculada através da equagao:

1/2 = g (8)

e area sob a curva do tempo zero ao ultimo tempo de coleta quantificado
(ASCo - 24), calculada pelo método dos trapezoides;

e area sob a curva do tempo zero ao infinito (ASCo - «), calculada através da

equacgao:

ASCy_54 + Cmédia
ASCy_ o = 0-24 - 24 9)
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Ao final, a biodisponibilidade relativa (BDreL) da KAV foi determinada a partir da razéo
entre os valores de ASCo-24 da KAV presente no ESK e isolada, conforme a equacéao

abaixo:

ASCy_,4 KAV presente em ESK

BD,, =
el ™ ASCy_,4 KAV isolada (padrio)

(10)

Sendo que a obtencdo de valores de BDreL superiores a 1 pode ser considerado
indicativo da existéncia de sinergismo entre a KAV e os demais compostos presentes

no extrato.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento de método bioanalitico para quantificagao de KAV em

plasma de camundongos por CLAE-EM/EM

Foi desenvolvido um método simples e rapido utilizando CLAE-QgQ/LIT, com fonte de
ionizacao por electrospray positivo (IES+) para a quantificacado de KAV em plasma de
camundongo utilizando rac-kavaina-d3 como Pl (Figura 18). Para analises
quantitativas, utilizando detecgdo por EM, o ideal é que sejam utilizados padrdes
isotopicamente marcados dos compostos analisados. Compostos deuterados, como
a rac-kavaina-d3, possuem propriedades fisico-quimicas semelhantes ao analito em
questao, eluindo no mesmo tempo de retencédo. Além disso, durante a padronizacéo
interna, essa semelhanca possibilita a compensacdo de possiveis variacdes na
ionizagdo do composto analisado, assim como do efeito matriz existente no método
(STOKVIS; ROSING; BEJINEN, 2005). A partir da revisao de literatura realizada, essa
foi a primeira vez que o padréao isotopicamente marcado da KAV foi utilizado como PI

para a quantificacdo deste analito em matrizes bioldgicas.

Figura 18 — Estrutura do analito kavaina (KAV) e do padréo interno Rac-kavaina-d3 (PI).
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3.1.1 Determinacgao dos parametros espectrométricos

Visto que a KAV foi facilmente ionizada ao se utilizar a técnica de IES, esta foi
escolhida como a fonte de ionizacdo do sistema CLAE-EM/EM. Apds o teste dos
modos de ionizagdo positivo (+) e negativo (-), durante infusdo direta do padrao
analitico, observou-se que o modo positivo apresentou melhores resultados em
relacdo a razao sinal-ruido, sendo entao selecionado para a fonte de ionizacado do

sistema com obtengao de ion precursor [M+H]".
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Apoés a obtencédo dos parametros espectrométricos otimizados (Tabelas 25 e 26), o
modo de Monitoramento de Reagbes Multiplas (MRM) foi selecionado para a
quantificacdo do analito, de maneira a garantir a seletividade do método com redugao

da interferéncia da matriz complexa em questdao (MICHEL et al., 2015).

Tabela 25 — Parametros espectrométricos (fonte) otimizados para o método bioanalitico.

Parametros Kavaina Rac-kavaina-d3
Temperatura da fonte (°C) 100,0 100,0
Voltagem do ion spray (volts) 5500,0 3500,0
Gas de cortina 10,0 10,0
Gas de nebulizacao 14,0 18,0
Gas de evaporagao 40,0 10,0

Tabela 26 — Parametros espectrométricos (composto) otimizados para o método bioanalitico.

Parametros Kavaina Rac-kavaina-d3
Declustering potential (volts) 96,0 65,0
Potencial de entrada (volts) 10,0 10,0

Energia de coliséo (volts) 17,0%/31,0** 17,0
Gas de coliséo (volts) 6,0 9,0
Collision exit potential (volts) 10,0%/8,0** 11,7

fon precursor (m/z) 231,0 234,2

fon produto (m/z) 115,1*/152,8** 199,2

*Transicdo de massas para quantificacao

**Transicdo de massas para confirmagao

A partir dos ions produto obtidos pela fragmentagao dos ions precursores da KAV e
do PI, durante avaliagdo do espectro de varredura (Figura 19), foram selecionadas
duas transicbes de massa para a determinagao da KAV (quantificagao e confirmacao),
como pode ser observado na Tabela 26. Na Figura 20 estdo representadas as
propostas de fragmentagdo para os ions produto mais abundantes para o analito e
para o PI.
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Figura 19 — Espectros EM/EM para [M+H]* dos padrdes de kavaina (A) e rac-kavaina-d3 (B), com

energia constante de 14 e 16 volts, respectivamente.
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Figura 20 — Proposta de fragmentag&o para os ions produto mais abundantes para [M+H]* da

kavaina (A) e da rac-kavaina-d3 (B), com energia constante de 14 e 16 volts, respectivamente.
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3.1.2 Determinacao dos parametros cromatograficos

Devido a natureza lipofilica da KAV, a cromatografia de fase reversa, utilizando uma
coluna C18, foi a técnica de escolha para a quantificacdo deste analito em um sistema
CLAE-EM/EM. Pequenas variagdes no fluxo e na proporg¢ao da fase movel do método
analitico previamente validado (Capitulo 2) foram testadas de maneira a adequar ao
novo sistema cromatografico e a proposta de analise bioanalitica. Durante esta etapa,
foi feita adicdo de acido formico 0,1% a fase movel aquosa e organica para melhor

ionizagcdo da KAV no modo positivo.

Na Figura 21 esta representada a condigdo com modo de eluicdo em gradiente com
melhor resultado relacionado ao tempo de retencdo do analito. Observa-se que nao
foram observadas melhoras significativas no tempo de retengdo da KAV quando o
modo de eluicdo gradiente foi utilizado em comparagdo ao modo isocratico, mesmo
realizando ajustes nos valores de proporgao e fluxo da fase movel. Desse modo, de
maneira a alcancar um método simples e rapido, o0 modo de eluigdo isocratico foi

selecionado.

As condigdes cromatograficas finais obtidas apds a otimizagdo estdo expressas na
Tabela 27. Os métodos previamente descritos na literatura a respeito da quantificacao
da KAV em amostras bioldgicas utilizando sistema CLAE-ESI-EM/EM utilizaram modo
de eluicdo gradiente com tempo de corrida variando entre 15 e 25 minutos
(FERNANDEZ et al., 2007; CARLIER et al., 2015; WANG et al., 2018). Comparado
aos estudos ja publicados, o método desenvolvido foi mais simples e rapido, visto que

obteve menor tempo de corrida (6 minutos), utilizando modo de elui¢ao isocratico.

Tabela 27 — Parametros cromatogréaficos otimizados para o método bioanalitico.

Parametros Condigoes otimizadas
Coluna cromatografica Agela Technologies® Innoval C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 ym)
Modo de elui¢do Isocratica

Agua ultrapura:metanol:acetonitrila:isopropanol

Fase movel
(35:13:16,9:35,1 v/viviv) (0,1% acido férmico)
Fluxo da fase movel 0,5 mL/min
Temperatura da coluna 40 °C
Volume de injegéo 20 yL
Tempo de corrida 6 min

Tempo de retengédo da KAV 3,94 min
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Figura 21 — Cromatogramas obtidos pela analise do padrao de kavaina (KAV: 231 - 152,8) em

solugao (20 ng/mL), utilizando eluigdo em gradiente (A) e isocratico (B).
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3.1.3 Determinacgao dos parametros de preparo de amostra

Com o objetivo de desenvolver um método bioanalitico com boa recuperagao durante
a etapa de extracdo, além de minimizar os efeitos da matriz, dois solventes organicos:
metanol e acetonitrila, foram avaliados durante a precipitacdo proteica. Como pode
ser observado na Figura 22, apesar do cromatograma obtido pela extragdo de plasma
branco utilizando metanol apresentar menor razdo sinal-ruido quando comparado ao
da acetonitrila, ha a presencga de um sinal interferente no mesmo tempo de retencao
da KAV (3,94 min) para as duas transi¢gdes de massas utilizadas. Essa interferéncia
nao foi observada ao ser utilizada a acetonitrila, sendo, portanto, selecionada como

solvente precipitante para a etapa de extracdo da amostra biologica.
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Figura 22 — Cromatogramas obtidos apés a extragéo de amostra de plasma branco utilizando acetonitrila (A) e metanol (B) como solventes precipitantes.

Linha pontilhada representando o tempo de retenc¢édo da kavaina.
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Excelentes sinais cromatograficos foram obtidos, utilizando a precipitagao de proteinas com a acetonitrila, para a analise de amostras
de plasma ap6s administragcado per os da amostra 4 de ESK (Figura 23A) e de plasma branco fortificado com 200 ng/mL de padrao

de KAV (Figura 23B), ambas amostras contendo 30 ng/mL de PI.
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Figura 23 — Cromatogramas obtidos a partir da analise de amostras de plasma de camundongo apés administragdo de ESK (A) e plasma branco fortificado
com 200 ng/mL de padrao de KAV, utilizando acetonitrila como solvente precipitante. Transi¢cdo de quantificacdo KAV: 231,0 > 115,1 (vermelho); Transi¢éo
de confirmagdo KAV: 231,0 - 152,8 (azul); Transi¢cdo do Pl: 234,2 > 199,2 (verde).

4.5e4 4
4.0e4 1

3.5e4 1

2.5e4 1

2.0e4 1

Intensity, cps

1.5e4 1

1.0e4 4

5000.01

0.0 T T T T T v
05 1.0 1.5 20 25 3.0 35 40 45 5.0 55

Time, min

3 B0s
3. ses
3 404 4
3 20e
3 004
2. 80s 4
2 604
2404
2 204

2. 004

Fansty 25

1. 804
1. 604
1404
1. 204
1.00e

8000 O

4000 0

2000 OM

0.0 . .
as 1.0 re 20 =25 30 5.0 55
Time, min



101

3.2 Validagcao de método bioanalitico para quantificagcao de KAV em plasma de
camundongos por CLAE-EM/EM

Os resultados obtidos para a validacdo do método bioanalitico desenvolvido para
quantificacdo da KAV em plasma de camundongo estao de acordo com o preconizado
pelos guias para validacdo de método bioanalitico do FDA e EMA, sendo verificados
os parametros de seletividade, efeito matriz, recuperagao, linearidade, sensibilidade,
efeito residual, preciséo, exatiddo e estabilidade (FDA, 2018; EMA, 2011).

