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RESUMO

Kava-kava (Piper methysticum G. Forst) € um arbusto perene, pertencente a
familia Piperaceae, originaria dos arquipélagos do sul do Oceano Pacifico e
utilizada como planta medicinal desde 1000 a.C. Possui a¢do no sistema nervoso
central e € empregada no tratamento de insbnia, agitacdo, estresse, epilepsia,
psicose e depressdo. O efeito farmacolégico é decorrente da presenca das
kavalactonas, principalmente a kavaina encontrados no rizoma da planta.
Trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a
biodisponibilidade de kavaina foi consideravelmente maior quando o marcador
quimico foi administrado em extratos secos de kava-kava, comparando-se com
sua administracao na forma isolada. Assim, objetivou-se, com o presente estudo,
realizar uma avaliagdo biofarmacéutica deste marcador isolado e em extratos
secos de kava-kava. Os métodos CLAE-DAD desenvolvidos para quantificacéo
de kavaina nos estudos foram considerados lineares, precisos, exatos, seletivos
e com robustez satisfatéria. Estudos de solubilidade pelo método de agitacdo em
orbital em pH 1,2; 4,5 e 6,8 para 0 marcador quimico isolado e em extrato seco,
demonstraram valores de razdo Dose/Solubilidade acima de 250 mL, sendo
respectivamente 1311,2 mL; 2888,7 mL; 1445,4 mL para kavaina e 1450,5 mL;
1103,7 mL e 1279,3 mL para o extrato seco. Os resultados demonstraram que
tanto kavaina isolada quanto na presenca de extrato seco de kava-kava
apresentou valores elevados de permeabilidade, com valores de Papp (A-B)
variando de 25 + 1,45 a 28 + 2,75 cm.s™. N&o foi observado mecanismo de efluxo
significativo. O marcador vegetal pode ser considerado um composto de baixa
solubilidade, sendo a sua dissolu¢gdo em meio fisioldgico o fator limitante para a

absorcao.

Palavras-chave: Piper methysticum; kavaina; permeabilidade aparente; células
Caco-2; solubilidade em equilibrio; CLAE-DAD.



ABSTRACT

Kava-kava (Piper methysticum G. Forst) is a perennial shrub, belonging to
Piperaceae family, from the archipelagos of South Pacific Ocean and used as a
medicinal plant since 1000 BC. It has an action in the central nervous system and
Is used in the treatment of insomnia, agitation, stress, epilepsy, psychosis and
depression. The pharmacological effect is due to the presence of kavalactones,
mainly kavain found in rhizomes. Previous studies of our research group
demonstrated that the oral bioavailability of kavain was considerably higher when
it was administered in dry extracts of kava-kava, compared to its administration
in the isolated form. Thus, we aimed, with this study, to conduct a
biopharmaceutical evaluation of this compound isolated and in dry extracts of
kava-kava. The HPLC-DAD methods developed for kavain quantitation in the
studies were linear, precise, exact, selective and with satisfactory robustness.
Equilibrium solubility studies carried out by the orbital shake flasks method at
buffer solutions pH 1.2; 4.5 and 6.8 demonstrated dose /solubility ration higher
than 250 mL, being respectively 1311.2 mL; 2888.7 mL; 1445.4 mL for kavain
and 1450.5 mL; 1103.7 mL e 1279.3 mL for the extract. Results of the intestinal
permeability study showed that both kavain alone and in the presence of kava-
kava dry extract presented high permeability values, with Papp values varying
from 25 + 1.45 to 28 + 2.75 cm.s’. It was observed no significant efflux
mechanism. The plant marker can be considered a compound with low solubility,

and its dissolution in a physiological fluid is the limiting factor for absorption.

Keywords: Piper methysticum; kavain; apparent permeability; Caco-2 cells;
equilibrium solubility; HPLC-DAD.
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1. INTRODUCAO

Para que qualquer substancia biologicamente ativa exerca sua atividade
farmacoldgica a nivel sistémico, primeiramente é necessario que ela se encontre
biodisponivel na circulacao sistémica. Desse modo, é preciso que o farmaco se
encontre dissolvido no Ildmen intestinal, e que consiga permear pelas
membranas dos enterdcitos (AMIDON et al, 1995; LENNERNAS;
ABRAHAMSSON, 2005).

A biodisponibilidade pode ser definida como a velocidade e a extenséo
com que um farmaco alcanca a corrente sanguinea, tornando-se disponivel para
seu efeito sistémico. Considerando que variados fatores podem influenciar a
biodisponibilidade, tais como as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, as
propriedades da formulagéo e as caracteristicas bioldgicas dos individuos, nota-
se grande interesse no meio cientifico e regulatério em compreender a
interrelacéo desses fatores com os processos farmacocinéticos, com destaque
na absorgdo no processo de desenvolvimento de medicamentos administrados
por via oral (BRASIL, 1999; SHARGEL, YU; 2005). Nesse contexto, surge o
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), desenvolvido por Amidon e
colaboradores (1995) que permite o estudo e a correlacdo das propriedades
biofarmacéuticas, que influenciam diretamente na biodisponibilidade dos
farmacos. O sistema destaca-se por agilizar e reduzir os custos das pesquisas,
visto que utiliza modelos in-vitro, reduzindo processos burocréaticos e éticos,
além de evitar a exposicao de voluntarios sadios aos farmacos. (AMIDON et al.,
1995; LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2005).

O SCB classifica os farmacos em categorias quem variam de | a 1V,
baseado nas caracteristicas de permeabilidade e na solubilidade em meios
aguosos com variados valores de pH, ambos em condi¢des que se assemelham
as condic¢oes fisiologicas. Farmacos da Classe | apresentam alta permeabilidade
e alta solubilidade, Classe Il alta permeabilidade e baixa solubilidade, Classe lli
baixa permeabilidade e alta solubilidade e Classe IV baixa permeabilidade e
baixa solubilidade (AMIDON et al., 1995).

A solubilidade em equilibrio € definida como a medida na qual uma

substancia é encontrada dissolvida em determinado meio, em condi¢cdes
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controladas, gerando um sistema de equilibrio termodindmico (FARMACOPEIA,
2017; USP, 2017). Um farmaco é considerado altamente soltvel quando a maior
dose administrada € completamente solivel em 250 mililitros (ml) de solucdes
tamponadas que mimetizam a faixa de pH e temperatura do meio fisiol6gico
(DAHAN et al., 2010; EMAMI, 2006; GONZALEZ-GARCIA et al., 2015).

A permeabilidade é a propriedade biofisica que define a capacidade que
um farmaco apresenta, solubilizado nas condi¢des supracitadas, em atravessar
membranas bioldgicas, sendo disponibilizados na corrente sanguinea. Uma
molécula é classificada como de alta permeabilidade quando apresenta
absorcao igual ou maior que 85% da dose administrada (BRASIL, 2011, EMA,
2010; FDA, 2000; WHO, 2006). O principal parametro utilizado na classificacéo
da permeabilidade é a biodisponibilidade absoluta por via oral, entretanto, na
auséncia dessa informacao, ela pode ser determinada utilizando modelos in
vitro, como por exemplo, células humanas da linhagem Caco-2 e in situ com a
experimentacdo em modelo animal (BALIMANE; CHONG; MORRISON, 2000;
VAN BREEMEN; LI, 2005).

Os conceitos e métodos disponibilizados pelo SCB, embora comumente
associados a farmacos isolados e quimicamente definidos, também tem sido
empregado em estudos envolvendo substancias bioativas. Por sua vez, tais
estudos tendem a apresentar maior complexidade, visto que podem ser
constituidos por matrizes complexas (BRASIL, 2002; WALDMANN et al., 2012).

Os medicamentos fitoterapicos sdo produzidos em indUstrias
farmacéuticas e obtidos com emprego de insumos farmacéuticos ativos de
origem vegetal. Devem apresentar efichcia e seguranca comprovados por
estudos farmacologicos e toxicolégicos pré-clinicos e clinicos, devidamente

registrados nos 6rgédos regulatérios nacionais (BRASIL, 1999).

Os medicamentos fitoterapicos possuem normas de padronizacdo e
legislagbes especificas para desenvolvimento, registro e controle de qualidade
dos produtos. Enquanto em paises como Estados Unidos muitos destes
produtos se enquadram como suplementos alimentares, outras legislagées como
a brasileira, a canadenses e a europeia apresentam critérios mais rigorosos. Em
contrapartida ao que ocorre com os medicamentos alopaticos, ndo existem

produtos que podem considerados medicamento referéncia. Apesar destes
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empecilhos, € possivel avaliar as propriedades biofarmacéuticas e definir
padrbes aceitaveis de qualidade com auxilio de metodologias analiticas e
biomarcadores vegetais padronizados. (WALDMANN et al., 2012).

Dentre os medicamentos fitoterapicos, € possivel destacar os derivados
de extratos de rizoma de Piper methysticum G. Forst. Popularmente conhecida
como kava-kava, € uma espécie vegetal cultivada hd milénios por nativos da
Oceania. A espécie apresenta rica diversidade de constituintes quimicos,
responsaveis por inameros efeitos farmacoldgicos. Dentre os metabdlitos ativos
presentes no extrato de kava-kava, destacam se o subgrupo das kavalactonas,
responsavel pelos efeitos terapéuticos (ANDREATINI et al., 2001; BARBOSA et
al., 2013; CHUA et al., 2016; JUSTO E SILVA, 2008; NETO, 2004).

As kavalactonas possuem acéo no sistema nervoso central (SNC), sendo
os extratos de kava-kava empregados no tratamento de insbnia, agitacéo,
estresse, epilepsia, psicose e depressao, além de outros usos, como analgesia,
cicatrizacdo e tratamento de infeccdes e doencas inflamatérias (ANDREATINI et
al., 2001; BARBOSA et al., 2013; CHUA et al., 2016; JUSTO E SILVA, 2008;
NETO, 2004).

Em trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisas, foi observada
diferencga na biodisponibilidade oral entre a kavaina isolada e em extrato seco de
kava-kava apOs administracdo em camundongos (FERREIRA et al., 2020).
Assim, para continuidade deste estudo, torna-se importante realizar uma
avaliacao biofarmacéutica deste marcador quimico, substancia utilizada para

caracterizacao e controle de qualidade de extratos secos da planta.

Para isso, € necessario avaliar os parametros de solubilidade em
equilibrio, pelo método de agitacdo orbital em frascos, e permeabilidade
empregando o modelo de célula Caco-2 que mimetiza as condigbes
histofisiologicas do intestino humano. A classificacdo da kavaina isolada e
presente nos extratos de kava-kava de acordo com o SCB representa uma
contribuicdo importante para o melhor entendimento dos processos
farmacocinéticos deste marcador vegetal apds administracéo oral de extratos de

kava-kava.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2.1 Piper methysticum G. Forst

A espécie Piper methysticum G. Forst € um arbusto perene pertencente a
familia das Piperaceae (pimentas), nativa dos arquipélagos da regido sul do
Oceano Pacifico. Foi descrita pelos botanicos suecos Daniel Scholander e
Sydney Parkinson, provavelmente os primeiros ocidentais a ter contato com a
espécie (SINGH, 1992). Posteriormente, foi catalogada pelo naturalista Johann
Georg Adam Forster, membro de uma expedi¢cdo direcionada ao continente da
Oceania liderada pelo inglés James Cook (BILIA et al., 2004; CORDEIRO et al.,
2005.; FERREIRA et al., 2021).

Popularmente conhecida como kava-kava, kawa yati, yagona ou yangona,
a espécie possui nome homénimo a uma tradicional bebida psicoativa utilizada
em cerimonias religiosas e atividades recreativas pela populagdo nativa. Nos
idiomas nativos significa “amargo” ou “azedo”, uma alus@o as caracteristicas
organolépticas da espécie vegetal (BILIA et al., 2004; COTE et al., 2004;
NASCIMENTO et al., 2009; SINGH, 1992).

A bebida kava é consumida ha mais de 2000 anos, com intuito de
fortalecer o corpo e angariar conhecimento. Seu uso era tradicionalmente restrito
aos “Kahunas”, membros mais experientes, conselheiros e lideres das
comunidades (CORDEIRO; CHUNG; SACRAMENTO, 2005; SINGH, 1992;
WHO, 2016;).

A preparacdo da bebida kava é realizada de maneira artesanal. Sao
retirados os rizomas laterais de Piper methysticum G. Forst, faz-se a limpeza
com agua corrente, realiza-se a maceracdo em agua fria seguida de percolacéo
do liquido. Apés a filtracdo, a preparagdo esta pronta para o consumo (JUSTO
E SILVA, 2008; ROBINSON et al., 2009).

Devido ao apelo comercial, a espécie vegetal praticamente ndo € mais
encontrada naturalmente nos ecossistemas. O cultivo é destinado
principalmente a exportacdo para paises produtores de medicamentos e para
comercializacao local. O uso popular pode ser comparado ao consumo de folhas
de coca, Erythroxylum coca, pelos povos andinos da América do Sul (BARBOSA
et al.; 2013; SINGH, 1992).
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As folhas sdo grandes, rigidas, apresentam coloracdo verde escuro
contendo entre 9 a 13 nervuras bem demarcadas, superficies lisas e formato
semelhante a um coracao. A espécie é dioica, contém inimeras e pequenas
flores dispostas em formato conifero assemelhando-se a espigas. O caule é do
tipo rizoma, disposto de maneira horizontal, subterraneo, poroso e ramificado,
podendo alcancar 10 kg, e apresenta exteriormente uma coloracdo negro-
acinzentada com interior branco. As folhas e rizomas estéo ilustradas a seguir
em figura 1 (BARBOSA; LENARDON; PARTATA, 2013; METHYSTICUM;
JUSTO E SILVA, 2008 ; SINGH, 1992).

Figura 1 - Folhas (A) e rizoma (B) de Piper methysticum G. Forst.

Adaptado de JUSTO E SILVA, 2008.

A espécie é usada no tratamento de desordens do sistema nervoso, como
insbnia, agitacdo, estresse, epilepsia, psicose e depressdo. Relatos presentes
na medicina popular indicam seu uso como agente cicatrizante, analgésico e no
tratamento de doencas do sistema respiratorio, trato gastrintestinal, tuberculose,
infeccdes, abcessos, doencas sexualmente transmissiveis, reumatismo e
desordens dos sistemas urogenitais (AMORIM et al., 2007; CORDEIRO et al.,
2005).

Quando comparado a outros agentes que atuam no SNC, a kava-kava
apresenta algumas vantagens, como por exemplo, a bebida ndo esti
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relacionada a inducdo de comportamento violento, ao contrario do que ocorre
com usuarios de bebidas etilicas (CAWTE, 1985).