3.2.1 Seletividade, efeito matriz e recuperagao

De maneira a determinar a seletividade do método desenvolvido, seis amostras de
plasma branco de fontes distintas foram avaliadas. Na Figura 24 pode ser observado
o grau de hemolise apresentado pelas amostras de plasma branco avaliadas, antes

de passarem pela etapa de extragao utilizando acetonitrila como solvente precipitante.

Figura 24 — Grau de hemolise apresentado pelas amostras de plasma branco avaliadas na

seletividade.

@ "

Conforme demonstrado na Figura 25, ndo foram observados picos interferentes de
compostos enddégenos pertencentes a matriz biolégica no mesmo tempo de retengao
da KAV ou do PI (3,94 minutos), em nenhuma das amostras de plasma branco

avaliadas, confirmando a seletividade do método.
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Figura 25 — Cromatogramas obtido ap6s andlise de plasma branco de seis fontes distintas, sendo cinco amostras normais (A, B, C, D e E) e uma hemolisada

(F), para avaliagdo da seletividade do método bioanalitico. Transicdo de quantificagao KAV: 231,0 - 115,1 (vermelho); Transicdo de confirmagao KAV: 231,0
- 152,8 (azul); Transigéo do PI: 234,2 > 199,2 (verde).
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Em relacdo ao efeito matriz, os valores de CV% dos FM obtidos entre as seis fontes
de plasma distintas, para os dois niveis de concentragao (CQB e CQA) foram menores
do que 15% (Tabela 28). Demonstrando, desse modo, que nenhuma alteragdo ou
interferéncia na resposta do analito esta ocorrendo devido a composicao da matriz

bioldgica.

Tabela 28— Valores de porcentagem de resposta obtidos durante avaliagdo de efeito matriz,

recuperacgao e eficiéncia da extragao.

Amostra Efeito matriz Recuperagao Eficiéncia de extragao
caB CQA caB CQA cas CQA

1 68,09 94,81 93,36 71,23 63,56 67,53

2 71,54 98,05 108,55 77,48 77,66 66,23

3 78,99 112,99 91,58 72,41 72,34 77,92

4 78,72 109,09 93,58 64,29 73,67 64,22

5 77,66 109,74 102,05 63,31 79,26 66,88

6 80,59 122,08 92,74 65,96 74,73 77,92
Média 75,93 107,79 96,98 69,11 73,54 70,12
DPR 4,95 10,00 6,80 5,52 5,51 6,15
CV% 6,52 9,28 7,01 7,99 7,50 8,76

A eficiéncia da técnica de extracdo e a sua recuperagdo foram consideradas
reprodutiveis e consistentes tanto para o CQB quanto para o CQA (Tabela 28). Sendo
que, as taxas de recuperagdo médias obtidas foram de 96,98% (CQB) e 69,11%
(CQA), com valores de CV de 7,01 e 7,98%, respectivamente. Para a eficiéncia da
extragdo, CQB e CQA resultaram em taxas médias de 73,54 e 70,12%, com valores
de CV de 7,49 e 8,76%, respectivamente.

3.2.2 Linearidade da curva de calibragao e sensibilidade

As curvas de calibragédo obtidas para a KAV foram consideradas lineares na faixa de
concentragao de 10 a 200 ng/mL, utilizando fator de ponderacédo de 1/x. Como pode
ser observado na Tabela 29, os desvios obtidos entre as concentracbes nominal e
calculada foram menores do que 15% para todos os pontos da curva, nos trés dias de
analise. Os valores de equagdo da reta juntamente com os coeficientes de
determinacao (r?) obtidos estdo representados na Tabela 30, enquanto as curvas de

calibragao obtidas podem ser observadas na Figura 26.
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Tabela 29 — Dados obtidos durante a construgdo das curvas de calibragdo para avaliagdo da

linearidade do método desenvolvido.

Dia 1 Dia 2 Dia 3

Concentragao Concentragao Concentragao Concentragao
EPR EPR EPR

tedrica (ng/mL) experimental experimental experimental
(%) (%) (%)

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

10 10,8 8,0 10,1 1,0 10,3 3,0
20 18,4 -8,0 19,6 -2,0 19,1 -4,5
40 38,6 -3,5 38,4 -4,0 39,8 -0,5
120 126,0 5,0 121,0 0,8 118,0 -1,7
140 141,0 0,7 155,0 10,7 149,0 6,4
200 195,0 -2,5 185,0 -7,5 194,0 -3,0

*EPR = erro padréo relativo

Tabela 30 — Equagdes da reta e os respectivos coeficientes de determinagéo obtidos durante a

avaliagao da linearidade do método desenvolvido.

Curva de calibragao Equacédo da reta r?
Dia 1 y = 0,0059x — 0,0347 0,9982
Dia 2 y =0,0047x —0,0153 0,9920

Dia 3 y =0,00348x + 0,00482 0,9976




Figura 26 — Curvas de calibragdo

desenvolvido.
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Em relagédo a determinacéo do LIQ, 10 ng/mL foi a menor concentragdo com preciséao
e exatidao de acordo com os limites preconizados de + 20%, sendo que foram obtidos
valores de CV% de 1,1; 0,5 e 5,9% para a precisao intracorrida (n = 3 dias) e de 5,2%
para intercorrida; e valores de erro padrao relativo de 18,2; 16,4 e 7,6% para exatidao
intracorrida (n = 3 dias) e de 14,1% para a intercorrida. O valor de LIQ encontrado foi
igual ao determinado por Fernandez e colaboradores para a determinagao de KAV em
urina humana, utilizando sistema CLAE-IES-EM/EM (FERNANDEZ et al., 2007).

Dentre as concentragdes avaliadas para o LD, 1 ng/mL foi a menor concentragdo em
que a relagao sinal-ruido foi maior do que 3 para as duas transicdes de massas para
a KAV, como demonstrado na Figura 27. O resultado obtido foi proximo ao valor de
LD (0,8 ng/mL) apresentado por Wang e colaboradores em estudo para avaliagédo de
KAV em plasma de ratos (WANG et al., 2018).

A sensibilidade obtida para o0 método se mostrou adequada para a quantificagao da
KAV em plasma de camundongo apdés administragdo per os em camundongos. A
partir da determinagao do valor de LIQ, os valores de concentracao para os CQs
foram: CQB = 30 ng/mL; CQM = 100 ng/mL; CQA = 180 ng/mL e CQD = 190 (10x) e
200 (100x) ng/mL.

Figura 27 — Relagéo sinal-ruido para amostra de limite de detecgéo.
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3.2.3 Efeito residual

A auséncia de efeito residual foi confirmada pela inexisténcia de sinais
cromatograficos para a KAV e Pl em duas analises consecutivas de amostras de
plasma branco realizadas apés a inje¢ao do LSQ. Os cromatogramas obtidos a partir

da analise das amostras de LSQ e plasma branco estédo representados na Figura 28.
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Figura 28 — Avaliagdo do efeito residual, sendo representado o cromatograma obtido pela injegéo inicial de amostra de plasma branco (A), seguido da

injecao do limite superior de quantificagcéo (B) e ao final duas inje¢cdes de amostra de plasma branco (C e D).
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3.2.4 Precisao e exatidao

O método bioanalitico desenvolvido foi considerado preciso e exato para a
quantificacdo de KAV em plasma de camundongos. Como pode ser observado nas
Tabelas 31 e 32, todos os valores obtidos para CV% e para o erro padrao relativo em
relacdo ao valor nominal estdo abaixo dos valores de limite preconizados: inferiores a
20% para o LIQ e 15% para os demais niveis de concentragao, tanto para as analises

intracorrida como intercorrida.

Tabela 31 — Valores de coeficiente de variagdo (CV%) intracorrida e intercorrida para avaliagéo da

precisao do método bioanalitico.

CV% intracorrida

Corrida LiQ cas cam CQA CQD (10x) CQD (100x)
1 1,1 21 0,7 2,8 1,1 6,2
2 0,5 3,0 6,5 54 4,6 8,8
3 5,9 9,3 4.4 5,0 5,1 2,0
CV% intercorrida 5,2 8,8 10,7 1,1 6,8 10,5

Tabela 32 — Vvalores de erro padréo relativo (%) intracorrida e intercorrida para avaliagéo da exatiddo

do método bioanalitico.

EPR% intracorrida

Corrida LiQ cCQB CQM CQA CQD (10x) CQD (100x)
1 18,2 -9,0 -12,6 11,1 -13,7 -8,3
2 16,4 7,1 -6,8 -8,7 -12,0 4,5
3 7,6 -2,5 9,0 10,4 -2,4 12,9
EPR% intercorrida 14,1 -1,4 -3,56 -3,1 9,4 3.1

Como demonstrado nas Tabela 31 e 32, os resultados obtidos para amostras de CQD
também se encontram dentro dos limites preconizados para exatidao e precisao.
Demonstrando, desse modo, que a diluicdo de amostras reais obtidas no estudo
farmacocinético, dentro da faixa de diluicdo avaliada, nédo afeta a resposta analitica

do método desenvolvido.

3.2.5 Estabilidade

De maneira a assegurar a confiabilidade dos resultados das analises utilizando o

método bioanalitico desenvolvido, a estabilidade da KAV foi avaliada em diferentes
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condigdes. Como pode ser observado na Tabela 33, todas as amostras de
estabilidade avaliadas se apresentaram precisas e exatas, com valores de CV%
abaixo do que 5% para todos os CQs e com valores de erro padréo relativo variando
entre -5,1 e 13% do valor nominal. Os resultados obtidos demonstram a estabilidade
do método durante as etapas de preparo e analise da amostra, garantindo resultados

sem alteragdes decorrentes de uma possivel degradagéo do analito.

Tabela 33 — Valores de precisdo (CV%) e exatidado (EP% = erro padr&o) obtidos durante a avaliagdo

da estabilidade.

LIQ cQB camMm CQA
Parametro

CV% EP% CV% EP% CV% EP% CV% EP%

Tempo de bancada - - 4.8 -2,0 - - 1,9 13,0
Amostras extraidas - - 34 4,7 - - 1,5 11,9
Pds-processamento 4.6 -4.1 4,9 -1,5 1,6 12,2 1,1 12,0

Ciclos de congelamento e

- - 3,8 -5,1 - - 0,8 11,9

descongelamento

3.3 Avaliacao da biodisponibilidade da KAV isolada e em ESK
3.3.1 Quantificagcao da KAV em amostras reais

O método bioanalitico validado, utilizando CLAE-EM/EM, para quantificacao de KAV
foi aplicado para a analise de amostras de plasma de camundongo coletadas apos
administracao por via p.o. do padrao analitico de KAV e da amostra de ESK numero
4.

A corrida analitica foi aprovada de acordo com os guias analiticos utilizados para a
validacdo do método bionalitico. Como pode ser observado na Tabela 34, os valores
de desvio entre a concentragdo nominal e aquela calculada para os pontos da curva
de calibragao foram inferiores a 7%. Em relagéo aos CQs, os valores de erro padréao
relativo e CV% foram de: CQB = 11,99 e 2,42%; CQM = 12,65 e 2,20%; CQA = 13,00
e 3,07%, respectivamente. A curva de calibragdo resultante, juntamente com a

equacéo da reta e o valor de r?, estédo representados na Figura 29.
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Tabela 34 — Dados obtidos durante a construgdo das curvas de calibragéo para aplicagéo do método

bioanalitico validado.

Concentragao tedrica (ng/mL) Concentragao experimental (ng/mL) EPR (%)
10 9,66 -3,44
20 21,0 5,09
40 38,4 -4,05
120 120 -0,38
140 150 6,95
200 192 -4,16

Figura 29 — Curva de calibragdo, equagéo da reta e valor de r2 obtidos apds aprovagdo da corrida

analitica.

y = 0,00488x - 0,00588
r’ =0,9966

Analye Area ! IS ~ea

10 20 30 40 S0 60 T B0 20 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Analyte Conc /1S Conc

Com a obtengdo da equacao da reta, o valor de area do pico para a KAV e as
concentragdes plasmaticas do analito nas amostras reais de plasma de camundongo
foram obtidas (Tabelas 35). Na Figura 30 podem ser observados os cromatogramas
resultantes da analise de amostras de plasma de camundongo coletadas duas horas
apoés a administracdo do padrao de KAV e da amostra de ESK numero 4. Visto que
os valores de concentragcado obtidos apds a administracdo do extrato foram maiores
do que o esperado, as amostras foram diluidas conforme procedimento de diluigao

previamente validado (item 3.2.4).
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Tabela 35 — Valores de concentragéo plasmatica da kavaina obtidos a partir da analise de amostra

de plasma de camundongo coletados apos a administragdo por via p.o. do padrao analitico de KAV e

de amostra de extrato seco de Kava-kava numero 4, utilizando o método bioanalitico validado.

Concentragdo média + desvio padrao (ng/mL)

ESK nimero 4

Tempo de coleta (h)
Padrao analitico

0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
0,25 46,53 + 15,35 3750 + 520
0,5 53,17 £ 25,10 3702 + 2026
0,75 45,33 + 21,40 2852 + 794
1,5 41,77 £ 9,25 2908 + 1018
2 57,80 £ 10,27 5397 + 4884
4 26,90 = 10,67 4995 + 3772
8 16,00 + 0,87 1958 + 2732
12 18,80 + 6,47 35,33+ 17,29
24 11,28 £ 4,52 20,97 £ 18,74

Figura 30 — Cromatogramas obtidos apds a analise de plasma de camundongo coletados 2 h apés
a administrag&o por via p.o. do padrao analitico de kavaina (A) e da amostra de extrato seco de Kava-

kava numero 4 (B), utilizando o método bioanalitico validado.

1.20e4 |
|
|| KAV:231 > 115.1

1.00e4 |
14
l

8000.00

g
8

KAV:231 > 152.8

Intensity, cps

4000.004

2000.004

N ‘,\/J\ AN SR

0.5 1.0 15 20 25 30 35 4.0 45 5.0 55
Time, min

0.00

6347 A
6000 I

’\
8000 | || KAV: 231 = 115.1

4000 E‘IST
|

3000

Intensity, cps

20 (| || kav:231> 1528

1000

05 10 15 20 25




113

3.3.2 Determinacao dos parametros farmacocinéticos

Apods a quantificagdo da KAV nas amostras de plasma de camundongo, foi possivel
plotar as curvas de concentracéo plasmatica versus tempo para o marcador isolado e
presente na amostra de ESK (Figuras 31A e 31B). Observa-se que a farmacocinética
da kavaina, tanto isolada quanto no ESK, tende a seguir um modelo de distribuicao
bicompartimental, visto que nas curvas plotadas em escala logaritmica (Figuras 31C
e 31D), duas retas de decaimento sdo observadas, representando as fases
(distribuicdo) e B (eliminacédo). Nesse tipo de modelo, a distribuicdo do composto é
mais rapida no compartimento central, composto por sangue e érgdos muito irrigados,
e mais lenta no compartimento periférico, composto pelos demais tecidos
(STORPIRTIS, 2011). A partir dos resultados obtidos também foi possivel observar
que a KAV apresentou dois maximos de absorgéo, entre 1 e 2 h, respectivamente,
tanto para a KAV isolada quanto presente no extrato. Esta é a primeira vez que esse
comportamento é reportado para a KAV, estando possivelmente relacionado a

presenca de dois sitios de absorgao no trato gastrintestinal.

A partir das curvas de concentracao plasmatica média versus tempo obtidas, foram
determinados os parametros farmacocinéticos para a KAV isolada e presente no
extrato (Tabela 36). Em estudo desenvolvido por Tarbah e colaboradores, apos a
administracao de 200 mg de KAV sintética por via oral em humanos, foi obtido um
Cmax de apenas 18 ng/mL em 1,8 h (TARBAH et al., 2003). Ja em relagdo aos dados
disponiveis na literatura sobre a avaliacdo dos parametros farmacocinéticos da KAV
presente no extrato de Kava-kava, Mathews e colaboradores obtiveram valor de Cmax
de 5.4 ug/mL apos a analise de plasma de ratos apds a co-administragao por via oral
do extrato e do padrao de KAV, resultando em uma dose final de 100 mg/kg
(MATHEWS et al., 2005).
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Figura 31 — Curvas de concentragéo plasmatica média versus tempo, em escala linear e logaritmica,

para a kavaina apdés administragdo do padrdo analitico (A,C) e de amostra de extrato seco de Kava-

kava numero 4 (B,D).
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a kavaina (KAV) isolada e presente em

Parametro KAV isolada KAV presente no ESK
Cmax (ng/mL) 72,0 7833,0
Tmax () 2,0 2,0
ASCo-24 (ng.h/mL) 509,0 35076,0
ASCo-- (ng.h/mL) 932,0 35558,0
Ked (h™) -0,027 -0,043
T2 (h) 26,0 15,9
BDreL 68,95

Enquanto o valor de Cmax da KAV presente no extrato foi consideravelmente maior do

que aquele obtido para a KAV isolada, seu valor de T1/2 foi menor, indicando que sua

absorcdo foi em maior quantidade enquanto a eliminagao foi mais rapida quando o
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extrato da planta foi administrado em comparacdo ao marcador isolado. Em relacéo
aos valores de ASC, observou-se que para a KAV presente no extrato o valor de
ASCo-24 correspondeu a 98,6% da ASCo-». Ja para a KAV isolada a ASCo-24 foi muito
menor do que a ASCo-, correspondendo a 54,6%. Essa diferenga ocorreu devido a
eliminacao da KAV isolada ter sido mais lenta do que esperado, de forma que o ultimo
ponto de coleta em 24 h nao foi suficiente para caracterizar de forma adequada a sua

fase de eliminacéo.

A obtencdo de um elevado valor de BDreL (Tabela 36), obtido quando se divide a
ASCo-24 da KAV obtida no extrato pela ASCo-24 da KAV isolada, demonstra o aumento
da biodisponibilidade do marcador quando presente no ESK. Tal fato pode ser
considerado indicativo da ocorréncia de sinergismo farmacocinético entre este
marcador e os demais compostos presentes no extrato (SPINELLA, 2002). Dentre as
possiveis explicagdes para a ocorréncia do sinergismo observado pode ser citada a
regulacdo do metabolismo intestinal, em que, por meio da inibi¢do ou redugao de
processos metabolicos, ha uma redugdo da conversao dos compostos para suas
formas excretaveis (GILBERT; ALVES, 2003; JIA et al., 2009; YANG et al., 2014). No
caso especifico da kava-kava, essa regulagdo pode ocorrer também por meio da
inibicdo da conversao de fase Il das lactonas via CYP450 e suas isoformas
(MATHEWS; ETHERIDGE; BLACK, 2002; COTE et al., 2004).

Uma segunda explicagdo para o sinergismo farmacocinético observado pode estar
relacionada a competicdo pelos sitios de ligacdo plasmaticos entre os compostos
presentes no extrato, levando a um aumento da fragao livre da KAV, tornando-a mais
disponivel para os processos de absor¢ao, metabolizagao e eliminagao (SCHOENER,
1986; SPINELLA, 2002).

Além disso, o padrao analitico da KAV, utilizado durante o estudo farmacocinético, se
trata de um racemato, sendo desse modo diferente da KAV presente no extrato de
Kava-kava que apresenta apenas o enantidmero (R)-(+) (CIRILLI et al, 2008). Sendo
a KAV um composto quiral, a sua ligacdo as proteinas plasmaticas pode exibir
estereoseletividade, assim como os processos de absorcao, distribuicdo, metabolismo
e excrecao, influenciando diretamente o perfil farmacocinético e, consequentemente,
a atividade farmacologica (SHEN et al., 2003; BROCKS, 2006).
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Devido aos resultados obtidos indicando a existéncia de um sinergismo
farmacocinético entre a KAV e os demais compostos presentes no extrato, juntamente
com a possivel influéncia da estereoseletividade da KAV no seu comportamento, faz-
se necessario um estudo do perfil farmacocinético dos seus enantibmeros, de maneira

a comprovar sua influéncia na biodisponibilidade deste marcador.
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4. CONSIDERAGOES GERAIS

Um método bioanalitico simples e rapido foi desenvolvido e validado para a
quantificacdo da KAV em amostras de plasma de camundongo utilizando sistema
CLAE-ESI-QqQ-LIT. A partir da revisédo de literatura realizada, acredita-se que essa
foi a primeira vez que o padrao isotopicamente marcado da KAV foi utilizado como PI
durante a validagao de um método bioanalitico para sua quantificacdo, além de ser a
primeira validagdo completa realizada de acordo com os guias regulatorios

internacionais.