2.2 Constituicao Fitoquimica

Os primeiros relatos sobre caracterizacdo fitoquimica de Piper
methysticum G. Forst. datam dos anos de 1860 (NETO, 2004). A espécie é
constituida de diversos metabdlitos secundarios. Os compostos lactdnicos
presentes em kava-kava s&o denominados kavalactonas ou kavapironas e
possuem grande interesse comercial e cientifico. Taninos, acido, benzoico, acido
cindmico, acucares, bornil-cinamato, estigmasterol, flavokavainas, mucilagens,
tetrahidroiangoninas também podem ser observados nas triagens fitoquimicas
(BARBOSA et al., 2013 ; PATEL et al., 2005; ULBRICHT et al., 2005).

A atividade farmacolégica do extrato seco de Piper methysticum G.
Forst estd relacionada a presenca dos grupamentos lacténicos. A estrutura
basica das kavalactonas estéa representada na Figura 2. Os radicais R1, R2 e R3
representam respectivamente ramificagbes moleculares que possibilitam

diferenciar as estruturas quimicas do grupo (NETO, 2004).

Figura 2 - Estrutura geral das kavalactonas.

Adaptado de BARBOSA et al., 2013.

Triagens fitoquimicas conduzidas por Petersen e colaboradores (2019)

envolveram uma andlise qualitativa e quantitativa dos metabdlitos secundarios
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no rizoma Piper methysticum G Forst. Foram isolados cerca de 18 compostos
distintos. Os  constituintes  yangonina  (Y), 5,5-diidrokavaina ou
desmetoxiyangonina (DMY); metisticina (M); 7,8-diidrometisticina (DHM),
kavaina (K) e 7,8-diidrokavaina (DHK) representam aproximadamente 96% do
total de kavalactonas encontradas na planta. Suas estruturas quimicas sao
demonstradas na Figura 3 (PETERSEN et al., 2019).

Em trabalhos de Cheng e colaboradores (apud NETO, 2004) foram
observadas diferencgas nas concentragdes dos marcadores vegetais nos extratos
em decorréncia das diferencas do cultivo. As propor¢cdes dos metabdlitos variam
com a sazonalidade, o que demonstra a necessidade de padronizar os extratos
utilizando-se metodologias analiticas eficazes e validadas (BARBOSA et al.,
2013; NETO, 2004).

Bilia e colaboradores (2004) demonstraram que as concentracdes de
kavalactonas presentes no extrato de rizoma seco dependem de fatores
especificos, como a idade da planta e a maneira em que foram cultivadas. Foi
observado que as kavalactonas, embora presentes em todas as partes da planta,
sofrem um decréscimo proporcional com o distanciamento da raiz. As folhas
apresentam diidrokavaina, metisticina e 7,8-diidrometisticina em maior
quantidade, contrastando com a maior proporcéo de kavaina nos rizomas (BILIA
et al., 2004; NETO, 2004).

As preparacdes de kava-kava utilizadas nos rituais religiosos passam
por um procedimento que envolve a extracdo por via aquosa dos marcadores
vegetais. Todavia, nos extratos comercializados, 0 processo envolve extracdo
com solventes organicos. Devido as caracteristicas fisico-quimicas das
moléculas de kavalactonas, € esperada uma maior concentragdo nos extratos
industrializados, que utilizam solvente orgénico, em comparacdo a bebida
tradicional (XUAN et al., 2008).



29

Figura 3 - Estruturas das principais kavalactonas presentes no extrato seco de kava-
kava.
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Fonte: MATHEWS et al., 2005.

2.3 Farmacodinamica e Farmacocinética

As plantas medicinais apresentam uma diversidade de substancias que
podem agir de maneira sinérgica. Em grande parte dos casos, essas interacdes

sdo determinantes para promover o efeito farmacolégico (SPINELLA, 2002).

S&o aceitas varias hipoteses que justifiquem o mecanismo de a¢éao das
kavalactonas. Os estudos indicam que devido a sua elevada lipofilicidade, os
metabdlitos consigam atravessar membranas biologicas, como a barreira

hematoencefalica (BHE) e as membranas celulares, permitindo agir no SNC e
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em demais 6rgdos (BARBOSA et al., 2013; CAIRNEY et al., 2003; LIANG et al.,
2009)

Mathews e colaboradores (2005) observaram e compararam os efeitos
farmacoldgicos das kavalactonas isoladas. Os efeitos dos metabdlitos isolados
sdo significativamente reduzidos em comparacdo com o extrato bruto. O
resultado sugere que o extrato pode influenciar o metabolismo e/ou transporte

das kavalactonas de maneira sinérgica (MATHEWS et al., 2005).

As propriedades sedativas e ansioliticas estao relacionadas a capacidade
dos compostos em interagir com o receptor 4cido gama-aminobutirico (GABA),
atividade semelhante a induzida por farmacos pertencentes a classe dos
benzodiazepinicos (BARBOSA et al., 2013).

Trabalhos como o de Meissner e Haberlein (2005) confirmaram por
estudos clinicos o potencial das preparacbes contendo kava-kava em sua
constituicdo. Extratos apresentaram efeitos benéficos para o tratamento de
ansiedade (CHUA et al., 2016; MEISSNER; HABERLEIN, 2005).

Jussofie e colaboradores (1994) (apud NETO 2004) realizaram
experimentacdo animal. Os mecanismos se assemelharam aos induzidos por
medicamentos das classes dos barbituricos e anestésicos (NETO, 2004). A acéo
ansiolitica também pode ser atribuida a ativacdo da transmissdo dopaminérgica
e serotoninérgica, que implica na reducdo da excitabilidade emocional
(SPINELLA, 2002).

Outro possivel mecanismo para os efeitos psicotropicos seria a
capacidade de inibicdo da enzima monoaminooxidase (MAQO), responséavel por
metabolizar neurotransmissores como dopamina e serotonina. Assim, as
kavalactonas levariam a um aumento das concentragcbes destes
neurotransmissores no organismo. Agindo por este mecanismo, os efeitos
adversos seriam semelhantes aqueles dos antidepressivos convencionais, como
Sono excessivo, alteracdes de apetite, alteracdes do peso e confuséo. Estes
efeitos podem ser observados principalmente quando a planta é utilizada
indiscriminadamente e concomitantemente com farmacos de acao central
(JUSTO e SILVA et al., 2008; SCHULZ et al., 2002).
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Uebelhack e colaboradores (1998) observaram que tanto o extrato
guando as kavalactonas isoladas induziram uma inibicéo reversivel da MAO-B.
Entretanto, a poténcia farmacologica foi distinta entre as moléculas, decrescendo
de desmetoxiangonina para kavaina, como pode ser observado na Figura 4
(UEBELHACK; FRANKE; SCHEWE, 1998).

Figura 4-Representacédo da inibicdo da enzima monoamino oxidase B pelas
kavalactonas administradas de forma isolada.

Maior inibigao da
(MAQ) B » Desmetoxiangonina

Metisticina

* langonina

Dihidrometisticina

Menor inibicao da
(MAO) B

Dihidrocavaina

+ Kavaina

Fonte: UEBELHACK et al., 1998.

Outra atividade decorrente dos constituintes quimicos da kava-kava é a
inducdo de analgesia. Os compostos diidroxikavaina e diidrometisticina
apresentam maior potencial terapéutico do que outros farmacos, como o &cido

acetilsalicilico (AAS), e demonstraram acéo neuroprotetora (WU et al., 2002).

Em um estudo observacional envolvendo habitantes das llhas Fiji, em
comparacdo aqueles das regides da Polinésia, Micronésia e Nova Caledonia
(grupos étnicos com habitos semelhantes e caracteristicas genéticas proximas),
foi observada que a incidéncia de alguns tipos de céancer, como estdbmago,
pulméo e prostata, eram consideravelmente menores no primeiro pais. Dentre
as caracteristicas que distinguiam dos habitantes de Fiji, notou-se o habito de
ingerir kava-kava, em busca de analgesia, costume que ndo se repetia nos

demais paises. Por fim, foi identificado o composto 7,8-epoxiyangonina, uma
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kavalactona com atividade potencial em diminuir a liberagcdo do fator a de
necrose tumoral (TNF-a) (HASHIMOTO et al., 2003).

No trabalho de Ferreira e colaboradores (2020), apés o desenvolvimento
e validacdo de um método bioanalitico por LC-MS/MS, foi demonstrado um
possivel sinergismo farmacocinético entre kavaina e os demais constituintes do
extrato seco de Piper methysticum G. Forst, uma vez que a biodisponibilidade
oral de kavaina foi maior quando este marcador estava presente no extrato, em

comparacao ao composto isolado.

Os trabalhos de Tarbah e colaboradores (2003) demonstraram que apés
a ingestdo de uma dose oral de 200 mg do extrato de kava-kava, foi alcancada
uma concentracdo sanguinea de 18 ng/mL dos isébmeros D e L de kavaina. A
absorcdao intestinal do composto levou cerca de 15 minutos para ser iniciada e
apresentou um maximo de concentracdo entre uma hora e meia e duas horas. A

meia vida de eliminacgéo foi estimada em 9 horas.

A excrecao, por via urinaria, foi estudada em modelo animal, envolvendo
camundongos, ap0s administracdo oral e intravenosa de kavaina. Foram
encontrados o0s metabdlitos  hidroxi-6-fenil-5-hexen-2-ona,  4-hidroxi-6-
hidroxifenil, 5-hexen-2-ona e 12-hidroxi-di-hidrokavaina na urina e o metabdlito

12-hidroxikavaina foi caracterizado no plasma (TARBAH et al., 2003)

Estudos de Silva e colaboradores (2010) avaliaram o uso de extrato de
kava-kava misturada na racdo de codornas em periodo de postura, na reducao
do estresse e aumento da qualidade dos ovos, uma vez que o estresse influencia
no agravamento de comportamentos agitados e agressivos das codornas. Foi
observado que o extrato de Piper methysticum G. Forst quando utilizado como
medicamento fitoterapico ndo provocou altera¢cées no desempenho e qualidade

dos ovos e causou a reducéo do estresse nas aves (SILVA et al., 2010).

2.4 Toxicidade e Efeitos Adversos

As doses utilizadas nos tratamentos envolvendo Piper Methistycum G.
Forst se baseiam tanto no uso tradicional quanto em ensaios clinicos. Produtos

fitoterapicos tendem a apresentar maior complexidade no ajuste terapéutico
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quando comparados a medicamentos alopaticos. O principal motivo sdo as
interacbes como sinergismo ou competicdo entre a diversidade de metabdlitos

presentes nas espécies vegetais (ULBRICHT et al., 2005).

Estudos clinicos realizados por Ulbricht e colaboradores (2005)
relataram que individuos adultos tendem a tolerar uma dose de até 300 mg dia
do extrato seco de Piper Methistycum G. Forst. podendo ser administrado de
forma fracionada ou ndo. Normalmente os extratos sao prescritos em doses que
variam entre 70 e 280 mg/dia, sendo recomendado iniciar o tratamento com
doses menores, e caso necessario, 0 aumento deve ocorrer de maneira
crescente e em etapas (ULBRICHT et al., 2005).

Alguns fitoterdpicos sdo contraindicados a pacientes portadores de
hepatopatias e usuarios de bebidas alcodlicas, por induzirem alteracées na
expressdo de enzimas hepaticas. Deste modo, os pesquisadores Jamieson e
Duffield (1990) avaliaram a interacdo entre alcool e Piper Methistycum G. Forst,
utilizando modelos de camundongos Balb/c em ambiente aquecido a 32 °C,
administrando por via oral, extrato de kava-kava 300 mg/Kg associado a alcool
10% diluido em solucdo salina, administrado por via intraperitoneal. Foi
observado que o alcool potencializa os efeitos sedativos do fitoterapico, em
doses superiores a 250-300 mg do extrato (JAMIESON; DUFFIELD, 1990).

No caso de portadores de doencas de Parkinson, depressdo ou psicose
€ recomendado evitar 0 uso da espécie vegetal, visto que alguns metabalitos
podem induzir sintomas extrapiramidais. O fitoterapico ndo € recomendado a

gestantes e criangas com idade inferior a 12 anos (BARBOSA et al., 2013).

Estudos demonstraram que individuos intoxicados pelo extrato de Piper
Methistycum G. Forst apresentaram sintomas como tremor, ataxia, sedacao,
anormalidades na coordenagdo motora e na visdo (BARBOSA et al., 2013;
MATHEWS et al., 2005).

Em trabalhos de Pierce, foi avaliado o potencial téxico de kava-kava pelo
monitoramento da funcdo hepatica. Foi observado que o fitoterapico influencia
negativamente nos prognasticos de pacientes portadores de hepatopatias. Piper
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methysticum G Forst. também foi associada a inducdo de processos
inflamatorios agudos, e necrose tecidual em pacientes sem historicos de
hepatopatias, utilizando a dose terapéutica. Apds a suspencdo do medicamento,
os parametros clinicos foram restabelecidos em intervalos de até dois meses
(PIERCE citado por CORDEIRO et al, 2005).

A correlagcdo de hepatotoxicidade com o uso de Piper methysticum G.
Forst, no meio cientifico, angariou maiores interesses ap0s a associagdo de
varios casos de hepatite grave, insuficiéncia e faléncia hepatica em pacientes na
Europa e América do Norte, no periodo de 1990 e 2002 (AMORIM et al., 2007,
TESCHKE; QIU; LEBOT, 2011).

Nas comunidades oceéanicas que fazem um uso milenar da bebida o
namero de casos de hepatite, ou demais complicacdes relacionadas ao
fitoterapico néo é significativo. Uma provavel justificativa para essa discrepancia
de resultados pode estar relacionada ao fato de que nas preparacdes ocidentais
sdo empregados solventes organicos para um maior aproveitamento das
kavalactonas, enquanto no processo de producédo tradicional utiliza um meio
aquoso, assim como 0 maior consumo alcool e a maior exposicdo a agentes
hepatdxicos e medicamentos nas populacdes ocidentais (AMORIM et al., 2007;
TESCHKE; QIU; LEBOT, 2011).

Baseado nestes casos de hepatotoxicidade, as agéncias sanitarias de
paises como Alemanha, Franca, Estados Unidos, Canada, Suica e Reino Unido
recomendaram restricdes da comercializacdo dos medicamentos contendo Piper
methysticum G. Forst, em sua formulacdo (BARBOSA et al, 2013; CORDEIRO
et al., 2005; LIM et al., 2007).

Apés estas restricbes, estudos de Kutcha e colaboradores (2015)
demonstraram que a toxicidade dos extratos estd diretamente ligada as
variedades da planta utilizada, denominadas two-day kava ou noble kava. A
variedade noble kava apresenta elevados teores de kavaina, associados a
baixas quantidades de flavokavaina, sendo que estudos prévios demonstraram
gue a flavokavaina B esta diretamente ligada a casos de hapatotoxicidade. Lebot
e colaboradores (2014) analisaram flavokavaina B em extratos de kava-kava de

diferentes variedades e demonstraram que a razao flavokavaina B/kavalactonas
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foi consideravelmente maior em two-day kava, comparada a noble kava. Desta
forma, flavokavaina B atualmente é considerada um marcador importante para
avaliacao da toxicidade dos extratos (KUCHTA; SCHMIDT; NAHRSTEDT, 2015;
LEBOT,; DO; LEGENDRE, 2014).

As kavalactonas sdo metabolizadas por enzimas do sistema do citocromo
P450 (CYP450), como CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4,
CYP4A9 e CYP4A9/11. Deste modo, 0 uso concomitante de substancias que
inibam estas enzimas pode induzir alteragdes na metabolizacdo, aumentando o
risco de totoxicidade (CORDEIRO et al., 2005 ; JUSTO E SILVA, 2008).

Estudos delineados por Lim e colaboradores (2007) avaliaram o efeito do
alcaloide pipermetistina, abundante nas partes aéreas de Piper methysticum G.
Forst. Foi observado a inducéo de toxicidade em células HepG2 em modelo in
vitro. Entretanto, com a experimentacdo animal, tanto pipermetistina quanto

kavalactonas néo levaram a hepatotoxicidade (LIM et al., 2007).

2.5 Métodos analiticos para quantificacdo de kavaina

Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) € uma das técnicas
analiticas de separacdo e quantificacdo mais utilizadas na atualidade. Seus
principios sédo baseados nas diferencas de interac&o entre o analito com as fases
moével e estacionaria. A CLAE permite 0 acoplamento com varias opc¢des de
detectores, utilizando diversos mecanismos de retengdo, e permitindo utilizar
diversas combinagcBes entre fase estacionaria e fase movel (CIOLA, 1998;
SNYDER, et al, 1997).

O detector de arranjo de diodos (DAD) apresenta fundamento baseado na
transicao eletrdnica dos elétrons excitaveis de determinado tipo de ligacdo, que
tentem a migrar do estado fundamental para o de maior energia. Dentre suas
caracteristicas, apresenta a possibilidade de analise simultanea em diferentes
comprimentos de onda em uma mesma corrida cromatografica, por estas
caracteristicas apresentam vantagens a outros detectores como o de
comprimento de onda fixo ou comprimento de onda variavel (NETO, 2004;
LABOT e LEVESQUE, 1989; SKOOG et al, 2006; SNYDER et al. 1997).
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Nas analises cromatograficas, sdo empregadas colunas de
comprimento variavel, preenchidas por silica ou alumina no caso de fase normal
e uma fase moével de carater apolar, como por exemplo hexano. No caso de
cromatografia de fase reversa, o grupamento silanol da silica ligado a uma fase
mais apolar como grupo octadesilsilano, e a fase mével é composta de solvente
polares como a agua, metanol, acetonitrila e isopropanol. Devido ao diametro
reduzido das particulas, € necessario um sistema de bombeamento que permita
que a fase movel percorra a coluna, realizando assim a separagdo. O
cromatégrafo é composto de bomba, injetor, coluna, detector e sistema de
analise de dados (CIOLA, 1998; SNYDER et al, 1997).

Trabalhos de Smith e colaboradores (1984) inicialmente utilizaram a
técnica de cromatografia gas-liquido para realizar a determinacdo dos
constituintes de kava-kava. Entretanto, tal metodologia levou a degradacéo de
alguns constituintes, como metisticina. A CLAE foi usada como método
alternativo, apresentado resultados satisfatorios em experimentos envolvendo

colunas de silica gel e fase reversa (SMITH et al., 1984).

Em trabalhos realizados pelos pesquisadores Labot e Levesquel (1989)
foram analisadas mais de 300 amostras da planta provenientes de ilhas tropicais
da Oceania. Os rizomas foram amostrados, pulverizados, extraidos com
cloroférmio e sua quantificacao foi realizada por CLAE. Foi possivel separar as
seis principais kavalactonas, yangonina, metisticina, kavaina,
desmetoxiyangonina, diidrokavaina e diidrometisticina (BARBOSA, 2013;
LABOT e LEVESQUE, 1989; NETO 2004).

Dentre o0s métodos desenvolvidos para caracterizacdo das
kavalactonas, a cromatografia em camada delgada e detectores
espectrofotométricos na regiao do UV-Vis sédo bastante utilizados. Trabalhos que
empregaram técnicas mais sofisticadas em seu desenvolvimento, como
cromatografia gasosa (CG), tiveram resultados de precisédo significativamente
melhores, entretanto o0s resultados mais promissores foram obtidos
empregando-se CLAE (BILIA et al., 2004).
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Nos trabalhos de Ferreira e colaboradores, foi desenvolvido um método
bioanalitico usando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM). O método foi validado de
acordo com guias das agéncias regulatorias internacionais. Em seguida, o
método foi usado para quantificacdo de kavaina no plasma de camundongos
previamente tratados com kavaina isolada ou extrato de kava-kava por via oral
(FERREIRA et al., 2020). O mesmo grupo de pesquisas também desenvolveu e
validou um método analitico por CLAE-DAD para quantificacdo simultanea das
seis principais kavalactonas em extratos secos de kava-kava (FERREIRA et al.,
2021).

2.6 Sistema de Classificacao Biofarmacéutica

O Sistema de Classificagao Biofarmacéutica (SCB) foi desenvolvido por
Amidon e colaboradores e permite estudar e agrupar farmacos baseado em suas
propriedades biofarmacéuticas. Neste sistema, sdo determinados parametros de
solubilidade e a permeabilidade intestinal dos farmacos, que influenciam
diretamente o processo de absor¢do (AMIDON et al., 1995; ARRUNATEGUI et
al., 2015).

Embora crescentes estudos e diversas alternativas de vias de
administragdo de medicamentos, a via oral ainda continua sendo a via
preferencial, tanto pelo seu baixo custo e comodidade, quanto pelo maior indice
de adesdo ao tratamento. Para garantia do efeito farmacoldgico, os farmacos
administrados por via oral necessitam apresentar caracteristicas fisico-quimicas
que permitam a adequada solubilidade em meio aquoso e a permeabilidade
frente as células intestinais, garantindo assim sua absorcédo efetiva. A néo
conformidade com estes preceitos fisico-quimicos podem levar a casos de
ineficacia medicamentosa, causada por uma baixa biodisponibilidade (SOUZA,
2007).

De acordo com o SCB, os farmacos podem ser classificados em classes
de I a IV, como pode ser observado na Tabela 1. Os farmacos pertencentes a
Classe | sdo caracterizados por apresentar alta permeabilidade intestinal e alta

solubilidade nas condicdes fisiologicas. Os farmacos presentes nesta classe
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apresentam uma boa absorcdo e consequentemente melhores valores de
biodisponibilidade oral (AMIDON et al., 1995).

Os farmacos Classe |l apresentam baixa solubilidade e alta
permeabilidade pelas membranas das células intestinais. Neste caso, a
dissolucéo do farmaco é o fator que mais influenciara o processo de absorcéo.
Dessa maneira, a baixa solubilidade pode ser influenciada por um baixo volume
de fluidos biolégicos disponiveis no TGI, ou por questdes cinéticas, quando a
dissolucdo do farmaco acontece muito lentamente, ultrapassando os sitios de
absorcdo (AMIDON et al., 1995; MANADAS et al., 2002)

A Classe Il apresenta farmacos com alta solubilidade e baixa
permeabilidade intestinal. Neste caso, o fator que mais influenciard na absorcéo
€ a permeabilidade. Por fim, os farmacos Classe IV demonstram baixa
permeabilidade e solubilidade, apresentam dificuldades de serem absorvidos por
via oral e consequentemente, apresentam uma disponibilidade oral reduzida
(AMIDON et al., 1995; MANADAS et al., 2002).

Tabela 1-Classificagao dos farmacos de acordo com o Sistema de Classificacao
Biofarmacéutica.

Classe biofarmacéutica Solubilidade Permeabilidade
Classe | Alta Alta
Classe I Baixa Alta
Classe I Alta Baixa
Classe IV Baixa Baixa

Multiplos fatores contribuem para a variabilidade da biodisponibilidade
de farmacos, sendo eles fisiol6gicos ou inerentes ao proprio farmaco ou
medicamento. Dentre as variaveis fisioldgicas, destacam-se peso e idade do
paciente, pH do trato gastrintestinal, integridade intestinal, colonizacdo por
microrganismos e influéncia enzimatica na metabolizacdo e degradacoes.

Dentre as caracteristicas relacionadas ao farmaco ou a formulagéo, pode-se citar
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a estabilidade da molécula, tipo e constituintes da formulacdo, tamanho da
particula e polimorfismo (BRASIL, 2011, FDA, 2017).

2.7 Estudos de Permeabilidade

Segundo o SCB, um farmaco é classificado como de alta permeabilidade
guando apresentar uma absor¢ao superior ou igual a 85% da dose administrada
(EMA, 2010; WHO, 2017).

Para avaliacdo dos parametros de absorcéo e biodisponibilidade por via
oral, os farmacos de interesse necessitam atravessar as membranas biologicas
do epitélio de revestimento intestinal. Os processos de absor¢do pelo TGI estdo
esquematizados na Figura 5 (CAO et al., 2006; CARDENAS et al., 2017;
LOBENBERG; AMIDON, 2000).

Segundo os trabalhos de Lobenberg e Amidon (2000), existem duas
principais vias de transporte de farmacos pelo epitélio gastrointestinal, a via
paracelular ou intercelular e a via transcelular (CAO et al., 2006; CARDENAS et
al., 2017; LOBENBERG; AMIDON, 2000).

Figura 5 - Processo de absorcéo de farmacos pelo trato gastrintestinal até se
encontrarem biodisponiveis na circulagéo sistémica.
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Na primeira via, os farmacos ndo penetram as membranas celulares. Eles
alcancam o sistema circulatério permeando os intersticios e ultrapassando as

juncdes oclusivas. Para farmacos com baixa massa molecular e muito
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hidrofilicos, esta € uma via importante para absor¢cdo (CAO et al., 2006;
CARDENAS et al., 2017; LOBENBERG; AMIDON, 2000).

A via transcelular pode ser subdividida em passiva e mediada por
carreadores. O transporte passivo esta relacionado a maior parte da absorcéo
de compostos de natureza lipofilica, que sdo moléculas que atravessam as
bicamadas lipidicas e posteriormente alcangcam a circulacdo sanguinea (CAO et
al., 2006; CARDENAS et al., 2017; LOBENBERG; AMIDON, 2000).

Durante o transporte mediado por carreadores, os farmacos atravessam
as membranas celulares com o auxilio de proteinas carreadoras, havendo, neste
caso, um gasto energético (CAO et al., 2006; CARDENAS et al., 2017;
LOBENBERG; AMIDON, 2000).

A endocitose de farmacos se apresenta também como uma via alternativa
de permeacdo, onde as moléculas de interesse interagem com receptores na
superficie da membrana que culminam na formacao vesicular, englobando e
absorvendo o farmaco, como observado na Figura 6 (CAO et al.,, 2006;
CARDENAS et al., 2017; LOBENBERG; AMIDON, 2000).

Figura 6 - Vias de absorc¢ao de farmacos através da membrana intestinal, por transporte
intercelular, transporte intracelular passivo, transporte mediados por carreadores e por
endocitose.
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Dentre as técnicas empregadas para estudos de permeabilidade
intestinal, o modelo in vitro utilizando células humanas da linhagem Caco-2 é
uma das mais utilizadas. Primeiramente por evitar o uso de modelos in vivo para
realizar experimentos, e por mimetizar com eficacia as condigfes anatdbmicas e
fisioldgicas das células do intestino humano (BALIMANE; CHONG; MORRISON,
2000; VAN BREEMEN; LI, 2005).

As células tipo Caco-2 séo linhagem provenientes de adenocarcinoma de
colon humano, utilizadas inicialmente nos estudos de terapias antineoplasicas.
Contudo, seu principal uso tem se alterado nos ultimos anos, apds apresentar
caracteristicas que permitem o estudo das propriedades de permeabilidade de
farmacos (BALIMANE; CHONG; MORRISON, 2000; VAN BREEMEN; LI, 2005).

As linhagens de células Caco-2, quando cultivadas em condi¢des de
crescimento adequadas (temperatura, umidade, atmosfera e superficie para
desenvolvimento), possuem a capacidade de se diferenciar em células que
mimetizam as células de intestino delgado humano (enterdcitos). Apresentam
diferenciacbes como monocamadas cilindricas, justaposicdo de células,
microvilosidades na extremidade apical, expressdo de proteinas
transportadoras, enzimas e bombas de efluxo (BALIMANE; CHONG;
MORRISON, 2000; VAN BREEMEN; LI, 2005).

Nos trabalhos envolvendo células Caco-2, devem ser observadas
algumas etapas criticas, como o prolongado tempo para formacdo da
monocamada e diferenciacdo celular. E necessario um periodo de
aproximadamente 21 dias, até que as células estejam aptas para o experimento
(VAN BREEMEN; LI, 2005).

As monocamadas sao cultivadas em suportes constituidos de membranas
semipermeaveis, depositadas em placas de cultura com multiplos pogos (Figura
7). A adicao de meio nutriente € realizada na porcéo superior, ou compartimento
apical, e no compartimento basolateral, favorecendo um fluxo continuo de
nutrientes e promovendo o crescimento e diferenciacao celular (BALIMANE et
al., 2000; VAN BREEMEN; LI, 2005).

O estudo de permeabilidade envolvendo as células tipo Caco-2 necessita

da integridade da monocamada celular, que pode ser avaliada por meio da
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medida da resisténcia elétrica transepitelial (RET). Para avaliacdo da
permeabilidade de farmacos, faz-se a adicédo de solucéo contendo o farmaco em
meio compativel com as condicbes de cultivo, podendo ser testado nos
compartimentos apical ou basolateral e determina-se o0os mecanismos de
transporte celular (transporte passivo ou efluxo) (YEE, 1997; (VAN BREEMEN,;
LI, 2005).
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Figura 7- (A) Esquema do cultivo celular placas transwell. (B) Placas
transwell de 6 pogcos com a presenca de células tipo caco-2 em meio de
cultura.
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Fonte: CASTILLO, 2006.

Para avaliacdo da permeabilidade celular, é calculado o coeficiente de
permeabilidade aparente (Papp), conforme apresentado na Equacgéo 1, onde as
variaveis VR, A, Co e dC/dt representam, respectivamente, o volume do
compartimento receptor em cm?; area do suporte permeavel de cultivo celular;

concentracéo inicial adicionada no compartimento doador; e o diferencial da
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concentracdo em relagdo ao tempo do experimento ( YEE, 1997; VAN
BREEMEN; LI, 2005).