O método desenvolvido e validado foi aplicado em amostras de plasma de
camundongo coletadas apds a administragao por via p.o. do padrao analitico de KAV
e de amostra de ESK para um estudo farmacocinético. A partir dos resultados obtidos
foi possivel obter a curva de concentragcdo plasmatica versus tempo para a KAV
isolada e presente no extrato, assim como determinar os parametros farmacocinéticos

para analito em cada condigao.

Em vista dos resultados obtidos durante o estudo farmacocinético, foi possivel
observar que a absorcdo da KAV foi maior e sua eliminacdo mais rapida quando o
extrato da planta foi administrado. Este fator somado ao aumento da
biodisponibilidade da KAV quando presente no ESK, podem ser considerados
indicativo da ocorréncia de sinergismo farmacocinético entre este marcador e os
demais compostos presentes no extrato. Tais resultados podem substanciar a
utilizacdo de ESK em detrimento da KAV isolada, visando obter maior
biodisponibilidade oral deste marcador e consequentemente, maior eficacia

terapéutica.

Visto que o extrato de Kava-kava apresenta apenas o enantidmero (R)-(+) da KAV,
faz-se necessaria a avaliacido da influéncia da estereoseletividade na farmacocinética

e biodisponibilidade deste marcador.
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CAPITULO 4
AVALIAGAO DA TOXICIDADE AGUDA DE EXTRATOS SECOS DO RIZOMA DE

Piper methysticum G. Forst
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1. MATERIAIS
1.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas, com idade entre 8 e 12 semanas (peso
aproximado de 30 g), fornecidos pelo biotério da FaFar/UFMG. Durante todo o estudo,
os animais foram mantidos em condi¢gées ambientais controladas: ciclo claro-escuro
de 12 horas e temperatura ambiente de 22 + 3 °C, ragcdo comercial em pellet
(Nuvilab®) e agua potavel disponibilizada ad libitum. Ao final do periodo de
observagao, os animais foram anestesiados, eutanasiados por deslocamento cervical

e necropsiados.

O protocolo experimental esta de acordo com as normas nacionais e aprovado pelo
CEUA/UFMG, certificado n°® 204/2016 (ANEXO B).

1.2 Insumos

Dentre as amostras de ESKs obtidas através de doacao pelas farmacias de
manipulacao, foram selecionadas amostras de dois fornecedores do extrato (Tabela
37) em funcdo do teor de kavalactonas declarado no laudo do fornecedor: nao

declarado e proximo aos 30% descritos nas informagdes do produto.

Tabela 37 — Lista das substancias avaliadas em relag&o a toxicidade aguda, juntamente com o valor

de teor informado pelo laudo do fornecedor.

Extrato Localidade Fornecedor Lote Teor (%)
1 Belo Horizonte All Chemistry ALL-054651 NC
4 Belo Horizonte Galena 1409022102 30,1
NC = n&o consta

Durante a parte experimental foram utilizados dimetilsulféxido (DMSO), solu¢ao

salina estéril, cetamina e xilazina, hematoxilina e eosina.
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2. METODOS

A parte experimental foi desenvolvida no Laboratério de Toxicologia da FaFar-UFMG,
em parceria com o Professor Carlos Alberto Tagliati e a mestranda Larissa Souza. As
analises histolégicas foram realizadas no Laboratério de Patologia Comparada do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG, em parceria com o Professor

Geovanni Dantas Cassali.

2.1 Preparo das solugoes, doses e vias de administragao

Os extratos avaliados foram solubilizados em 2% de DMSO e diluidos em solugéo
salina estéril, resultando em uma concentragao final de 20 mg/mL. As solu¢des foram
administradas p.o., em volume de 10 mL/kg, utilizando conteng&o manual.

2.2 Avaliacao da toxicidade aguda

O método de classes para avaliagdo de toxicidade aguda oral € descrito no guia da
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD) numero 423
(OECD, 2002). Este procedimento é reprodutivel e capaz de avaliar substancias de
maneira similar a outros métodos para avaliagado de toxicidade aguda, utilizando um
menor numero de animais do mesmo sexo, gerando informagéao suficiente para obter
a toxicidade aguda de determinada substancia. Assim, € possivel sua classificacdo de
acordo com a dose toxica, segundo o Globally Harmonised System (GHS), sendo:

e Categoria 1: maior que 0 mg/kg e menor que 5 mg/kg

e Categoria 2: maior que 5 mg/kg e menor que 50 mg/kg

e Categoria 3: maior que 50 mg/kg e menor que 300 mg/kg

e Categoria 4: maior que 300 mg/kg e menor que 2000 mg/kg

e Categoria 5: maior que 2000 mg/kg e menor que 5000 mg/kg

e Categoria 5 ou sem classificagdo: a substancia ndo possui toxicidade

identificada até a dose de 2000 mg/kg, portanto a dose € superior a esta.

De acordo com o método, a dose inicial a ser administrada via p.o. deve ser escolhida
a partir de testes anteriores ou pelo conhecimento de uso popular da substancia a ser
administrada, devendo variar entre quatro doses pré-determinadas: 5, 50, 300 ou 2000
mg/kg de peso corporal. Em cada etapa do teste, sao utilizados trés animais de um
unico sexo, preferencialmente fémeas visto que alguns estudos demonstraram que
este modelo é mais sensivel em estudos de toxicidade. As fémeas devem ser

nuliparas, ndo prenhas e adultas jovens. A auséncia ou presenga de mortalidade
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(numeros localizados dentro dos circulos na Figura 32) relacionada ao composto ira
determinar a proxima etapa do teste, observando o esquema de etapas descrito no
anexo 2d da OECD 423 (Figura 32).

Figura 32 - Procedimento do teste de toxicidade aguda com dose inicial de 2000 mg/kg de peso

corporal, de acordo com o anexo 2d do guia da OECD 423.

5mg/kg
3 animals

50mg/kg
3 animals

300mg/kg
3 animals

2000mg/kg
3 animals

5mg/kg 50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
||
P 5
\ 4
Category Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 Category 5 or
ans > 05 > Lgﬂry el ::: Y g Unclassified

Apos o transporte dos animais provenientes do biotério, estes foram divididos
aleatoriamente em trés grupos (n = 3 animais): controle (administracédo do veiculo
composto por solugdo salina e 2% de DMSO), extrato 1 e extrato 4. Os animais foram
mantidos em gaiolas por um periodo de trés dias antes do inicio dos experimentos
para aclimatagcdo as condi¢des laboratoriais. Apos jejum prévio de trés horas, os
animais foram pesados e cada grupo recebeu a administragdo p.o., em dose Unica,

dos respectivos tratamentos.

Nesta primeira etapa do teste, foi realizada a administragdo dos extratos na dose de
2000 mg/kg de peso corporal. Apos o tratamento, os animais foram observados
quanto ao aparecimento de sinais de toxicidade nos periodos de 0, 15, 30 e 60
minutos, 2, 3, 4 e 8 horas. Passado o primeiro dia, os animais foram observados duas
vezes ao dia até completar um periodo de 14 dias apds o inicio do teste. Todas as
observagbes (peso, consumo de ragdao e comportamento) foram devidamente
anotadas. O consumo de racao foi verificado nos dias 1, 2, 3 e 4, enquanto o peso
corporal foi verificado nos dias 1 a 4, 8, 12 e no dia da eutanasia (14° dia). As
alteragcdes comportamentais foram determinadas como ausentes ou presentes. As
possiveis alteracbes comportamentais foram descritas e graduadas através de sinal
positivo (+), sendo que um sinal aponta pequena alteragdo e quatro sinais indicam

uma alteragdo exacerbada de determinado comportamento.
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Devido a auséncia de mortalidade dos animais ao final da primeira etapa do teste de
toxicidade aguda, de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 12, foi realizada
a segunda etapa do teste. Para esta segunda etapa foram mantidas as mesmas
condicdes da primeira, assim como a dose administrada, em mais 3 animais para cada
grupo (n = 3). Ao final de todos os experimentos, os animais das duas etapas foram
eutanasiados por deslocamento cervical apds anestesia com cetamina e xilazina, seus
orgaos foram observados macroscopicamente quanto a alteragao de cor, formato e
tamanho, e entdo o figado e os rins foram removidos para pesagem e fixados em

formaldeido 10%.

2.3 Analise estatistica

Os dados de ganho de massa corporal, variagao de peso relative dos figados e rins
foram analisados com o programa estatistico GraphPad Prism 5.0, por meio da analise
de ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Tukey, que compara cada tratamento
em relagdo ao grupo controle. Os resultados foram expressos como média £ erro

padrao da média, com nivel de significancia de 5% (P<0,05).

2.4 Analises histologicas

As amostras de figado e rins coletadas foram fixadas em formaldeido 10% e em
seguida, desidratadas em alcool e incluidas em blocos de parafina. Segbes de 4 um
foram obtidas e coradas com hematoxilina e eosina. As laminas foram avaliadas por
patologistas treinados e as respectivas imagens foram obtidas através de uma camera

conectada ao microscopio optico (Olympus BX-40; Olympus, Toquio, Japéao).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Avaliagao da toxicidade aguda

A partir do procedimento utilizado para o teste de toxicidade aguda, preconizado pela
OECD, foi possivel observar que a dose administrada de 2000 mg/kg dos extratos de
kava-kava numeros 1 e 4 (contendo cerca de 30% de kavalactonas) ndo ocasionou
Obito aos animais durante as duas etapas do estudo. Devido a auséncia de
mortalidade durante o teste, os ESK avaliados neste estudo podem ser classificados
na categoria 5 ou “sem classificagao” pelo critério do GHS, ou seja, ndo possuem

toxicidade identificada até a dose de 2000 mg/kg, sendo a dose toxica superior a esta.

Em estudo disponivel na literatura, o valor de DL50 observado apds a administragao
de extrato de kava-kava, por via oral em camundongos e ratos, foi menor do que 2000
mg/kg (1500 mg/kg) (BRASIL, 2014c). No entanto nesse estudo foi avaliado o extrato
acetonico da planta, contendo cerca de 70% de kavalactonas. A maior porcentagem
dos marcadores no extrato acetbnico, quando comparada ao etandlico (30% de
kavalactonas), pode estar diretamente relacionada a obtengdo de um valor de DLso
menor do que 2000 mg/kg (WHO, 2004; EMA, 2016).

A dose administrada aos animais de cada um dos extratos nao influenciou no ganho
de massa corporal em relagdo ao grupo controle, nao apresentando diferenca

estatistica entre a sua média com as obtidas para cada extrato avaliado (Figura 33).

Figura 33 — Ganho de massa corporal dos animais apos catorze dias da administrag&o por via oral

dos respectivos tratamentos, durante teste de toxicidade aguda.
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Além disso, a administragdo dos ESKs também nao influenciou na variagdo de massa
corporal, sendo esta constante ao longo dos 14 dias de acompanhamento (Figura
34). No 8° dia de tratamento dos animais tratados com o extrato 1, foi observada uma
diminuicao do seu peso médio, no entanto essa diferenca foi revertida até a préxima

afericdo nao alterando a variacao de peso final.

Figura 34 — Variagdo do peso corporal animal (n = 6) durante catorze dias, obtidos apos a

administragdo por via oral dos respectivos tratamentos, considerando a duas etapas do teste de
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Quanto ao consumo de ragao dos grupos tratados e controle (Figura 35), observou-
se uma pequena diferenca entre a alimentacao do terceiro dia em relacdo aos dois
primeiros, sendo esta reestabelecida nos dias subsequentes. Essa variagao pode ser
explicada pelo estresse causado durante as administragbes dos tratamentos e
manuseio dos animais. Como a alteragcdo também foi observada para o grupo
controle, sugere-se que ndo esta relacionada a administragéo dos extratos e seus

efeitos.

Ainda a respeito dos habitos alimentares do grupo tratado com veiculo, foi observada
uma queda no consumo de ragdo no terceiro dia de acompanhamento (Figura 35).
Esta diminuicdo pode estar relacionada a algum problema comportamental entre os
animais da gaiola no dia em questao, previamente ao horario da pesagem, visto que,

o consumo foi rapidamente normalizado até a afericao do dia seguinte.
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Figura 35 - Variagdo do consumo de ragéo diario por animal (n = 6) durante os primeiros quatro dias

apos a administragdo por via oral dos respectivos tratamentos, considerando as duas etapas do teste
de toxicidade aguda.
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Em relagdo ao peso relativo dos rins e dos figados dos animais, ndo foi observada
diferenca significativa entre os valores obtidos para nenhum dos grupos (Figura 36),
0 que demonstra uma auséncia de sinais de toxicidade aguda pela administragao p.o.

de extrato seco de kava-kava.

Figura 36 - Variagdo do peso relativo dos figados e rins dos animais (n = 6) apds catorze dias do da

admisnitragdo por via oral dos respectivos tratamentos (C = controle; E1,4 = amostras de extrato seco

de Kava-kava numeros 1 e 4), considerando as duas etapas do teste de toxicidade aguda.
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Nas primeiras horas ap6s a administragéo dos tratamentos, observou-se que o grupo
tratado com o extrato 4 apresentou sinais de sedacao e fraqueza nas patas traseiras.
Como esse quadro foi gradualmente revertido em menos de uma hora, entende-se
qgue esses sinais podem ser explicados pela acdo sedativa da kava-kava (BILIA et al.,
2004; COTE et al., 2004), ndo devendo ser considerados como uma alteracdo

comportamental relacionada a possivel toxicidade aguda do extrato.

Durante a necropsia, foi possivel observar o escurecimento do baco dos animais
tratados com ambos os extratos quando comparados aos animais do grupo controle.
Observou-se também a presenca de uma regido com maior pigmentacao no figado
de um animal tratado com o extrato 4 (Figura 37a) e uma palidez leve nos rins de trés
animais tratados com o extrato 1 e quatro animais tratados com o extrato 4. Além
disso, nos animais tratados com o extrato 1 houve a presenca de um coagulo entre a
cavidade pulmonar e o peritdénio, do lado direito, que ultrapassava as costelas mais
proximas (Figura 37b). Entretanto, as alteragbes morfoldgicas observadas poderiam
estar mais relacionadas a variabilidade interindividual entre os animais do que ao
tratamento pelos extratos de kava-kava. Para uma avaliagdo mais minuciosa do
impacto do tratamento nos 6rgaos em questao, procedeu-se a analise histolégica dos

mesmos.

Figura 37 — Imagem da necropsia de camundongos ao final do teste de toxicidade aguda, sendo em

destaque: regido com maior pigmentagéo no figado do animal tratado com extrato 4 (A) e coagulo entre

a cavidade pulmonar e o peritdnio dos animais tratados com extrato 1(B).
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Visto que, a administragdo de elevadas doses do extrato de kava-kava estéo
comumente relacionadas ao aparecimento de efeitos hepatotéxicos, com excecao do
animal que apresentou uma regido com maior pigmentagcéo no figado, as anomalias
macroscopicas observadas (bagos e rins) ndo sao condizentes com os eventos
téxicos geralmente relatados pelo uso do extrato (WHITTON et al., 2003; WHO, 2007).

3.2 Analises histologicas

Ap0s a realizacao das analises histologicas dos rins e figados coletados, observou-se
que nao haviam alteragdes aparentes em nenhum dos 6rgaos analisados. Sendo que
todas as laminas se apresentaram com histologia semelhante entre si e de acordo

com as caracteristicas morfologicas de cada orgéo (Figura 38).

Figura 38 — Imagem das Iaminas (aumento de 40x) referentes a analise histoldgica dos rins e figados

de animais do grupo controle (A) e dos grupos tratados com extrato 1 (B) e extrato 4 (C). Em destaque:
glomérulo renal e hepatico para identificagdo das laminas.

RIM FiIGADO
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Tais resultados demonstram que as alteragcbes macroscopicas observadas
anteriormente n&o tinham relagdo com possiveis efeitos patoldgicos toxicos
decorrentes do tratamento com os extratos de kava-kava avaliados neste estudo, mas
sim com caracteristicas inerentes aos animais. Os resultados obtidos estao
condizentes com os relatados na literatura, em que as administragdes dos extratos
aquoso, metandlico e etandlico, em animais, ndo geraram alteracdes significativas das
fungdes hepaticas, sugerindo auséncia de efeito hepatotdoxico (SINGH e DEVKOTA,
2003; LIM et al., 2007; SORRENTINO; CAPASSO; SCHMIDT, 2006).
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4. CONSIDERAGOES GERAIS

A partir do teste de método de classes utilizado foi possivel classificar os ESKs em
relacdo a sua toxicidade aguda. Devido a auséncia de mortalidade nas duas etapas
do teste, os extratos secos de kava-kava avaliados neste estudo podem ser

classificados na categoria 5 ou “sem classificagao” pelo critério do GHS.

Essa constatacdo juntamente com auséncia de alteragbes comportamentais
moderadas ou graves indica que os extratos avaliados podem ser considerados de
baixa toxicidade aguda. A partir da revisdo de literatura realizada, acredita-se que
essa € a primeira vez que a toxicidade aguda do extrato de Kava-kava etandlico &

avaliada em modelo murino.

A auséncia de alteragbes aparentes durante a analise histolégica dos 6érgaos dos
animais tratados com extrato de kava-kava indicam auséncia de toxicidade aguda

nesses orgaos relacionados a administragcdo dos extratos por via oral.

De maneira a assegurar o uso seguro dos extratos de kava-kava pela populagéo, além
do teste de toxicidade aguda em dose Unica, faz-se necessaria a determinagao dos
parametros bioquimicos, assim como a realizagao de estudos adicionais. De acordo
com Guia para condugdo de estudos n&o-clinicos de toxicologia e seguranga
farmacolégica da ANVISA, podem ser citados os testes de toxicidade de doses
repetidas, toxicidade crbnica, hemostasia e carcinogénese, dentre outros (BRASIL,
2013).
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CAPITULO 5
AVALIAGAO DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANA E ANTINOCICEPTIVA DOS
EXTRATOS SECOS DO RIZOMA DE Piper methysticum G. Forst
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1. MATERIAIS
1.1 Avaliagao da atividade antimicrobiana

Foram utilizados para a avaliagao da atividade antimicrobiana: amostras de ESKs, de
cada um dos fornecedores obtidos apds a doagao pelas farmacias de manipulagao, e
o padrao analitico de KAV (Tabela 38); ponteiras de 200, 1000 e 10000 pL; pipetas
automaticas, tubos tipo Falcon de 15 e 50 mL; tubos para inéculo, bergos, alcas,
microplacas de poliestireno de 96 pogos, solugéo salina, dimetilsulféxido (DMSO) e
Tween 20 0,1%.

Tabela 38 — Lista das amostras avaliadas em relagéo a sua atividade antimicrobiana, juntamente

com o valor de teor total de kavalactonas e de KAV, obtidos a partir do método analitico validado
(Capitulo 2).

Extrato Localidade Fornecedor  Teor total de kavalactonas (%) Teor de KAV (%)
1 Belo Horizonte  All Chemistry 16,70 1,33
2 Montes Claros  Valdequimica 11,30 1,30
3 Belo Horizonte =~ Embrafarma 38,54 3,64
4 Belo Horizonte Galena 46,60 4,88
6 Belo Horizonte Fagron 46,89 4,45
8 Belo Horizonte  Pharmanostra 47,43 4,61
12 Belo Horizonte Gemini 51,94 5,18
P - Sigma-Aldrich - >95,0

P = padrao de KAV

Os meios de cultura utilizados foram: Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640,
agar Sabouraud Dextrose (ASD), caldo Mueller-Hinton (MH), agar Batata Dextrose
(ABD) e Brain Heart Infusion (BHI). Todos os materiais utilizados foram previamente
esterilizados em autoclave, além de ter sido preparado controles de crescimento

negativos para os meios de cultura. Os microrganismos testados foram:

o Bactérias (American Type Culture Collection, ATCC): Salmonela entérica
subespécie entérica sorovar Typhimurium 14028; Pseudomonas aeruginosa
27853; Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) 25922; Enterococcus
faecalis 19433, Acinetobacter baummani 19606, Staphylococcus aureus
33591, Klebsiella pneumoniae 13882 e Shigella flexnelli 12022;
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e Fungos: Candida albicans ATCC18804, Candida krusei ATCC20298,
Cryptococcus gattii R265, C. gatti ATCC24, C. neoformans H99, C. neoformans
TCC62066, Aspergillus fumigatus, Trichophyton interdigitale ATCC 9533, T.
rubrum ATCC40051 e Microsporum gypseum.