Equacéao 1 - Célculo da Papp.

b VR dC
PP = Caxcoy * dr (1)

Contudo, o cultivo de células Caco-2 apresenta etapas criticas, que
podem vir a inviabilizar seu uso. Dentre elas pode-se citar (BALIMANE; CHONG,;
MORRISON, 2000; VAN BREEMEN; LI, 2005):

1) A necessidade do uso de cossolventes para estudos envolvendo
farmacos baixa solubilidade em meios aquosos.

2) A reduzida permeabilidade de compostos hidrofilicos com baixo peso
molecular.

3) A reduzida expressdo de proteinas transportadoras, que criam um
contraponto entre farmacos que sao muito absorvidos em sistema in vivo,
entretanto ndo apresentam o mesmo éxito em modelos in vitro.

4) O elevado tempo para a cultivo e diferenciacdo das linhagens
(aproximadamente 21 dias).

5) Custo de manutencéo significativo e necessidade de adaptacdo do

ambiente laboratorial, para minimizar contaminagoes.

Todavia, mesmo com as limitagBes supracitadas, o0 modelo ainda é
considerado um 6timo método de correlacdo das propriedades in vivo e in vitro
e é amplamente utilizado para trabalhos envolvendo parametros do SCB
(BREEMEN; LI, 2005; FDA 2017).

2.8 Ensaio para determinacdo daviabilidade das células Caco-2 pelo ensaio
do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazoli)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT)

Em estudos in vitro envolvendo compostos inéditos ou com caréncia de
estudos na literatura, a toxicidade perante os modelos celulares se apresenta
como uma etapa critica nos estudos de permeabilidade. (HANSEN; NIELSEN;
BERG, 1989).
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Dentre as muitas técnicas que permitem avaliar o metabolismo e
conseqguentemente a viabilidade do estudo em curto prazo, destaca-se 0 ensaio
colorimétrico de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5 difeniltetrazolio),
um sal tetrazélico. O ensaio é caracterizado pela conversdo mitocondrial do sal
MTT, reagente de coloracdo amarela, em formazan, produto de coloragao
parpura, e a mensuracdo desta conversdo pode ser realizada através de
espectrofotometria. A reacdo quimica do ensaio estad esquematizada na Figura

8 (HANSEN; NIELSEN; BERG, 1989).

Figura 8 - Esquema da reac¢ao de reducdo do composto MTT (amarelo) em formazan
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2.9 Estudos de Solubilidade

A solubilidade dos farmacos é um fator critico para o processo de
liberacdo dos farmacos, e consequentemente sua abosr¢cdo (PANCHAGNULA;
THOMAS, 2000). Segundo o SCB, um farmaco é classificado como altamente
soltvel quando a sua maior dose terapéutica for completamente solavel em meio
aquoso de volume menor ou igual a 250 mL, nas condi¢des de pH entre 1,2 e
6,8 e temperatura de 37 £ 1 °C (ICH, 2018).

A solubilidade em equilibrio pode ser mensurada quando uma substancia
no estado solido se encontra em equilibrio dindmico com a substancia em
solucdo. Essa mensuracdo dever ser realizada pela quantificacdo da
concentragdo da substancia em uma solugédo saturada, considerando fatores
como tempo e temperatura (FARMACOPEIA, 2019; USP, 2017).
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O método mais indicado segundo as Farmacopeias Brasileira e
Americana para avaliacdo da solubilidade em equilibrio € a agitacdo em orbital
em frascos, em velocidades entre 50 e 150 rpm. Devem ser utilizados meios
tamponados em pH fisiolégico e temperatura semelhante as condi¢cdes do
organismo humano, e deve-se adicionar um excesso de farmaco para se obter
uma solucéo saturada (FARMACOPEIA, 2019; USP, 2017).

A Farmacopeia Brasileira 62 edicdo determina que para os testes de
solubilidade em equilibrio devem ser utilizados fluido géastrico simulado pH
solucédo tampéo acetato 0,05 M pH 4,5 e solucdo tampéao fosfato de pH 6,8 ou
1,5 fluido intestinal simulado sem enzimas pH 6,8 (FARMACOPEIA, 2019). E
possivel encontrar na literatura trabalhos que utilizam outras condi¢ées, inclusive
em pH 7,5, que representaria a por¢do distal do ileo (EMAMI, 2006;
YAZDANIAN, 2004; YU et al., 2002).

Considerando os efeitos do pH e a particdo das moléculas, é esperado
que farmacos classificados como acidos fracos e bases fracas sejam melhores
absorvidos no estbmago e intestino respectivamente, visto que se encontraram
na forma nao-ionizada (PANCHAGNULA; THOMAS, 2000). Por sua vez, em
estudos de biodisponibilidade in vivo, podem ser avaliadas outras variaveis
referentes ao SCB. A é&rea superficial dos orgdos que integram o TGl sdo
extremamentes criticas para a biodiponibilidade oral. Mesmo em um ambiente
onde a propor¢cdo entre moléculas protonadas e nao-protonadas ¢é
desfavorecidas, o intestino delgado é responsavel pelo maior parte da
permeacdo dos xenobioticos. Este evento € favorecido pela grande éarea
superficial do orgdo (CAO et al., 2006; DAHAN et al., 2010; LOBENBERG;
AMIDON, 2000; PANCHAGNULA; THOMAS, 2000).

Outra variavel que pode influenciar em uma maior absorcdo é o tempo
de residéncia dos farmacos no orgdo. Mesmo em um ambiente fisiolégico onde
a absorcao é favorecida no estbmago, o transito no orgao acontece de maneira
ligeira, necessitando ser completada no orgdo adjacente (CAO et al., 2006;
DAHAN et al., 2010; LOBENBERG; AMIDON, 2000; PANCHAGNULA;
THOMAS, 2000).
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OBJETIVOS

Avaliar as caracteristicas biofarmacéuticas de kavaina isolada e em

extratos secos de kava-kava, por meio de estudos de permeabilidade intestinal

em células Caco-2 e de estudos de solubilidade em equilibrio.

3.1

Objetivos especificos

Desenvolver e validar método por CLAE-DAD para quantificacdo de
kavaina em tampé&o Hanks, utilizado em estudos de permeabilidade in
vitro.

Desenvolver e validar método analitico por CLAE-DAD para quantificacao
de kavaina em meios tamponados, utilizados em estudos de solubilidade
em equilibrio.

Avaliar a citotoxicidade do composto perante o modelo células Caco-2.
Realizar o estudo de permeabilidade intestinal in vitro de kavaina isolada
e em extratos secos de kava-kava, utilizando modelo de células Caco-2.
Realizar o estudo de permeabilidade intestinal in vitro de kavaina isolada
e em extratos secos de kava-kava, utilizando modelo de células Caco-2
com verapamil para avaliar possivel transporte de efluxo.

Realizar o estudo de solubilidade em equilibrio de kavaina isolada e em
extrato seco de kava-kava, utilizando o método de agitacdo orbital em

frascos.
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MATERIAIS E METODOS.

4.1 Materiais

4.1.1Substancias Quimicas de Referencia (SQR) e amostra

D,L-Kavaina substancia quimica de referéncia (Sigma-Aldrich — Suica),
pureza 100%, lote BCBG5132V; validade maio/2023.

Cloridrato de Verapamil substancia quimica de referéncia (Ariston Ltda-
Brasil), pureza 100%, lote 5216; validade dezembro/2022.

Extratos secos de kava-kava comerciais contendo 10% de kavaina (Genix

Indastria farmacéutica Ltda.- Brasil), validade mar¢o/2022.

4.1.2 Reagentes e solventes

Acetonitrila grau cromatografico;

agua ultrapura;

alcool etilico 70% vlv;

dimetilsulféxido P.A.

fluido gastrico simulado sem enzimas pH 1,2;

fluido intestinal simulado sem enzimas pH 6,8;

isopropanol grau cromatografico;

metanol grau cromatografico;

tampdao acetato 0,05 M pH 4,5;

tampéo HBSS Hanks;

meio Dulbecco MEM (DMEM), GIBCO;

solucéo de aminoéacidos néo essenciais, SIGMA ALDRICH;
solugéo de glutamina 200 mM, SIGMA ALDRICH;

soro fetal bovino, GIBCO,;

solugéo tampéao Hanks (HBSS) 1X, GIBCO;

solucgéo de tripsina 0,25% e EDTA 1 mM, GIBCO.
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4.1.3 Coluna cromatografica

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

4.1.4 Acessorios e vidrarias

e BalBes volumétricos 5, 10, 25, 50, 100,1000 e 2000 mL;

e bastbes de vidro;

e béqueres;

e erlenmeyer de 250 mL;

e frascos de vidro para solucdes;

e kit para filtracdo de solu¢bes a vacuo;

¢ membrana de celulose regenerada para filtracdo com 47 mm de diametro
e poros de 0,45 um, SARTORIUS;

o filtros de seringa de celulose regenerada (CR) de 25 mm de diametro e
poros de 0,45 ym Chromafil® Xtra, MACHEREY-NAGEL;

e pipetas graduadas;

e pipetas volumétricas;

e ponteiras de 200 e 1000 pL para uso em micropipetas;

e provetas;

e tubos de fundo conico tipo Falcon de 15 e 50 mL.

4.1.5 Equipamentos

e Agitador tipo vortex MS1, IKA;

e balanca analitica com precisao de 0,01 mg BP211D, SARTORIUS;
e banho aquecedor EM4B, IKA

e banho de ultrassom 1400, UNIQUE;

e bomba de vacuo KNF N842, LABOPORT;

e capela de fluxo laminar VLFS-12M, VECO;
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e Cromatografo a liquido de alta eficiéncia equipado com desgaseificador,
bomba quaternaria, forno de colunas, injetor automético, detector de
arranjo de diodos (DAD), software Class-VP Ver.6.1 (LC-10ADvp,
Shimadzu);

e estufa TR 60, NABERTHERM,;

o freezer vertical -70 °C (UTL-2186, Revco);

e garrafas de cultivo celular 25 e 75 cm?;
e incubadora com plataforma de agitacéo orbital KS 4000i control, IKA;
e Kkits esterilizantes de meios de cultura;

e micropipeta 20 a 200 yL FINNPIPETTE®F3, Thermo SCIENTIFIC;
e micropipeta 100 a 1000 uL FINNPIPETTE®F3, Thermo SCIENTIFIC;

e microscopio Invertido, OLIMPUX CXX41;

e microscopio SM-LUX, LEITZ;

e minivoltimetro Milicell ERS®, Milipore;

e pipetas descartaveis estéreis 5 e 10 mL;

e placas Transwell® Corning de 12 poc¢os de 12 mm de diametro, com
inserts de policarbonato de porosidade 0,4 um;

e ponteiras e pipeta de Pasteur estéreis.

e purificador de agua (Milli-Q-Plus, Millipore, Bedford, MA, USA);

o refrigerador 240, CONSUL,;

e sistema de purificacdo de agua Direct-Q, MILLIPORE.

4.2 METODOS

4.2.1 Desenvolvimento de método bioanalitico por CLAE-DAD para

quantificacdo de kavaina em matriz proveniente de cultivo celular

O método bioanalitico foi desenvolvido no Laboratério de Controle de
Qualidade da Faculdade de Farmacia da UFMG para andlise de kavaina isolada
e na presenca dos demais componentes do extrato seco de Piper methysticum
G. Forst em matriz biolégica proveniente de cultivo celular (tamp&do HBSS).
Inicialmente, foi realizada a adaptacdo do método previamente desenvolvido por
Ferreira e colaboradores (2020).
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A otimizacdo do método foi realizada utilizando-se solu¢bes padrédo de
kavaina e solu¢bes amostra de extratos secos de Piper methysticum G. Forst

doados por farmacias magistrais do municipio de Belo Horizonte - MG.

Para otimizar a solubilizacdo da kavaina, foi preparada inicialmente uma
solucdo padréo estoque a 0,1 mg. mL*e uma solucdo amostra contendo 2,0 mg.
mL do extrato de kava-kava (valor correspondente a mesma concentracdo de

kavaina).

Solucéo estoque padrdo de kavaina (SP_0,1 mg. mL?): pesou-se com

exatiddo 1 mg de kavaina SQR, dissolveu-se em dimetilsulféxido (DMSO) e
transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 10 mL. Submeteu-se
a banho ultrassénico por 15 minutos e ajustou-se o volume com 0 mesmo
solvente. Homogeneizou-se e a solucao foi filtrada com auxilio de dispositivos

filtrantes de celulose regenerada de tamanho de poro de 0,45 um.

Solucdo estoque de extrato de Piper methysticum G. Forst (SE, 2,0 mg.

mL?Y): pesou-se com exatiddo cerca de 20 mg do extrato seco de Piper
methysticum G. Forst, dissolveu-se em dimetilsulféxido (DMSOQO) e transferiu-se
guantitativamente para baldo volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com
0 mesmo solvente. Homogeneizou-se e a solucao foi filtrada com auxilio de

dispositivos filtrantes de celulose regenerada de tamanho de poro de 0,45 um.

Para determinar as melhores condi¢des de analise cromatografica, foram
testados diferentes volumes de injecdo (10 a 20 uL), solventes da amostra e
comprimentos de onda de detec¢do. As demais condi¢cdes cromatograficas

utilizadas foram descritas em tabela 2.

Com o intuito de avaliar a adequabilidade das condi¢bes cromatogréficas,
foram avaliados os paramentos de resolucédo (R), fator de retencéo (k), fator de
cauda (T) e a pureza do pico referente ao analito.
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Tabela 2 - Condi¢gGes cromatograficas utilizadas para determinacdo de kavaina por
CLAE-DAD em tampé&o HBSS para desenvolvimento de método bioanalitico estudo de
permeabilidade.

Parametros Condicbes
Modo de injecao Automatico
Fase movel Agua: Metanol: Acetonitrila: Isopropanol (66:07:09:18).
Modo de eluicédo Isocratico
Fluxo da fase mavel 1 mL.min?
Coluna C18 150 x 4,6 mm; 5 um (Agela Technologies®)
Temperatura da coluna 40°C
Tempo de corrida 10 min.

4.2.2 Validacdo do método bioanalitico por CLAE-DAD para quantificacao

de kavaina em matriz proveniente de cultivo celular

O método bioanalitico para quantificacdo de kavaina por CLAE-DAD em
matriz proveniente de cultivo celular foi validado de acordo com os parametros e
especificacdes recomendados pela RDC n° 27, de 17 de maio de 2012 da
ANVISA (BRASIL, 2012) e pelo Guidance for Industry - Bioanalytical Method
Validation preconizado pelo Food and Drug Administration (FDA, 2018). Foram
avaliados os parametros seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de
quantificacdo, robustez e estabilidade.

4.2.3.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada injetando-se uma solucdo branco, contendo
apenas a solucao tampéo HBSS, e uma solugcdo amostra de extrato de Piper
methysticum G. Forst, nas mesmas condi¢des da analise do padréo de kavaina,
a fim de se demonstrar a inexisténcia de picos interferentes no tempo de

retencdo do analito.

A seletividade também foi avaliada pela determinacgéo da pureza espectral
do pico de kavaina, obtida com auxilio do detector DAD, no intervalo 200 nm a
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400 nm. Considerou-se uma pureza minima de 99,0% como valor aceitavel,

demonstrando-se que o pico cromatografico é atribuido a um s6 componente.

4.2.3.2 Carry over

A presenca de efeito carry over nas corridas cromatograficas foi avaliada
com injecdes alternadas de solu¢des branco, solucdes contendo concentracéo
referente a 4000 ng. mL* de kavaina isolada, e solugéo de extrato seco de kava-
kava, contendo a mesma concentracao do analito (Tabela 3). A solugéao branco
foi constituida de tampao HBSS.

Tabela 3-Sequéncia de injec8es para avaliagdo do carry over do método analitico por
CLAE-DAD desenvolvido.

Sequéncia . _
L Solugdes analisadas
de injecéo
1 Solugéo branco (tampéao HBSS)
2 Solucao padrao de kavaina 4000 ng.mL?
3 Solugéo branco (tampao HBSS)
4 Solugéo do extrato seco de kava-kava equivalente a 4000 ng.mL-
1 de kavaina.
5 Solugéo branco (tampéo HBSS)

4.2.3.3. Linearidade

A linearidade foi verificada por meio da construcdo de trés curvas
analiticas, utilizando-se kavaina SQR em nove niveis de concentracdo (tabela
4). Prepararam-se solugfes estoque e de trabalho de kavaina em metanol, além

de solugéao padrao em tampéao HBSS, conforme descrito a seguir.

Solucéo padrdo estoque de kavaina (SP, 0,1 mg.mL™?): Foi pesado com

exatiddo 1 mg de kavaina SQR, dissolveu em dimetilsulféxido (DMSO) e
transferiu quantitativamente para baldo volumétrico de 10 mL. Completou o

volume com o mesmo solvente, seguido de homogeneizacdo. A solucao foi
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filtrada com auxilio de dispositivos filtrantes de celulose regenerada de tamanho

de poro de 0,45 um.

Da solucéo supracitada, retiraram-se aliquotas e transferiu-se para balbes
volumétricos de 10 mL, ajustando o volume das solugBes de trabalho (ST) com
tampao HBSS, conforme Tabela 4. As soluc¢des foram filtradas, transferidas para

vials e injetadas no cromatégrafo.

A faixa linear avaliada para kavaina foi de 12,5% a 200% da concentragcéo
de trabalho (2000 ng. mL) que corresponde a faixa de concentracdo de 250
ng/mL a 4000 ng/mL. A curva analitica foi construida com os valores de area dos
picos de kavaina em cada nivel de concentracdo. A equacao da reta e os dados
estatisticos foram obtidos a partir da regressao linear pelo método dos minimos
quadrados, utilizando-se o software Action Stat®. Foram realizadas as seguintes
andlises estatisticas com o0s respectivos testes: significAncia do coeficiente
angular (teste F da ANOVA); significancia do intercepto ou coeficiente linear
(teste t de Student); normalidade dos residuos (Ryan-Joiner) e

homoscedasticidade dos residuos (Teste de Cochran).
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Tabela 4 - DiluicGes para construcado da curva analitica de kavaina em tampé&o HBSS por
CLAE-DAD, a partir de solugéo estoque (SE) a 0,1 mg. mL-1 para o método bioanalitico
por CLAE-DAD para estudo de permeabilidade.

Volume
Nivel de . Volume final Concentracéo Concentracéo
pipetado da SE
concentracao ST (mL) (ng.mL-1) (%)
(L)
1 25 10,0 250 12,5
2 50 10,0 500 25,0
3 100 10,0 1000 50,0
4 150 10,0 1500 150,0
5 200 10,0 2000 100,0
6 250 10,0 2500 125,0
7 300 10,0 3000 150,0
8 350 10,0 3500 175,0
9 400 10,0 4000 200,0

4.2.3.4 Limite de quantificacao

Para determinacao do limite inferior de quantificacao (LIQ), foi avaliada a
razdo sinal/ruido, que deve ser superior a 10, em injecdes de solu¢des diluidas
de kavaina. Além disso, os parametros precisdo e exatiddo do LIQ encontrado

foram determinados.

4.2.3.5 Precisao

A avaliagao da precisao intracorrida (repetitividade) foi realizada por meio
de célculo do desvio padrao relativo (DPR), partindo de solugbes contendo
kavaina SQR em cinco niveis de concentracdo, preparadas de forma

independente.

Da solucéo padréo estoque de kavaina (SE) a 0,1 mg. mL™%, retiraram-se

aliquotas e transferiu-se para baldes volumétricos de 10 mL, ajustando o volume
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das solucdes de trabalho (ST) com tampéao HBSS, conforme Tabela 5. Filtrou-

se, transferiu-se cada solucao para vial e injetou-se 20 uL no cromatégrafo.

Tabela 5 - Preparo das soluc@es de kavaina em tampao HBSS para avaliacdo da preciséo
do método bioanalitico por CLAE-DAD para estudo de permeabilidade.

Volume )

Nivel de ) Volume final Concentracéao Concentracéao

pipetado da
concentracao ST (mL) (ng.mL1) (%)
SE (uL)
1(LIQ) 25 10,0 250 12,5

2 (CQB) 75 10,0 750 37,5

3 (CQM) 160 10,0 1600 80,0

4 (CQA) 320 10,0 3200 160,0

5 (CQD) 500 10,0 5000 250,0

Os teores de kavaina nas amostras foram calculados a partir das areas
dos picos obtidos e com os dados da curva analitica construida conforme o

parametro da linearidade.

A precisao intracorrida (repetitividade) foi avaliada no mesmo dia (n = 5).
A preciséo intercorridas foi avaliada pelo mesmo procedimento, em trés dias

consecutivos (n = 15).

Recomenda-se que o valor de DPR seja inferior a 20% para o LIQ e
inferior a 15% para os demais niveis de concentracdo estudados (BRASIL,
2012). O desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV%), foi
utilizado para expressar a precisdo do método, sendo calculado com base nos

valores obtidos, conforme a Equacéo (2).
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Equacéo 2 - Desvio Padréao Relativo

DPR(%) = x 100 2

CMD

Em que:
DP = Desvio padréo.

CMD = Concentracdo meédia determinada.

4.2.3.5 Exatidao

A avaliacdo da exatidao foi realizada pelo calculo do erro padréo relativo
(EPR), partindo de solu¢des contendo kavaina SQR em cinco niveis de
concentracdo, preparadas de forma independente. As solucdes foram
preparadas de maneira idéntica ao experimento de precisdo, nas mesmas
concentracoes (LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD). Foram aceitos valores dentro da
faixa de £ 15% do valor nominal, exceto para o LIQ, para o qual a variacédo
permitida foi de = 20%.

A exatidao intracorrida foi avaliada pelo erro padrdo em uma mesma
corrida, contendo as cinco concentracfes supracitadas. A exatidao intercorridas
foi avaliada em trés corridas injetadas em dias distintos. O erro padrao relativo
(EPR) foi utilizado para expressar a exatiddo do método, sendo calculado com
base em todos os valores obtidos, conforme a Equagéo (3).

Equacédo 3 - Erro Padrédo Relativo

EPR(%) = —“ME 100 (3)
%) =—F—x
Em que:

CME = Concentracdo média experimental.

CT = Concentracdao teorica.
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4.2.3.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio da avaliagdo da resposta do
analito com alteracdes nas condigbes nas quais o método foi inicialmente
desenvolvido. As amostras do CQM do estudo de precisdo foram utilizadas para
avaliacdo da robustez. Os parametros avaliados foram temperatura do forno,

comprimento de onda e fluxo da fase mével, conforme Tabela 6.

Tabela 6 - Parametros e variagc@es para avaliacdo da robustez do método bioanalitico
cromatogréfico para quantificacdo de kavaina por CLAE-DAD para estudo de
permeabilidade.

Parametro Variacéo inferior Nominal Variacéo superior
Temperatura (°C) 38.0 40.0 42.0
Comprimento de onda (nm) 240 245 250
Fluxo (mL.min1) 0,8 1,0 1,2

ApoOs as analises, os dados foram tratados e avaliados com o auxilio de
analise de variancia (ANOVA), a fim de avaliar se as alterac6es dos parametros

cromatograficos levaram a variacdes significativas na resposta do método.

4.2.3.7 Estabilidade de kavaina em solucao

Prepararam-se trés solugbes de kavaina SQR na concentracdo CQB e trés
solugbes na concentracdo CQA, preparados de acordo com o item 4.2.3.5
Precisdo. Cada solucao foi dividida em duas aliquotas. A primeira aliquota foi
mantida em temperatura ambiente e a segunda em ambiente refrigerado (11 °C).
Aliguotas das solugdes foram retiradas analisadas nos tempos: 0, 3, 6, 24 horas

e 7 dias para determinacao da concentracao de kavaina.

4.2.4 Cultivo da linhagem de células Caco-2

Os estudos de permeabilidade celular iniciaram-se com subcultivo de

linhagens de células tipo Caco-2 provenientes do Instituto Adolfo Lutz (Séo
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Paulo, SP, Brasil). Para o inicio do cultivo celular, as células foram rapidamente
descongeladas com auxilio de banho-maria a 37°C + 1, e posteriormente

transferidas para garrafas de cultivo.

O cultivo celular em garrafas foi realizado em meio DMEM com alta
concentracdo de glicose (4,5 g/L), com suplementacdo de 10% de soro fetal
bovino, 1% de solugdo de aminoacidos ndo essenciais e 1% de solugdo de
glutamina 200 mM em incubadoras a 37°C = 1, e atmosfera de 5% de CO:2 e

90% de umidade relativa. Foi realizada troca do meio de cultivo a cada 48 horas.

O subcultivo das células foi feito quando a confluéncia atingiu
aproximadamente 90%. Para tal, usou-se solugéo de tripsina (0,25%) com EDTA
(1 mM) para lavagens (1,5 mL) da monocamada celular formada na parede da
garrafa e posteriormente descolamento (0,5 mL) das células aderidas,
mantendo-se a garrafa com a solugéo por 2 min em incubadora a 37°C. Foi
adicionada uma aliquota de 3,5 mL de meio DMEM, proporcionando uma
passagem celular 4:1. Transferiu-se 1 mL da suspensado celular obtida para
garrafa nova contendo 13 mL de meio DMEM suplementado e seguiu-se o cultivo

nas condicdes citadas.

As garrafas foram observadas diariamente, sendo realizado o subcultivo
quando a cultura atingia um minimo de 60 cm? equivalente a 80% da éarea
disponivel para crescimento celular, o que ocorria geralmente em um intervalo
de 4 a 5 dias. O meio de cultivo foi aspirado e descartado, as células que estavam
aderidas a parede da garrada foram isoladas com de 0,5 mL de solucédo de
tripsina (0,25 %) e EDTA (1 mM) e incubadas a 37 °C por 2 minutos.
Posteriormente as células foram ressuspendidas em meio DMEM e divididas na

proporcao 1:4 em novas garrafas contendo 13 mL do meio DMEM.

4.2.1 Ensaio de determinacéo da viabilidade celular

As células Caco-2 foram cultivadas na densidade de 3 x 10% células/pocgo
em microplacas com 96 pocos, incubadas por 24 h a 37 °C, em atmosfera
contendo 5% de CO2e 90% de umidade.
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Apbs periodo de incubacdo, as placas foram inclinadas em angulo de
aproximadamente 30° e os meios foram cuidadosamente aspirados, evitando o
contato da pipeta com o tapete celular. Foram adicionados 100 pL em
sextuplicata das solugdes contendo kavaina nas concentrages de 10 pg. mL?,
20 pg. mLt e 40 pg. pg.mL?, e extrato de kava-kava contendo as mesmas
concentracfes de kavaina, solubilizados em meio DMEM sem fenol, também,
em sextuplicatas, foram preparados: o controle positivo (solucdo DMEM:DMSO

1:1) e o controle negativo (apenas DMEM).

A placas foram incubadas por 24 h e 4 h, nas mesmas condi¢des
supracitadas. Ap6s tempo de incubacao, as solucdes foram retiradas utilizando
0s mesmos cuidados, e adicionaram-se 30 pL da solucdo de MTT 5 mg. mL*
diluida em DMEM sem fenol, e novamente incubadas nas mesmas condicfes
por 2 h. ApGs incubacao, adicionaram-se 70 uL de solucao de solubilizacdo (HCI
0,1 M em isopropanol anidro). A placa foi deixada em estufa com agitag&o orbital
a 100 rpm por 15 minutos para favorecer a solubilizacdo dos cristais de
formazan. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro nos comprimentos de
onda de 570 e 690 nm. Os resultados foram expressos em % de viabilidade

celular em relagéo ao controle negativo.

4.2.5 Estudo de permeabilidade de kavaina isolada e em extrato seco de
Piper methysticum G Forst.

Para realizar o estudo de permeabilidade celular, foi transferida uma
aliquota contendo a densidade de aproximadamente 5 x 10* cel/cm?, em fase lag
de crescimento, para placas Transwell® compostas de doze pogos com suporte

de policarbonato com porosidade de 0,4 pm e area 1,12 cm?.

O cultivo celular nas placas foi realizado com 0,5 mL de meio DMEM na
porcao apical da membrana celular formada e 1,5 mL do mesmo meio na por¢ao
basolateral. A cada 48 h os meios foram substituidos nas duas superficies, até
completar 21 dias de cultivo celular nas placas.

Durante os 21 dias de cultivo celular em placas Transwell®, ocorre
diferenciacdo das células levando a formagdo de uma monocamada celular,

mimetizando o epitélio do intestino delgado
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As membranas das células em cultivo em placas Transwell® usadas no
experimento de permeabilidade foram monitoradas quanto a integridade,
observando-se a resistividade elétrica em minivoltimetro Milicell ERS® (marca
Millipore). Os valores medidos acima de 200 Q x cm? indicam integridade da
membrana celular e, portanto, viabilidade para realizacdo do estudo de
permeabilidade (STORPIRTIS et. al., 2009).