Os microrganismos que ndo possuem numero de referéncia eram pertencentes a
Colegao de Cultura de Microrganismos do Laboratério de Ecologia e Fisiologia de
Microrganismos, com exce¢ao do M. gypseum que era proveniente do Laboratério de

Micologia, ambos do Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG.

1.2 Avaliagao da atividade antinociceptiva

Foram utilizados para a avaliacdo da atividade antinociceptiva: amostras de ESKs
representativas de valores de teor de kavalactonas baixo, médio e alto, obtidos por
meio de analise das amostras utilizando o método analitico validado (Capitulo 2),
assim como do padrao analitico de KAV (Tabela 39). Utilizaram-se seringas; solugao
de carboximetilcelulose (CMC) 0,5%, cetamina, xilazina, dipirona soédica e
fenobarbital. Dentre os equipamentos, citam-se: crondmetro, placa quente (Modelo

EFF 361, Insight, Brasil) e haste girante (2,3 cm de didmetro, 14 rpm).

Tabela 39 — Lista das substancias avaliadas em relagdo a sua atividade antinociceptiva, juntamente

com o valor de teor total de kavalactonas e de KAV, obtidos a partir do método analitico validado

(Capitulo 2).
Extrato Localidade Fornecedor  Teor total de kavalactonas (%) Teor de KAV (%)
1 Belo Horizonte  All Chemistry 16,70 1,33
5 Belo Horizonte Galena 32,61 3,62
12 Belo Horizonte Gemini 51,94 5,18
P - Sigma-Aldrich - =95,0

P = padrao de KAV

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com peso entre 25 e 30 g
(aproximadamente 42 dias), fornecidos pelo biotério da FaFar/UFMG. Durante todo o
estudo, os animais foram mantidos em condicdes ambientais controladas: ciclo claro-

escuro de 12 horas e temperatura controlada de 27 + 1 °C (zona de termoneutralidade
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de roedores), ragao e agua disponibilizada ad libitum. O protocolo experimental esta
de acordo com as normas nacionais e aprovado pelo CEUA/UFMG, certificado n°
176/2017 (ANEXO C).
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2. METODOS
2.1 Avaliacao da atividade antimicrobiana

A parte experimental foi desenvolvida no Laboratério de Micologia do ICB/UFMG, em
parceria com o Professor Daniel de Assis Santos e os doutorandos Rafael Wesley

Bastos e Paulo Fonseca.
2.1.1 Avaliagao da Concentragao Inibitéria Minima — CIM

A susceptibilidade dos microrganismos frente aos extratos de kava-kava avaliados foi
determinada segundo metodologia de microdiluigho em caldo, em placa de
poliestireno de 96 pocgos, conforme proposto pelos documentos M7-A9 para bactérias,
M27-A3 para leveduras, M38-A2 para fungos filamentosos, do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) e M38-A2 modificado para fungos dermatofitos (CLSI,
2008a,b e 2012; BARROS; SANTOS; HAMDAN, 2007).

2.1.2 Preparo dos inéculos de bactérias

Os indculos das bactérias analisadas foram preparados a partir do crescimento das
amostras em BHI com incubacdo a 37 °C por, aproximadamente, 24 horas.
Padronizou-se a concentragcdo da suspensao bacteriana por meio da comparagao da
turbidez do inéculo, em relacdo ao padrdao 0,5 da escala de MacFarland, em
espectrofotdbmetro com leitura a 625 nm. Essa turvacao é semelhante a padronizada
para o antibiograma e o resultado da absorvancia deve estar entre 0,08 e 0,10,
equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL. Apds a padronizacdo, a suspensdo bacteriana foi
homogeneizada em vortex e diluida na proporgéo 1:50, seguida da diluigdo de 1:20,
ambas em caldo MH, para obtenc¢éo do inéculo concentrado usado no teste entre 1,0
x 10% e 2,0 x 10° UFC/mL (CLSI, 2012).

2.1.3 Preparo dos inéculos de fungos

As amostras de levedura foram previamente cultivadas em meio ASD por 24 horas
(Candida spp.) ou 48 horas (Cyrptococcus spp.), a temperatura de 35 °C. As coldnias
coletadas foram suspendidas em solugao salina, agitadas em vértex por 15 segundos
e, em seguida, suas porcentagens de transmitancia foram lidas no espectrofotdmetro
a 530 nm. Foram efetuadas diluicdes necessarias com solugao salina estéril, de

maneira que fossem obtidas porcentagens de transmitancia entre 77 e 75%, gerando
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desse modo, suspensdes estoque com concentragbes finais de 1,0 a 5,0 x 108
UFC/mL, de cada fungo testado. A partir dessas suspensdes, foram preparadas
suspensdes de trabalho de cada fungo, pela diluicdo de 1:50 seguido de diluicdo de
1:20 da suspensao de trabalho em meio RPMI-1640, resultando em suspensoes finais

com concentracgao entre 5,0 x 102 e 1,0 x 103 UFC/mL.

Em relacdo as amostras de fungos filamentosos, estas foram previamente cultivadas
em meio ABD por 7 dias a temperatura de 35 °C. Em seguida, adicionou-se 3 mL de
solugdo salina e Tween 20 0,1% a cultura de cada fungo para suspensao dos conidios.
Estes foram entdo coletados e seus niveis de transmitédncia foram lidos no
espectrofotobmetro a 530 nm. Foram realizadas diluicbes necessarias de maneira a se
obter um valor entre 80 e 82%. Em seguida, essa suspenséo foi diluida de 1:50 em
meio RPMI-1640, resultando em uma suspenséo final com concentragéo de 1,0 x 103

esporos/mL.

Inicialmente, as amostras de fungos dermatofitos foram cultivadas em meio ABD por
7 dias a temperatura de 28 °C para induzir sua esporulagdo. Apdés o tempo de
crescimento, as colénias foram cobertas com agua destilada e tiveram sua superficie
raspada com uma alca estéril para coleta dos conideos e fragmentos de hifas. Em
seguida, essa mistura foi filtrada em filtro com didmetro de poro de 8 um para remogao
das hifas, produzindo um inéculo composto majoritariamente por esporos. A turbidez
do indculo final foi ajustada pela leitura de transmitancia em espectrofotémetro a 520
nm. Foram realizadas diluicbes necessarias de maneira a se obter um valor entre 70
e 72%. Em seguida, essa suspensao foi diluida de 1:50 em meio RPMI-1640
suplementado com 2% de glicose, resultando em uma suspensao final com

concentragéo entre 2,0 x 10* e 4,0 x 10* esporos/mL.

2.1.4 Preparo das placas

Primeiramente, 205 pL da solugao final de cada extrato solubilizado foram adicionados
nos respectivos tubos tipo Falcon contendo 4 mL de meio RPMI-1640 (fungos) ou de
caldo MH (bactérias). Apds a adigao, foram realizadas diluigbes sucessivas em 2 mL
do respectivo meio, gerando solugdes com as concentragoes finais de 512, 256, 128,
64 e 32 ug/mL. Para as analises referentes a avaliagado antifungica, foram testadas
todas as concentracdes preparadas, enquanto para as analises referentes a atividade

antibacteriana utilizou-se somente a maior concentragao, visto que na literatura nao
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ha relatos de uso popular dos extratos de kava-kava para o tratamento de infeccbes

bacterianas.

Apos as diluicbes, 100 uL das solugdes finais de cada concentracdo dos extratos
avaliados foram adicionadas nos pocgos correspondentes de cada microplaca, ja
contendo 100 uL do respectivo meio de cultura, com exceg¢ao de uma fileira pré-
definida em que né&o foi adicionado nenhum extrato para controle de crescimento
positivo de cada fungo a ser testado. As analises foram realizadas em duplicata tanto

para os fungos e bactérias quanto para os extratos avaliados.

Apds a preparagdo dos inoculos, 100 pL da suspensdo de trabalho de cada
microrganismo foram adicionados aos respectivos pogos das microplacas, em
duplicata. Por fim, as placas referentes aos fungos dermatdfitos foram incubadas a
temperatura de 28 °C e as leituras foram realizadas apds 7 dias de crescimento.
Enquanto isso, as demais placas foram incubadas a temperatura de 35 °C e as leituras
foram realizadas apdés 24 horas para as bactérias, 48 horas para Candida spp. e
Aspergillus fumigatus e 72 horas para Cryptococcus spp. Em seguida, os
crescimentos dos microrganismos foram comparados visualmente com o controle
positivo utilizado em cada microplaca, de maneira a determinar a CIM de cada extrato
frente aos microrganismos avaliados. Os valores foram determinados como a menor
concentragdo do extrato sem crescimento aparente do microrganismo quando

comparado ao controle positivo de crescimento.

2.2 Avaliacao da atividade antinociceptiva

A parte experimental foi desenvolvida no Laboratério de Farmacologia da FaFar-
UFMG, em parceria com o Professor Renes de Resende Machado e o doutorando

Felipe Fernandes Rodrigues.
2.2.1 Preparo das solugoes, doses e vias de administragao

Solugdes das amostras de ESK e do padrao analitico de KAV foram preparados em
CMC 0,5% a 20 mg/mL e 0,93 mg/mL, respectivamente. A escolha das doses para 0s
extratos e para o padrdao de kavaina foram baseadas em dados encontrados na
literatura, sendo administrados 150 mg/kg de ESK ou 7 mg/kg do padréao de kavaina

(correspondendo a um teor de 4,66% do extrato). As solugdes de dipirona sddica e
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fenobarbital também foram preparadas em CMC 0,5%, nas concentracdes de 500

mg/kg e 50 mg/kg, respectivamente.

Na noite antecedente a cada experimento, os animais foram deixados em jejum de 10
horas, tendo em vista que os tratamentos seriam administrados por via per os (p.o.),
em volume de 8 mL/kg, com contengao manual. Os testes de placa quente e haste
girante foram realizados 2 h apds a administracao de cada tratamento, sendo este o

valor de Tmax obtido para a KAV durante o estudo farmacocinético (Capitulo 3).