O estudo de permeabilidade foi realizado usando-se pogos cuja
membrana foi considerada integra a partir da medicao da resisténcia elétrica
transepitelial. Todo o meio DMEM foi retirado do compartimento apical e
basolateral. Foi adicionado 1,5 mL de tampéo HBSS na porcéo basolateral e 0,5
mL de solu¢do contendo os farmacos em tampéo HBSS na porcao apical.

As solucbes contendo kavaina (SK) e o extrato seco de Piper methysticum G.
Forst (SEPM) foram preparadas em tampdo HBSS na concentracdo de 20
ug.mL? de kavaina e 200 pg.mL? do extrato (equivalente a 20 pg.mL?* de
kavaina). Para quantificacdo dos farmacos durante o estudo, preparou-se curva

analitica na faixa de 250 a 4000 ng. mL™* de kavaina.

Solucéo de trabalho kavaina (STK, 20 ug.mL™Y): pesaram-se com exatidéo

2,0 mg de kavaina SQR e transferiu-se para microtubo tipo eppendorff®.
Adicionou-se 1 mL de solu¢cdo de DMSO e agitou-se até completa solubilizacao.
Uma aliquota de 500 uL foi transferida para bal&o volumétrico de 50 mL, ajustou-
se o volume com tampé&o HBSS, obtendo-se a concentragao final de 20 pg. mL-

1de kavaina em meio contendo 0,5% de DMSO.

Solucao de trabalho do extrato de Piper methysticum G Forst. (STEPM,

referente a 20 pg.mL ! de kavaina): pesou com exatiddo 20 mg do extrato seco

(equivalente a 2,0 mg de kavaina), e transferiu-se para microtubos tipo
eppendorff®. Adicionou-se 1 mL de solucdo de DMSO e agitou-se até completa
solubilizagéo. Uma aliquota de 500 pL foi transferida para baldo volumétrico de
50 mL, ajustou-se o volume com tampé&o HBSS, obtendo-se a concentragao final
de extrato de kava-kava a 20 pg.mL* de kavaina, em meio contendo 0,5% de
DMSO.

Solucédo de trabalho de verapamil (STV_ 20 pg.mL1): pesou-se com

exatiddo 20 mg de verapamil, transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL,
adicionou-se 1mL de etanol, agitou-se até completa solubilizacéo e ajustou-se o
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volume com tampéo HBSS. Uma aliquota de 500 uL foi transferida para baldo

de 50 mL e ajustou-se o volume com HBSS.

Inicialmente, as solu¢cdes STK e STEPM foram adicionadas na por¢cao
apical dos pocos. Realizou a quantificacdo de kavaina nas solucfes adicionadas,
por meio da injecdo das amostras em sistema CLAE-DAD, usando o método
desenvolvido e validado. As placas permaneceram durante o estudo em
incubadora com agitag&o orbital a 50 rpm e 37 °C.

Foram coletados 200 pL de solugdo do compartimento basolateral nos
tempos 0, 30, 60, 120 e 180 minutos apds o inicio do estudo. As amostras
coletadas foram imediatamente analisadas por CLAE-DAD. Foi realizada a

reposicao de tampao retirado, adicionando-se 200 pL de tampéo HBSS.

Para verificar o possivel mecanismo de efluxo celular de kavaina, utilizou-
se verapamil, um inibidor da glicoproteina-P. As solucdes de kavaina e extrato
seco foram preparados substituindo-se o tampdo HBSS pela solucdo de
verapamil. Neste experimento, os pocos foram preenchidos com solucdo STK
apenas, como 0s mesmos volumes da solugdo tampéo HBSS supracitados, e
deixou-se em repouso por 20 minutos. Posteriormente, aspirou-se a solugéo e
prosseguiu-se com o0s protocolos dos estudos de permeabilidade utilizando as
solucBes de kavaina e extrato de kava-kava em meios contendo a presenca do

verapamil.

As concentracfes das amostras foram calculadas a partir da equacéo da
curva analitica e plotadas em uma curva de concentracdo versus tempo. A
avaliacdo da permeabilidade de kavaina isolada em extrato seco de Piper
methysticum G. Forst foi realizada por meio dos valores calculados de

permeabilidade aparente (Papp) em cm.s™.

4.2.6 Validacdo de método analitico por CLAE-DAD para quantificagdo de
kavaina em meios tamponados para estudo de solubilidade em
equilibrio
O método analitico para quantificacéo de kavaina por CLAE-DAD aplicado

em estudos de solubilidade em equilibrio foi validado de acordo com os

parametros e especificacdes recomendados pela RDC n° 166, de 24 de julho de

2017 (BRASIL, 2017) e da Instrucdo Normativa n° 4, de 18 de junho de 2014
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(BRASIL, 2014) da ANVISA. Foram observadas também orientacdes presentes
em guias internacionais como o International Conference on Harmonization
(ICH): Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology — Q2R1 (ICH,
1996) e AOAC: Guidelines for Single Laboratory Validation of Chemical Methods
for Dietary Supplements and Botanicals (AOAC, 2003).

Foram avaliados os parametros seletividade, linearidade, precisao,
exatiddo, limite de quantificacdo e limite de deteccdo. Os calculos foram
realizados com auxilio do software Microsoft Excel 2010® e Action Stat. 3.6®.

4.2.6.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada injetando-se os meios tamponados utilizados
nos estudos de solubilidade em equilibrio (pH 1,5; 4,5 e 6,8) e uma solucao do
extrato de Piper methysticum G. Forst, nas mesmas condi¢cdes da analise de
kavaina, afim de se demonstrar a inexisténcia de picos interferentes no tempo

de retencéo do analito.

A seletividade também foi avaliada pela determinacéo da pureza espectral
do pico de kavaina, obtida com auxilio do detector DAD, no intervalo 200 nm a
400 nm, para avaliar se o pico cromatografico pode ser atribuido a um so

componente.

4.2.6.2 Linearidade

A linearidade foi verificada pela construcdo de trés curvas analiticas,
utilizando-se kavaina SQR em 6 niveis de concentracdo. Preparou-se solucéo
estoque de kavaina em DMSO e solugdes de trabalho diluidas em fase moével,

conforme Tabela 7.

Solucéo estoque de kavaina (SE, 5 mg.mL1): pesaram-se com exatid&o

25 mg de kavaina SQR, dissolveu-se em DMSO e transferiu-se
guantitativamente para baléo volumétrico de 5 mL. Completou-se o volume com

0 mesmo solvente e homogeneizou-se.

Da solucéo estoque a 5 mg.mL1, foram retiradas aliquotas de 200, 400,

600, 800 e 1000 uL e transferiu-se para bal6es volumétricos de 10 mL, ajustando
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o volume com fase moével. A solugdo de concentracdo 1 pg.mL* foi preparada
a partir de uma aliquota de 100 pL da solugédo 2 (100 pg.mL™?). Filtrou-se em
dispositivos filtrantes de celulose regenerada de tamanho de poro de 0,45 um

para vial e injetou-se no cromatégrafo.

Tabela 7 - Construcdo da curva analitica para kavaina SQR em fase mével por CLAE-
DAD, a partir de solucao de trabalho a5 mg. mL-1 em DMSO para o0 parametro
linearidade do método analitico para estudo de solubilidade.

Volume .
i . Volume final Concentracéo
Nivel de concentracao pipetado da
SP (mL) (ng.mL1)
ST (pL)
1 100* 10,0 1
2 200 10,0 100
3 400 10,0 200
4 600 10,0 300
5 800 10,0 400
6 1000 10,0 500

*Volume pipetado da solucdo de concentragéo 2.

A faixa linear avaliada para kavaina foi de 1 a 500 pg.mL*. A curva
analitica foi construida com os valores de area dos picos do marcador quimico
em cada nivel de concentracdo. A equacéo da reta e os dados estatisticos foram
obtidos a partir da regressao linear pelo método dos minimos quadrados,
utilizando-se o programa Microsoft Excel®. Foram realizadas as seguintes
analises estatisticas com 0s respectivos testes: significancia do coeficiente
angular (teste F da ANOVA); significancia do intercepto ou coeficiente linear
(teste t de Student); normalidade dos residuos (Ryan-Joiner) e

homoscedasticidade dos residuos (Teste de Cochran).

O coeficiente de correlacao (r) deve ser superior a 0,99 e o coeficiente

angular deve ser significativamente diferente de zero (BRASIL, 2017).
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4.2.6.3 Precisdo

Para sua avaliagao, foi calculado o desvio padréo relativo (DPR), partindo
de solucdes contendo kavaina SQR em trés niveis de concentragéo, preparadas

de forma independente.

A partir da solugdo estoque de kavaina a 5 mg. mL, foram transferidas
aliquotas para balBes volumétricos de 10 mL, conforme Tabela 8. Completou-se
o volume com fase movel e homogeneizou-se, obtendo-se trés niveis de
concentracdo. Filtrou-se em dispositivos filtrantes de celulose regenerada de

tamanho de poro de 0,45 um para vial e injetou-se no cromatografo.

Tabela 8 - Preparo das solu¢Bes de kavaina SQR em fase movel para avaliacéo da
precisdo do método analitico por CLAE-DAD para estudo de solubilidade.

Nivel de Volume pipetado Volume final SP Concentragé&o
concentragao da ST (uL) (mL) (Lg.mL-1)

1(CQB) 150 10,0 75

2(CQM™) 500 10,0 250

3 (CQA) 900 10,0 450

Os teores de kavaina nas amostras foram calculados a partir das areas
dos picos obtidos com as solucbes amostra e com 0s dados da curva analitica

construida conforme o parametro da linearidade.

A repetitividade foi avaliada no mesmo dia com o mesmo analista (n = 3).
A precisao intermediaria foi avaliada em dois dias distintos, com analistas
diferentes (n = 6). Os resultados foram agrupados, e posteriormente foi calculado
o desvio padréo relativo (DPR) para cada nivel estudado.

4.2.6.4 Exatidao

A avaliacao da exatidao foi realizada pelo calculo do erro padrao relativo

(EPR), partindo de solucdes contendo kavaina SQR em trés niveis de
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concentracdo, preparadas de forma independente. As solugcdes foram
preparadas de maneira idéntica ao experimento de precisdo, nas mesmas
concentracfes (CQB, CQM, CQA).

A exatiddo intracorrida foi avaliada pelo erro padrao relativo obtido em
uma mesma corrida, enquanto a exatidado intercorridas foi avaliada em trés

corridas realizadas em dias distintos.

A concentracdo média experimental foi obtida usando a equacao da reta

correspondente ao teste de linearidade.

4.2.6.5 Limite de deteccao e limite de quantificacao

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacao (LQ) para a determinacao de
kavaina foram estimados por meio das Equacdes 4 e 5, respectivamente,
estabelecidas pela RDC n° 166 de 24 de julho de 2017 da ANVISA (BRASIL,
2017). Além disso, os valores encontrados foram confirmados pela razao sinal

ruido obtida com inje¢cfes de solu¢Bes diluidas do analito.

Equacéo 4 - Limite de Deteccgéo

_ 3,30

LD 4
- (4)
Equacédo 5 - Limite de Quantificagao
100
LD = — 5
5 ®)

Em que:
o: desvio padrdo do intercepto da curva analitica

S: inclinagdo da mesma curva.
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4.2.6.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio de alteragBes nas condi¢cdes
analiticas previamente otimizadas para o método. Foram avaliados os
parametros: temperatura do forno da coluna, comprimento de onda de deteccéao
e fluxo da fase mével, conforme descrito na Tabela 9. As solu¢cbes foram
preparadas em quintuplicata e os resultados foram tratados estatisticamente por
meio de andlise de variancia (ANOVA).

Tabela 9 - Parametros e variagdes para avaliacdo da robustez de método analitico CLAE-
DAD para quantificacao de kavaina para estudo de solubilidade.

R Variacéo ) Variacéo
Parametro ) ] Nominal ]
inferior superior
Temperatura (°C) 37,0 40,0 43,0
Comprimento de
240 245 250
onda (nm)
Fluxo
0,9 10 11
(mL.min)

4.2.5 Estudo de solubilidade em equilibrio de kavaina isolada e em extrato

seco de Piper methysticum G. Forst

Para avaliacdo e determinacdo da solubilidade em equilibrio de kavaina
isolada e em extrato seco de Piper methisticum G. Forst, foi realizado o método
da agitacdo orbital em frascos (shake flask). Trés meios tamponados com
valores de pH distintos foram avaliados, seguindo as recomendacdes da
Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (2019): fluido gastrico simulado pH 1,2 sem
enzimas; tampé&o acetato 0,05 M pH 4,5 e tampéo fosfato pH 6,8 (ou fluido
intestinal simulado pH 6,8 sem enzimas). O preparo dos meios tamponados

utilizados no estudo da solubilidade em equilibrio esta descrito na Tabela 10.

Dados da literatura demonstram que a kavaina apresenta uma baixa

solubilidade em meios aquosos, cerca de 16 pg.ml' em agua, em uma
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temperatura de 25 °C. Baseado nesses resultados, foi pesado o equivalente a
1 mg do analito e 10 mg do extrato seco de kava-kava. Estas massas foram
adicionadas em 3 mL dos meios tamponados, em frascos de penicilina. As
amostras ficaram em agitacdo de 150 rpm por 24 horas, e ap6s esse periodo
foi observado o saturamento das solucdes pela presenca de p6 nos frascos.

Foram realizadas coletas de 200 pyL nos tempos 1, 4, 6, 8, 24 e 36 horas.
As aliquotas coletadas foram transferidas para tubos tipo eppendorff® e
centrifugadas a 9800 g. Destes tubos, 100 pL do sobrenadante foram diluidos
em 300 uL de fase movel. Apds homogeneizacao, as solucdes foram injetadas
no sistema cromatografico, empregando-se o método analitico validado. O
experimento foi realizado em triplicata em cada meio avaliado.

O pH dos meios foi determinado no inicio e ao final dos experimentos. Em
todas as condicbes, foi verificado se havia excesso de p6 ao final do
experimento.

De acordo com os resultados de solubilidade determinados, foi calculada
a razdo entre a dose maxima de kavaina (baseada na dose maxima do extrato
de kava-kava recomendada), e a solubilidade em equilibrio, conforme
demostrado na Equacéao (6). De acordo com o SCB, valores maiores do que 250

mL indicam que o composto apresenta baixa solubilidade.
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Tabela 10 - Preparo dos meios tamponados utilizados no estudo de solubilidade em
equilibrio de kavaina.

Meio pH Preparo

Transferir 2 g de cloreto de sédio e 7 mL &cido cloridrico

Fluido gastrico simulado 15 para baldo volumétrico de 1000 mL. Dissolver em agua
sem enzimas. ' e completar o volume com o mesmo solvente. Ajustar o

pH se necessario para 1,2 £ 0,1 com acido cloridrico ou

hidréxido de s6dio 10 M.

Transferir 2,99 g de acetato de sodio trihidratado e 1,66
~ mL de acido acético glacial para baldo volumétrico de
Tampao acetato 0,05 M 4,5 i i
1000 mL. Dissolver em agua e completar o volume com

0 mesmo solvente. Ajustar o pH se necessario.

Transferir 6,8 g de fosfato de potassio monobasico e
112 mL de hidréxido de sédio 0,2 M para balao

Fluido intestinal simulado . ) .
6,8 volumétrico de 1000 mL. Dissolver em agua e completar

sem enzimas .
o volume com o mesmo solvente. Ajustar o pH se

necessario.

Equacéo 6 - Raz&do dose/solubilidade

Maior dose administrada (mg)

Solubilidade (mg/mL) (6)

D/S =

Em que:

D/S: razdo dose/solubilidade
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento de método analitico para a quantificacdo de kavaina
em tampao HBSS por CLAE-DAD

No inicio do desenvolvimento do método, foi avaliada a solubilidade do
analito e do extrato seco em tampao HBSS. Pesou-se 1 mg de kavaina e 10 mg
do extrato seco de kava-kava. Os solutos foram transferidos para baldes
volumétricos de 10 mL e deixados em banho de ultrassom por 15 minutos. Apos
procedimento, verificou-se que ndo foi possivel solubilizar totalmente as
amostras em tampao HBSS puro. Assim, foi realizada a substituicdo do tampé&o
HBSS por DMSO. Com este solvente, foi obtida solubilizacdo adequada de

kavaina e do extrato seco de kava-kava (Figura 9).

Figura 9 — Solucdes de extrato seco de kava-kava a 10 mg. mL™* e kavaina isolada
1mg.mL* solubilizados em DMSO.

As condi¢Bes cromatograficas inicias foram estabelecidas a partir do
meétodo analitico desenvolvido e validado para quantificacdo simultanea de
kavalactonas desenvolvido por Ferreira e colaboradores (2021).

Inicialmente foi empregado um volume de injecdo de 10 pL, com picos
bem resolvidos, simétricos e com tempos de retencdo satisfatorios. Entretanto,
no ponto com menor concentracao da curva analitica, a area obtida dos picos foi
consideravelmente baixa, de forma que o volume de injecao foi aumentado para
20 pL (Figura 10).
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Durante o desenvolvimento do método, foi verificado que o
armazenamento da solucdo tampao HBSS consiste em um fator critico para as
analises, devido as suas caracteristicas nutritivas que levam a proliferacédo de
microrganismos. Para minimizar possiveis contaminacdes, foi realizada a
assepsia com alcool 70% (v/v) dos recipientes de armazenamento e respectivas
tampas e estipulado um prazo de validade da solu¢do de no maximo 30 dias em

ambiente refrigerado.

Figura 10 - Cromatograma obtido nas condi¢c8es otimizadas do método cromato'gréfico
por CLAE-DAD para solucgéo de kavaina a 2 ug.mL*. Condi¢des: coluna C:18-Agua:
Metanol: Acetonitrila: Isopropanol (66:07:09:18).
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5.2 Validacdo de método analitico para a quantificacdo de kavaina em
tampao HBSS por CLAE-DAD

5.2.1Seletividade

A seletividade do método foi avaliada com a injecdo de amostras de
solucéo branco, contendo o tampéo HBSS e extrato seco de Piper methysticum
G. Forst nas condi¢des otimizadas do método. Em todas as analises, ndo foram
observados picos cromatograficos interferentes no tempo de retencéo do analito
(Figura 11).
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Figura 11 - Cromatogramas obtidos para avaliacdo da seletividade: (A) solucéo padréo
de kavaina 4000 ng. mL™* (B) solucdo de extrato seco de Piper methysticum G. Forst
equivalente a 4000 ng. mL'de kavaina e (C) tampdo HBSS, analisadas por método
bioanalitico CLAE-DAD para estudo de permeabilidade. Condicdes: coluna C:18-Agua:
Metanol: Acetonitrila: Isopropanol (66:07:09:18).
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Foi realizada também a determinacdo da pureza espectral do pico de
kavaina, obtida com auxilio do detector DAD, no intervalo 200 nm a 400 nm. Foi
observada uma pureza de 99,9% para o pico cromatografico de kavaina obtida
com a solugéo padrao e uma pureza de 99,9% com a solugcdo contendo extrato
seco de kava-kava. O resultado considerado satisfatorio, principalmente para a

solucéo do extrato seco, visto que as demais kavalactonas possuem estruturas
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quimicas semelhantes e muitas compartiham os mesmos grupamentos

cromoforos (Mathews et al., 2005).

A fim de caracterizar a substancia utilizada na validacdo do método, os
espectros de varredura de 190 a 400 nm. Estes espectros foram comparados
com aquele apresentado no trabalho de Ferreira (2019). Foi possivel observar
semelhanca espectral (Figura 12), o que comprova a identidade do composto

avaliado.

Figura 12- Espectros de varredura na regido do ultravioleta (190 — 400 nm) para as
solucgdes padrédo de kavaina obtida no presente trabalho (A) e descrito no trabalho de
Ferreira (2019) (B).
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A partir destes resultados, é possivel afirmar que o método desenvolvido
€ seletivo tanto para quantificacdo de kavaina isolada quanto na presenca dos

demais componentes do extrato seco de Piper methysticum G. Forst.

A fim de garantir que interferentes proveniente da matriz vegetal na qual
sao cultivadas as células tipo Caco-2 também néao interfiram nas analises, foram
adicionados solucdo padrdo de kavaina e do extrato seco de Piper methisticum
G. Forst em matriz contendo as células, cultivadas nas mesmas condi¢des do
estudo de permeabilidade. A solucao ficou em contato com as células por 4
horas, posteriormente foi retirada uma aliquota de 200 uL, filtrada e injetada no
cromatografo. Os resultados indicaram que em um periodo de 4 horas, néo

houve indicios de degradacéo e/ou metabolizacéo do analito.

5.2.2 Carry Over

Foi avaliada a presenca de efeito carry over nas analises cromatogréficas.
Para tal avaliacéo, a solucéo branca contendo apenas tampéao HBSS foi injetada
apos solucdes concentradas contendo kavaina padréo ou extrato seco de kava-

kava.

Apbs as sequéncias de injecbes realizadas, nao foi observado a presenca
de picos nos cromatogramas das solugdes branco HBSS, indicativo da auséncia

do efeito de carry over nas analises.

5.3.2 Linearidade

A linearidade do método bioanalitico foi comprovada pela construcdo de
trés curvas contendo nove niveis de concentracdo de 250 a 4000 ng. mLt. O
modelo de regressao utilizado foi y = ax + b sendo, y a area sob os picos dos
analitos, a o coeficiente angular, x a concentragcdo nominal de kavaina e b o
coeficiente linear. A equacéao da reta obtida foi y = 102,76x + 670,86, com um R?
de 0,9991. A representacdo grafica da curva e a equacdo da reta estdo

representadas na Figura 13.
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Figura 13 - Curvas analiticas obtidas para kavaina em nove niveis de concentragao, e
curva analitica média (n=3) para avaliacao da linearidade do método bioanalitico por
CLAE-DAD para a quantificagdo de kavaina no estudo de permeabilidade.
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A homoscedasticidade foi avaliada pelo teste de Cochran. O P-valor
calculado (0,0002) foi menor do que 0,05, indicando um modelo
heteroscedastico. Como a hipotese de homoscedasticidade foi rejeitada, os

dados foram reavaliados utilizando o método dos minimos quadrados



76

ponderados, com fator de ponderagdo w = ((1/s2)/SOMA(1/s?))*k, em que s é a
estimativa do desvio padrdo e k € o numero de concentracdées no modelo. A
homoscedasticidade foi novamente avaliada pelo Teste de Cochran e foi obtido
um P-valor (1,00), maior do que 0,05. Assim, aceitou-se a hip6tese de igualdade
das variancias ao nivel de significAncia de 5%, indicando um modelo

homoscedastico.

Para avaliacdo dos residuos extremos, ou outliers, foi preconizada a
exclusdo de no maximo 3 pontos como aceitdvel. No entanto, ndo foram
encontrados valores extremos nos graficos de residuos padronizados versus

valores ajustados, como pode ser observado na Figura 14.

Figura 14 - Residuos padronizado versus valores ajustados do pardmetro linearidade do
método bioanalitico desenvolvido para a quantificacdo de kavaina para estudo de
permeabilidade.
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A inspecéo visual do gréfico de residuos indica a distribuicdo homogénea

e, portanto, confirma a hipotese de homoscedasticidade dos resultados.
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O diagrama de dispersao permite avaliar a possivel correlagdo entre as
variaveis quantitativas (concentracdo versus area). Os resultados estdo
representando na Figura 15 e demonstram a proporcionalidade dos resultados,

confirmando o modelo linear.

A significancia do modelo foi avaliada utilizando o teste ANOVA. Como P-
valor do teste (0,00) foi menor do que 0,05, rejeitou-se a hipotese nula, de forma
que o coeficiente angular foi diferente de zero ao nivel de significancia de 5%. O
intercepto (coeficiente linear) foi avaliado através do teste t de Student, no qual
o P-valor do teste (0,24) foi maior do que 0,05. Assim, aceitou-se a hipétese nula

e o intercepto foi considerado igual a zero, ao nivel de significancia de 5%.

O coeficiente de correlacdo avalia a proporcionalidade entre a variavel
explicativa e variavel tedrica. Como o coeficiente de correlagéo (0,9992) foi maior
do que 0,99, conforme especificado, concluiu-se que existe uma relacao linear

adequada.

A normalidade foi avaliada com o auxilio do teste de Ryan-Joiner. Como
o P-valor (0,5762) foi maior do que 0,05, a hip6tese de normalidade dos residuos
foi confirmada ao nivel de significancia de 5%.

As premissas avaliadas na linearidade estdo descritas na Tabela 11

Tabela 11 — Avaliagao da linearidade do método bioanalitico desenvolvido, empregando-
se 0 Método dos Minimos Quadrados Ponderados.

Teste Concluséo
ANOVA Comprovada a significAncia do modelo linear
Coeficiente de Correlacdo de Pearson R =0,9992 , maior do que a especificagdo
(0,99)
Teste de Ryan-Joiner Comprovada a normalidade dos residuos
Teste de Cochran Comprovada a homoscedasticidade da
variancia

Valores extremos na resposta Pontos extremos nado detectados
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5.3.3 Precisao

A precisdo do método desenvolvido foi avaliada por meio da anélise da
repetibilidade (precisdo intracorrida) e da precisdo intermediaria (precisdo
intercorridas). Foram avaliados 5 niveis de concentracéo: LIQ, CQB, CQM, CQA
e CQD, respectivamente 250, 750, 1600, 3200, e 5000 ng/mL, em quintuplicata
(Tabelas 12 e 13).

O método bioanalitico foi considerado preciso, uma vez que o0 desvio
padrao relativo foi inferior a 15% (BRASIL, 2012) para todos os niveis avaliados,

tanto para precisao intracorrida quanto para intercorridas.

Tabela 12 - Valores de DPR obtidos para a preciséo intracorrida (n= 5 para cada nivel de
concentracdo) para kavaina quantificada por CLAE-DAD para estudo de permeabilidade.

Concejn.tragéo DPR% DPR% DPR%
r:zc.)r:CLi 1° DIA 2°DIA 3°DIA
250 7,21 6,61 10,41
750 3,24 2,40 0,50
1600 1,67 0,99 1,02
3200 0,59 1,02 2,36
5000 0,53 0,30 3,40

Tabela 13 - Concentra¢c&o média real e valores de DPR (n=15 para cada nivel) obtidos
para a precisdo intercorrida para kavaina por CLAE-DAD para estudo de permeabilidade.

Concentracao Concentracdo média real

tedrica ng. mL* DPR%

ng.mL™* (n=15)
250 278,53 11,41
750 777,37 1,90
1600 1609,08 0,57
3200 3170,16 0,93
5000 495253 0,95

5.3.4 Exatidao
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A exatidao do método desenvolvido foi avaliada por meio da analise da
exatidao intracorridas e intercorridas em cinco niveis de concentracdo: LIQ,
CQB, CQM, CQA e CQD, respectivamente 250, 750, 1600, 3200, e 5000 ng/mL
em triplicatas (Tabelas 14 e 15).

O método bioanalitico foi considerado exato, uma vez que foi observado

um erro padrao relativo inferior a £15% para todos 0s niveis de concentracao.

Tabela 14 - Erros padréo relativos obtidos para o estudo de exatid&o intracorrida de
kavaina (n=5 para cada nivel) quantificado por CLAE-DAD para estudo de permeabilidade

Concentracéo

o EPR% EPR% EPR%
teorica 1° DIA 2°DIA 3°DIA
ng.mL?

250 13,21 7,13 10,41
750 3,24 3,00 5,30

1600 1,67 1,12 1,02

3200 -0,18 -1,34 0,23

5000 -5,26 1,39 -3,40

Tabela 15 - Concentracdo média real e valores de erro padrdo relativo (n=15) obtidos
para o estudo de exatidao intercorridas de kavaina quantificado por CLAE-DAD para
estudo de permeabilidade.

Concentragao Concentragcdo média e
téorica real (n=15)
ng.mL? ng.mL? e
250 278,53 11,41
750 777,37 3,65
1600 1609,08 0,57
3200 3170,16 -0,93
5000 4952,53 -0,95

5.3.5 Limite de Quantificacao
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O limite de quantificag&o foi calculado pela raz&o sinal/ruido, em triplicata,
injetando-se solugdes nas concentragées 200 e 250 ng. mLt. Foram observados
os valores de razéo 8 e 12, respectivamente, de forma que a concentracdo 250

ng. mL™? foi considerada o LIQ do método desenvolvido.

Os resultados foram confirmados pelo calculo do DPR%, demostrado no
item 5.3.3 Precisédo, que foram inferiores a 20%, e pela anélise do cromatograma

demonstrado na Figura 16.

Figura 15 - Cromatograma obtido para kavaina a 250 ng. mL™ quantificada por CLAE-
DAD para avaliagao do limite de quantificacao do método bioanalitico para estudo de
permeabilidade. Condi¢des: coluna C:18-Agua: Metanol: Acetonitrila: Isopropanol
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5.3.7 Robustez

A robustez do método foi avaliada utilizando andlise de comparacao
multivariada ANOVA, em que seis condi¢des distintas foram comparadas com
as condicdes otimizadas do método analitico desenvolvido. As concentracdes de

kavaina obtidas em cada condi¢do estdo descritas na Tabela 16.
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Tabela 16 — Concentracdes de kavaina (ng. mL™?) obtidas na avaliacdo da robustez do
método bioanalitico por CLAE-DAD para estudo de permeabilidade.