ApoOs a realizagdo de todos os testes, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical apds sedagao/anestesia com solugdo contendo cetamina (80

mg/kg) e xilazina (8 mg/kg).
2.2.2 Animais

Antes do inicio dos experimentos, os animais foram mantidos em gaiolas por um
periodo de trés dias para aclimatagcao as condi¢cbes laboratoriais, sendo divididos
aleatoriamente em 6 grupos (Tabela 40). Para o teste de placa quente, a divisao foi
feita de maneira que as massas corporais médias dos diferentes grupos experimentais
fossem semelhantes. Ja para o teste de haste girante, os animais foram divididos
aleatoriamente de maneira que os tempos basais médios, obtidos durante a etapa de
ambientacdo no equipamento, dos diferentes grupos experimentais fossem

semelhantes.

Tabela 40 — Grupos e substancias utilizadas no teste de avaliagdo da atividade antinociceptiva.

Grupos Placa quente (n = 5 animais por grupo) Haste girante (n = 5 animais por grupo)

1 Controle negativo — CMC 0,5% Controle negativo — CMC 0,5%

2 Extrato 1* Extrato 1

3 Extrato 5* Extrato 5

4 Extrato 12 Extrato 12

5 Padrdo de KAV Padréo de KAV

6 Controle positivo — Dipirona soédica Controle positivo — Fenobarbital
*n = 4 animais



138

2.2.3 Avaliagao da resposta nociceptiva induzida por calor (placa quente) em

camundongos

De maneira a avaliar a resposta antinociceptiva dos extratos, assim como do padrao
de KAV, inicialmente foi avaliada a resposta nociceptiva induzida por calor, em placa
quente. O modelo utilizado para a realizagao deste teste foi originalmente descrito por
Woolfe e MacDonald em 1944, em que, no dia anterior a realizagao do experimento,
os camundongos sdo colocados individualmente sobre a superficie ndo aquecida da
placa durante 120 segundos para ambientagdo (WOOLFE; MACDONALD, 1944).

No dia da realizagado do experimento, os animais receberam a administracdo dos seus
respectivos tratamentos, por via p.o., e apds 2 h foram colocados, individualmente,
sobre a placa metalica aquecida a temperatura de 50 °C (Figura 39). Visto que a
resposta antinociceptiva da dipirona ja é bem estabelecida, sua avaliagao foi realizada
com o tempo de 1 h apds a administracdo. O tempo para que os animais exibissem
comportamentos indicativos de desconforto (inicio da lambida das patas traseiras) foi
cronometrado e considerado como a laténcia para a resposta nociceptiva. De maneira
a evitar a ocorréncia de lesao tecidual, foi determinado um tempo de corte de 40

segundos para retirada dos animais da placa.

Figura 39 — Teste de resposta nociceptiva induzida por calor em placa quente.
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Os resultados obtidos para as amostras de ESK e para o padrdao de KAV foram
comparados ao controle negativo (CMC 0,5%) e ao controle positivo (dipirona sédica)

através de analise estatisticas dos dados.
2.2.4 Avaliagao da atividade motora em haste girante

ApOés a avaliacido da resposta nociceptiva das amostras de ESK e do padrao analitico
de KAV, utilizando modelo de placa quente, foi avaliada a influéncia desses
tratamentos na atividade motora dos camundongos. Para isso foi utilizado
procedimento proposto por Vaz e colaboradores, em que a atividade é avaliada em
haste girante (Figura 40) apos treinamento dos animais no aparato, nos dois dias que

antecedem o experimento, durante 120 segundos (VAZ et al., 1996).

No dia do experimento, os animais foram colocados sobre o aparato apds 2 h da
administragao dos respectivos tratamentos por via p.o.. O tempo de permanéncia na
haste girante foi determinado, utilizando como tempo de corte 120 segundos. Os
resultados obtidos para as amostras de ESK e para o padrdao de KAV foram
comparados ao controle negativo (CMC 0,5%) e ao controle positivo (fenobarbital)

através de analise estatisticas dos dados.

Figura 40 — Teste de atividade motora em haste girante.
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2.2.5 Analise estatistica

Os dados de tempo de laténcia para o teste de placa quente e tempo de permanéncia
na haste giratéria foram analisados utilizando o programa estatistico GraphPad Prism
5.0, por meio do teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, seguido ANOVA de
uma via, com pos-teste de Newman-Keuls. Os resultados foram expressos como

média + erro padrao da média com nivel de significancia de 5% (P<0.05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Apods a avaliacao visual das microplacas, foi possivel observar que tanto os extratos
secos do rizoma de kava-kava quanto o padrao de kavaina avaliados ndo possuem
atividade antibacteriana frente as bactérias utilizadas neste estudo (valores de CIM
maiores que 512 ug/mL). Esse resultado estd condizente com o encontrado por
Locher e colaboradores em 1995 (LOCHER et al., 1995). Ja em relagédo aos estudos
desenvolvidos por Pereira em 2015, em foi encontrada atividade antibacteriana frente
a S. aureus e E. coli, a diferencga no resultado obtido pode ser explicada pelo modo de
extragao dos extratos avaliados (PEREIRA et al, 2015). Enquanto neste estudo foram
avaliados os extratos etandlicos secos, no estudo acima citado foram avaliados
extratos hidroalcodlicos. Essa diferenca no modo de extracdo pode influenciar
diretamente na composicdo quali e quantitativa dos marcadores ativos dos extratos
(SCHULZ et al., 2002).

A respeito da atividade antifungica, com exceg¢ao dos fungos Cryptococcus spp,
nenhum dos fungos avaliados teve seu crescimento inibido pelos extratos em teste.
Em comparacao aos demais estudos encontrados na literatura, referente a atividade
antifungica de extratos de kava-kava, essa é a primeira vez em que é relatada sua
atividade frente a espécie Cryptococcus spp. Além disso, por mais que os estudos
encontrados relatem uma atividade antifungica da kava-kava para outras espécies de
fungo, estes sao referentes a analises realizadas com o extrato aquoso do rizoma de
kava-kava (GUERIN e REVEILLERE, 1984; LOCHER et al, 1995), e novamente a
diferenga na forma de extracado da planta pode influenciar diretamente a composi¢cao

do extrato e consequentemente as suas atividades bioldgicas.

Em relacao a atividade antifungica apresentada frente aos fungos Cryptococcus spp,
na Tabela 41 podem ser observados os valores de CIM determinados para cada um
dos extratos frente as linhagens avaliadas. Nela € possivel verificar que os extratos 1
e 2, que possuem oS menores valores de teor total de kavalactonas dentre as
amostras em estudo, ndo foram capazes de promover a inibicdo de crescimento em
nenhum dos fungos testados. Ja os extratos 3, 4, 6, 8 e 12 apresentaram valor de CIM
de 512 ug/mL para as duas linhagens de C. neoformans. Em relagdo as linhagens de

C. gatti, os extratos 6 e 8 apresentaram valor de CIM de 256 pg/mL somente em
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relacdo a linhagem R265, enquanto o extrato 4 foi o unico que apresentou valor de

CIM de 256 ug/mL para as duas linhagens de C. gatti avaliadas.

Tabela 41 — Concentragao inibitéria minima (CIM) em pg/mL dos extratos de kava-kava frente a duas

linhagens de Cryptococcus gatti e de C. neoformans.

CIM (ug/mL)
Fungos Extrato de Kava-Kava
Padrao
1 2 3 4 6 8 12
R265 >512  >512 512 256 256 256 512 >512
Cryptococcus
.. ATCC
gattii >512  >512 512 256 512 512 512 >512
24065
H99 >512  >512 512 512 512 512 512 >512
Cryptococcus
ATCC
neoformans >512 >512 512 512 512 512 512 >512
24067

Apods a determinagao dos valores de CIM para C.gatti, foi possivel observar que estes
valores foram menores para a linhagem R265 quando comparados aos obtidos para
a linhagem ATCC 24065. Essas duas linhagens de C. gattii apresentam origens
diferentes, enquanto ATCC 24065 é uma linhagem de referéncia comercializada,
R265 foi isolada de um paciente, responsavel por um surto de criptococose na llha de
Vancouver. Visto que R265 possui fatores de viruléncia mais bem definidos, como a
capacidade de sintetizar melanina, produzir uma capsula polissacaridica, além de
sobreviver e proliferar a 37 °C (CHENG; SHAM; KRONSTAD, 2009), seria esperado
que os valores de CIM obtidos no teste fossem maiores do que para a linhagem ATCC

24065, ou seja, o oposto do que foi observado.

No entanto, estudos desenvolvidos no Laboratério de Micologia da UFMG com
linhagens de C. gaftti demonstraram que uma linhagem mais virulenta também pode
ser mais susceptivel ao tratamento com antifungicos em comparagdo a uma menos
virulenta. Neste estudo, os autores cultivaram a linhagem L27/01 em fluconazol até
obter uma linhagem resistente, chamada de L27/01f, ou seja, com menor
susceptibilidade ao tratamento com fluconazol. Porém, a analise da L27/01F indicou
que esta era menos virulenta do que a sua linhagem inicial (SANTOS et al., 2014).
Este mesmo resultado foi observado em relacdo a inibicdo do crescimento das
linhagens R265 e ATCC 24065 pelos extratos de kava-kava avaliados, em que a

linhagem mais virulenta (R265) foi mais susceptivel ao tratamento.



143

Dentre as amostras que apresentaram atividade antifungica, os extratos 4, 6 e 8, além
de apresentar valor de teor total de kavalactonas semelhante, foram as amostras com
menores valores de CIM frente aos fungos avaliados. Ja as amostras 3 e 12,
apresentaram valores de CIM iguais mesmo possuindo valores de teor de
kavalactonas distintos, com uma diferenca de 13,4%. Visto que nao foi observada
inibicdo de crescimento de nenhum dos fungos pelo padrédo de kavaina, ha um
indicativo de que a inibicdo gerada pelos extratos ndo tenha sido causada por esta
kavalactona. Como a atividade antifungica foi observada em 5 dos 7 extratos
avaliados, pode-se inferir que o efeito esteja relacionado a mais de um composto
presente no extrato, devido a auséncia de relacio direta entre o efeito inibitério e os
valores de teor total das kavalactonas avaliadas neste estudo (MET, DHM, KAV, DHK,
YAN e DXY).

3.2 Avaliacao da atividade antinociceptiva

Ao final dos testes de avaliacdo da resposta nociceptiva induzida por calor em placa
quente, foram determinados os valores de laténcia médios para cada grupo tratado
(Tabela 42). Apos a transformacéo matematica dos valores obtidos, usando a fungao
log(Y+1), comprovou-se que os resultados seguem a normalidade pelo teste de

Kolmogorov-Smirnov.

Tabela 42 — Resultados obtidos para os testes de avaliacdo de atividade nociceptiva induzida por

calor e de atividade motora em haste girante, em média * erro padrao da média (em segundos).

Grupo Placa quente Haste girante
Controle negativo 14,80 + 1,46 120 + 0,00
Extrato 1 22,75+ 0,47 120 + 0,00
Extrato 5 20,25+ 0,85 120 + 0,00
Extrato 12 22,40 £ 2,52 120 + 0,00
Padrao de KAV 21,20 +1,77 120 £ 0,00
Controle positivo 30,60 + 3,18 8,60 £1,66

Apos a realizagdo de ANOVA e pos-teste de Newman-Keuls, observou-se que todos
os extratos avaliados apresentaram valores de laténcia com diferencga
estatisticamente significativa (Figura 41) em relagdo ao grupo tratado com veiculo
(controle negativo), demonstrando a atividade antinociceptiva desses extratos em

modelo de calor induzido. Essa diminuigdo de resposta nociceptiva pela kava-kava
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também foi observada por Jamieson e Duffield, em modelo animal de constricao
abdominal apds a injegao de acido acético. No entanto, neste estudo os testes foram
realizados 1 e 55 minutos apds administragao por via oral de 200 mg/kg de resina de
kava-kava e 250 mg/kg de extrato aquoso, respectivamente (JAMIESON e
DUFFIELD, 1990). No entanto, os valores de laténcia obtidos para os animais tratados
com os extratos, assim como o padrao de KAV, também apresentaram diferenca
estatisticamente significativa em relagao ao controle positivo (dipirona sédica). Desse
modo, entende-se que a atividade antinociceptiva observada para os extratos e para
0 padrdo ainda nao € comparavel a da dipirona, fazendo-se necessaria a avaliagcao

da resposta em doses mais elevadas tanto do extrato quando da KAV.

Figura 41 — Tempo de laténcia obtido para os animais apdés a administragdo por via oral dos

respectivos tratamentos, durante avaliagdo da atividade nociceptiva induzida por calor.
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* indica diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao grupo tratado com veiculo (controle
negativo) (P<0,05);

*** indica diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado com veiculo (controle
negativo) (P<0,001).

# indica diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado com dipirona sédica

(controle positivo) (P<0,05);
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Visto que o padrao de KAV também apresentou diferenca estatistica em relagado aos
tempos de laténcia do veiculo (Figura 41), ha o indicativo que a atividade
antinociceptiva do extrato esta relacionada a presencga desta kavalactona. No entanto,
nao é possivel concluir que o efeito esteja relacionado exclusivamente a este
composto, devido a auséncia de diferenca estatistica entre os resultados obtidos para
0s extratos e para o padrao de KAV, juntamente com a amplitude encontrada entre os

valores de teor de KAV e total de kavalactonas (Tabela 39) das amostras analisadas.

De maneira a excluir a possibilidade do efeito antinociceptivo observado estar
relacionado a alteragdes na resposta motora, os animais foram submetidos ao aparato
de haste girante 2 h apds os tratamentos por via p.o.. Apds realizagao de ANOVA de
uma via, seguida de pos-teste de Newman-Keuls, dos resultados obtidos (Tabela 19),
observou-se que n&o ha diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
tratados com extrato e com padrao de KAV em relagéo ao controle negativo (Figura
42). Indicando, desse modo, ndo haver comprometimento da atividade motora capaz

de alterar a resposta do tempo de laténcia no teste de placa quente.

Figura 42 — Tempo de permanéncia obtido para os animais apos a administragéo por via oral dos

respectivos tratamentos, durante avaliagdo da atividade motora em haste girante.
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indica diferencga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado com fenobarbital (controle
positivo) (P<0,001).



146

Desta forma, comprova-se que a atividade antinociceptiva observada nao ocorre
devido a efeito sedativo ou comprometimento da resposta motora dos animais pelos

extratos de kava-kava e padrédo de kavaina.

Jamieson e Duffield demonstraram que a analgesia dos extratos de kava-kava ocorre
por via nao-opidide, visto que seu efeito antinociceptivo ndo foi bloqueado pela
administracao de naloxona, antagonista da morfina (JAMIESON e DUFFIELD, 1990).
Sendo assim, futuros estudos sdo necessarios para determinar a via pela qual a

analgesia observada ocorre.
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4. CONSIDERAGOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos pela analise da atividade antimicrobiana do extrato
seco de kava-kava, foi possivel verificar que os extratos avaliados ndo apresentaram

atividade antibacteriana frente as bactérias avaliadas neste estudo.

Em relacao a atividade antifungica, foi verificada a inibicdo do crescimento de duas
espécies de Cryptococcus, na presenca de cinco amostras de ESK. Visto que o
padrao de KAV ndo apresentou efeito inibitorio, pressupde-se que a atividade
apresentada pelos extratos ndo esta relacionada a esta kavalactona. Devido a
auséncia de relagao direta entre efeito inibitério e o teor das principais kavalactonas
presentes no extrato de kava-kava, ha o indicativo de que a atividade antifungica

apresentada esteja relacionada a mais de um composto presente no extrato.

No entanto, mesmo frente a valores de CIM pelos extratos, estes ainda sao
considerados elevados, tornando a continuidade dos testes desnecessaria, visto que
a dose a ser utilizada para os ensaios in vivo seria muito alta quando comparada aos

antifungicos convencionalmente usados na terapéutica.

A partir da revisao de literatura realizada, acredita-se que esta € a primeira vez a
atividade antimicrobiana do extrato seco de Kava-kava etandlico foi demonstrada

frente aos micro-organismos avaliados neste estudo.

A atividade antinociceptiva de diferentes extratos de kava-kava, assim como do
padrao analitico da KAV, foi comprovada por meio de modelo de calor induzido (placa

quente), apds 2 h da administracao dos tratamentos por via p.o..

Por meio do teste em haste girante, comprovou-se que o efeito antinociceptivo nao
esta relacionado a comprometimento da resposta motora dos animais apds o

tratamento.

A partir da revisao de literatura realizada, acredita-se que esta € a primeira vez a
atividade antinociceptiva do extrato etandlico seco de kava-kava foi demonstrada em
modelo murino, apds administragao por via p.o., em estimulo de calor induzido (placa

quente).
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CAPITULO 6
CONSIDERAGOES FINAIS



149

CONCLUSAO GERAL

O método analitico por CLAE-DAD desenvolvido e validado permitiu a quantificacédo
simultdnea das seis kavalactonas em ESK de forma seletiva e eficiente. A analise de
16 amostras de ESK obtidas de farmacias magistrais demonstrou elevada
variabilidade no teor das kavalactonas, sendo que apenas uma amostra atendeu aos
limites de variagao de 15% do teor de kavalactonas (30%) especificagao na legislagao
(BRASIL, 2014b), demonstrando a necessidade de melhor controle e padronizagéo

destas amostras.

O método bioanalitico por CLAE-ESI-QqQ-LIT desenvolvido e validado se mostrou
rapido, sensivel e seletivo para quantificacdo de kavaina em plasma de camundongo
e permitiu a realizagdo de um estudo farmacocinético para a KAV isolada e presente
em amostras de ESK. Os resultados obtidos demonstraram uma maior
biodisponibilidade da KAV presente no extrato em comparagao a sua forma isolada,
sendo considerado indicativo da ocorréncia de sinergismo farmacocinético entre este

marcador e os demais compostos presentes no extrato.

O ensaio de toxicidade aguda empregando o método de classes possibilitou a
classificagdo dos extratos avaliados na categoria 5 ou “sem classificacdo” que,
somado a auséncia de alteragdes aparentes durante a analise histolégica dos 6rgaos
dos animais tratados, indica que os extratos podem ser considerados de baixa

toxicidade aguda.

Empregando o método de microdiluigdo em caldo, foi verificada auséncia da atividade
antibacteriana tanto para as amostras de extrato quanto para o padrao de KAV. A
atividade antifungica foi observada para alguns extratos frente ao fungo Cryptococcus
ssp, no entanto, a auséncia de atividade pelo padrédo de KAV sugere que o efeito
observado pode estar ligado a outros compostos presentes no extrato. A atividade
antinociceptiva em modelo murino de calor induzido foi demonstrada tanto para os
extratos quanto para o padrao de KAV, sendo comprovada a auséncia de influéncia

da atividade sedativa inerente da planta na resposta motora dos animais.

O presente trabalho contribuiu para a disponibilizacdo de métodos analitico e
bioanalitico para a quantificacdo de kavalactonas, que podem ser empregados para a

realizacao de um controle de qualidade efetivo dos produtos a base de kava-kava e
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de futuros estudos farmacocinéticos com a planta. Além disso, foi possivel agregar
mais informagdes a respeito das atividades terapéuticas e da seguranga dos extratos
de kava-kava, que podem ser uteis durante a utilizagdo destes produtos pela

populacao.
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Liquid chromatography-tandem mass spectrometry bioanalytical method for the

determination of kavain in mice plasma: application for a pharmacokinetic study

Juliana Veloso Ferreira?, Alyson Vinicius Braga®, Renes de Resende Machado?, Deborah
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ABSTRACT

A simple and fast bioanalytical method for the quantification of kavain in mice plasma was
developed using liquid chromatography (LC)-tandem mass spectrometry (MS/MS). A full
method validation was performed, according to regulatory guidelines, employing isotopically
labeled kavain as the internal standard (rac-kavain-d3). For the quantification, [M+H]" was
formed using an electrospray ionization (ESI) source in the positive ion mode and multiple
reaction monitoring (MRM) was employed using a quadrupole-linear ion trap (4000 QTRAP®)
instrument. The monitored MRM transitions were 231.0—115.1 and 231.0—152.8 for kavain;
and 234.2—199.2 for the internal standard. A linear response was obtained at the concentration
range of 10 to 200 ng/mL with intra- and inter-day variations within the acceptable criteria for
all quality control samples. After validation, the method was successfully applied for the
quantification of kavain in mice plasma after oral administration of the kavain standard and
Kava-kava extract. The plasma concentration over time results were applied for a
pharmacokinetics study. The obtained pharmacokinetic parameters indicated a considerably
higher bioavailability for kavain when Kava-kava extract was administered due to a

pharmacokinetic synergism between the analyte and the other compounds present in the extract.

KEYWORDS: LC-MS/MS, method validation, kavain, kava-kava, pharmacokinetic study.
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