Condigéo
35°C 45°C 240 A 250A Fluxo 0.8 Fluxo 1.2
otimizada

1618,90 1669,10 1785,60 1577,30 1515,30 2050,00 1618,90
1619,00 1636,90 1732,50 1593,60 1487,30 2047,10 1619,00
1626,70 1695,60 1730,20 1741,30 1472,90 2038,70 1626,70
Média 1621,53 1667,20 1749,43 1637,40 1491,83 2045,27 1621,53

DPR(%) 0,28 1,76 1,79 5,52 1,45 0,29 0,28

Ap0s andlises estatisticas utilizando um p valor > 0,05, foram observadas
diferencas significativas ao comparar as concentracfes obtidas pelo método
bioanalitico desenvolvido e pelas variacdes nos parametros temperatura a 45°C
e fluxo de 0,8 mL.min"te 1,2 mL.mint. O principal motivo para essa varia¢do nas
respostas analiticas e consequentemente concentracdo de kavaina foi a
alteracdo do tempo de retencéo e area do pico. Desta forma, estes parametros
devem ser controlados de forma mais rigorosa durante a aplicacdo do método.
Os resultados representados na Figura 17 demonstram que para as demais

condi¢fes, 0 método se mostrou robusto.

Figura 16 - Analise comparativa de amostras de kavaina quantificadas pelo método
bioanalitico por CLAE-DAD para avaliacdo do pardmetro robustez para estudo de
permeabilidade.
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5.3.6 Estabilidade
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O estudo de estabilidade permitiu avaliar possiveis degradacdes do

analito em um periodo de 7 dias, analisando-se triplicatas de solu¢des nos niveis

CQB e CQA.

As médias, desvio padrao e desvio padrao relativo dos resultados obtidos

em cada coleta estdo descritos nas Tabelas 17 e 18. A representacéo grafica

dos resultados esta demonstrada na Figura 18.

Tabela 17 — Resultados obtidos no experimento de estabilidade de kavaina em solugao,

guantificada por método bioanalitico por CLAE-DAD, em func¢ao do tempo, em

temperatura ambiente.

TEMPERATURA AMBIENTE

TO horas T3 horas 12horas 24 horas 168 horas
Tempo
CQA CQB CQA CQOB CQA CQOB CQA CQB CQA CQB
Concentragéo
] 3453,3 836,0 3447,2 799,1 3506,8 848,6 3487,9 847,7 3629,1 839,8
média (ng. mLt)
d.p 62,9 29,2 20,8 47,3 162,6 45,0 240,7 44,4 220,5 44,3
DPR (%) 1,8 3,5 0,6 5,9 4.6 5,3 6,9 52 6,1 53

Tabela 18- Resultados obtidos no experimento de estabilidade de kavaina em solugéo,
guantificada por método bioanalitico por CLAE-DAD, em funcado do tempo, em ambiente

refrigerado.

TO horas
Tempo

CQA coB

AMBIENTE REFRIGERADO

T3 horas 6horas

CQA CQB CQA CQB

24 horas

CQA CQoB

168 horas

CQA  CQB

Concentragéo
3895,5 790,9
média (ng. mL1)
d.p 68,9 39,6

DPR (%) 18 5,0

3854,5 768,1 3901,3 759,9

116,1 38,3 60,3 31,8
3,0 5,0 15 4,2

3750,0 783,2

74,1 41,7
2,0 53

3969,0 8237

62,1 36,9
1,6 4,5
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Para avaliar as degradacdes e/ou instabilidade das amostras durante o
periodo de tempo ou temperatura de armazenamento, foi realizado a analise
multivariada ANOVA.

Apés andlise estatistica comparativa entre os niveis CQA e CQB
armazenados em ambientes refrigerados, comparados todos 0s grupos, nao foi

observado diferencas estatisticas significativas.

Nas andlises conduzidas com o CQA armazenado em temperatura
ambiente, foi observado uma diferenca significativa entre os grupos no tempo de
24 horas em comparacdo com o tempo de 168 horas (0,0426). Entretanto, a
concentracdo aumentou em 168 horas em relacdo a 24 horas, o que pode ter
ocorrido devido a evaporagcdo do solvente, ndo sendo, portanto, indicio de

degradacédo da kavaina.

Ao realizar a analise estatistica entre os grupamentos CQB refrigerado e
ambiente, ndo foi observado diferengcas estatisticamente significativas em

nenhum dos tempos avaliados (Figura 19).
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Figura 17 — Analise da estabilidade de kavaina nos niveis CQA e CQB, quantificados pelo
método bioanalitico CLAE-DAD desenvolvido ao longo de 7 dias, armazenados em
temperatura refrigerada e temperatura ambiente.
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Figura 18- Avaliagao da estabilidade das amostras de kavaina nos niveis CQA e CQB,
quantificadas por CLAE-DAD, armazenadas em temperatura ambiente e em ambiente
refrigerado.
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Os resultados demonstraram ainda que 0 armazenamento em
temperatura ambiente ndo levou a decréscimo de concentracdo em comparacao
as solucdes armazenadas em ambiente refrigerado. Todavia, foi padronizado
para a execucdo do método o armazenamento de solu¢cdes em ambiente

refrigerado por no maximo 7 dias, devido ao maior controle de temperatura.
5.4 Cultivo da linhagem de células Caco-2

As células Caco-2 provenientes do instituto Adolfo Lutz (Séo Paulo, SP,
Brasil) foram descongeladas e mantidas em garrafas de cultivo seguindo as
condi¢cOes descritas na secdo 4.2.4. As garrafas foram observadas diariamente,
e foi retirada uma aliquota de 10 mL de meio DMEM para fazer o controle de
esterilidade do meio de cultivo. O crescimento e diferenciagéo celular podem ser
observados na Figura 20.
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Figura 19 - Células caco-2 observada em microscopio de fundo escuro (A), e garrafas de

cultivo celular, contendo suspenséo de células caco-2 em meio DMEM (B).

5.1 Estudo de citotoxicidade

Dentre as técnicas que permitem avaliar o metabolismo e
consequentemente a viabilidade celular em curto prazo, destaca-se 0 ensaio
colorimétrico de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio um
sal tetrazélico. Neste ensaio, a conversao do sal ocorre majoritariamente
em mitocOndrias intactas, sendo o MTT, reagente de coloracdo amarela,
convertido ao composto formazan, produto de coloracdo purpura, em uma
reacao de reducdo. A concentracdo de formazan € entdo mensurada por meio
de espectrofotometria (HANSEN; NIELSEN; BERG, 1989).

Os resultados das células Caco-2 incubadas com kavaina isolada (10 ug.
mL-1, 20 pug. mL1 e 40 pg. mL?1) e com extrato seco de kava-kava (contendo as
mesmas concentracdes do analito) por 24 horas estdo representados em
porcentagem de viabilidade celular em comparacéo ao controle negativo (meio

de cultura) (Figura 21).

Os resultados mostraram que no periodo de 24 horas, as células Caco-2
permaneceram com viabilidade acima de 70%, em comparacdo ao controle
negativo, nas concentracdes de 10 pug. mL* e 20 ug mL™, tanto para o composto
isolado quanto para o extrato. Como esperado, a viabilidade celular do grupo
tratado com o controle positivo (meio de cultura: DMSO 1:1), apresentou uma

viabilidade celular inferior a 5%. O estudo demonstrou que a concentracao de 40
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Hg. mg. mL*! apresentou diferenca estatisticamente significativa e baixa

viabilidade celular.

Figura 20-Viabilidade celular (%) do p6s tratamento com 10 pg. mL™?, 20 pg. mL™* e 40 pug.
mL* de kavaina isolada e em extrato de kava-kava. Exposicdo por 24h
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== Meio de cultura 1:1 DMSO

Como o experimento de permeabilidade celular é realizado com coletas
nos tempos de 0, 30, 60, 120 e 180 minutos, foi realizado também o estudo de
viabilidade celular no periodo de duracdo do experimento, a fim de avaliar a
viabilidade celular no intervalo de 4 horas, tempo suficiente para a realizacédo de
todo o estudo.

Os resultados obtidos ap6s estudo de citotoxicidade para os compostos
kavaina isolada (10 pg. mL, 20 pug.mL* e 40 pg.mL™?) e extrato seco de kava-
kava (contendo as mesmas concentracbfes do analito) por 4 horas estéo

representados na Figura 22.

Os resultados mostraram que no periodo de 4 horas, as células Caco-2
permaneceram com viabilidade de 70% em comparagdo ao grupo controle
negativo, excetuando o controle positivo, onde a viabilidade ficou inferior a 5%.
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos tratados com kavaina isolada e

com o extrato, para um p valor < 0,05.
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Figura 21 — Representacdo gréfica da viabilidade celular apés tratamento com 10, 20 e 40
pg. mL* de kavaina isolada e em extrato seco de kava-kava (B). Exposicdo por 4h
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Os resultados obtidos indicam auséncia de citotoxicidade em um periodo
de 4 horas e corroboram com estudos de Amaral e colaboradores (2009) que
avaliaram o potencial citotoxico de derivados semelhantes ao composto kavaina
perante a linhagens de células tumorais B16-F1 (melanoma; ATCC CRL-6323)
e A375 (ATCC CRL-1619) e linhagens celulares de cancer murino B16-F1
(melanoma; ATCC CRL-6323) (AMARAL et al., 2009), demonstrando que as
substancias ndo apresentam acao citotdxica, o que é requerido para o

experimento in vitro com modelos de células Caco-2.
5.2Estudo de permeabilidade celular em linhagem de células Caco-2

Os estudos de permeabilidade foram realizados em placas Transwell®
contendo 12 pocos, em quadruplicata. O experimento atendeu as premissas
necessarias para a validacdo do estudo, como controle de temperatura, rotacéo,
e garantia da integridade da membrana por meio da medida da resisténcia
transepitelial. Além disso, o teste de citotoxicidade descrito na secao 5.1 Estudo
de citotoxicidade, garantiu a viabilidade celular na presenca de solu¢ao contendo

kavaina isolada ou do extrato de kava-kava na concentracédo de 20 pg.mL™2.

A medida da resisténcia transepitelial (RET) foi utilizada para avaliar a
integridade das membranas das células Caco-2 e a formacao dos complexos de
juncdes intercelulares, cultivadas nas placas. Trabalhos de Rothen-Rutishauser
e colaboradores (2000) demonstraram uma relagéo linear entre 0 aumento dos

valores de RET e o tempo de cultivo celular, até a estabilidade em valores
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préximos de 650 a 700 Q. cm? a partir do 15° dia de cultivo (ROTHEN-
RUTISHAUSER et al., 2000). Em todos os pocos de todas as placas avaliadas,

os valores de RET medidos foram superiores a 500 Q. cm?.

Os resultados do estudo de permeabilidade demonstraram uma relacéo
linear, indicando um aumento da concentracdo permeada de kavaina (ng. mL?)
por tempo (segundos), tanto para o composto isolado quanto em extrato seco de
kava-kava. N&o foi observada a presenca de platds, indicativo que ndo houve
saturacdo dos sitios de ligacdo celular. Os resultados em cada sentido de

permeacado (A-B e B-A) estdo representados na Figura 23.

A maioria dos farmacos é transportada pelo epitélio intestinal por
transporte passivo, sendo paracelular ou transcelular. Uma pequena parcela
pode ser transporta com auxilio ou exclusivamente por carreadores. Neste caso,
quando o transportador é saturavel, pode haver um modelo farmacocinético nao
linear (COLLETT et al., 2004).

Outro parametro avaliado no estudo foi a ocorréncia de efluxo. Alguns
xenobibticos sao pouco absorvidos no trato gastrintestinal devido a presenca de
efluxo ativo. Dentre as proteinas envolvidas nesse mecanismo, destaca-se a
glicoproteina-P (P-gp) (BENET; CUMMINS; WU, 2004). Para avaliacdo de
efluxo, os mesmos experimentos foram realizados na presenca de verapamil, um
farmaco antiarritmico inibidor da P-gp. Os resultados obtidos estao
demonstrados na Figura 24.
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Figura 22 — Relacdo da concentracdo obtida no compartimento receptor em fungédo do
tempo nos sentidos A-B e B-A para kavaina isolada e em extrato seco de kava-kava em

experimentos de permeabilidade em células Caco-2.

KAVAINA A-B
10000,0
o
€ 8000,0
2
S 6000,0
AT
O
© 4000,0
3]
S 2000,0
o
© 0,0
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Tempo (s)
® Sériel @ Série2 @ Série3
KAVAINA B-A
% 10000,0
% 8000,0
3 6000,0
©
E 4000,0
S 2000,0
o
b 0,0
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Tempo (S)
@ Sériel @ Série2 @ Série3
EXTRATO KAVA-KAVA A-B
— 10000,0
-
€ 8000,0
2
S 6000,0
AT
rg 4000,0 /
©
c 2000,0
(8]
c
S 0,0
0 5000 10000 15000

Tempo (S)
@ Sériel @ Série2 @ Série3



91

EXTRATO DE KAVA-KAVA B-A
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Figura 23- Relacdo da concentracdo obtida no compartimento receptor em funcéo do
tempo nos sentidos A-B e B-A para kavaina isolada e em extrato seco de kava-kava na
presenca de verapamil em experimentos de permeabilidade em células Caco-2.
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Foram realizados os célculos de correcdo para compensar as retiradas

sequenciais das amostras

dos compartimentos. Empregando-se as

concentracfes de kavaina obtidas no ensaio e os coeficientes angulares das

retas demonstradas nas Figuras 23 e 24, foi possivel calcular o coeficiente de

permeabilidade Papp (cm.s?), conforme Tabela 19.
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Tabela 19 - Média dos resultados de Papp x 10-6 (cm.s?) para kavaina, obtidos no
experimento de permeabilidade em células Caco-2.

Sentido Papp
Papp . 10° (cm.s?) DPR RIR.
Condicao AEIER
(n=3) (%) (cm.s?)
A-B 28+ 2,75 9.9
Kavaina isolada ] - 0,71
1,5
B-A 20 + 3,00
A-B 27 +1,75 85
Extrato de kava-kava ] - 1,35
9,9
B-A 15 + 1292
Kavaina isol m 5,7
avaina isolada e AB 25+ 1.45
meio contendo 0,80
verapamil B-A 20 + 2,80 14.0
Extr kava-kav 6,8
trato de kava-kava AB 24 +234
em meio contendo 0,87
verapamil B-A 21 + 5,94 28

No estudo de permeabilidade em células Caco-2, farmacos que
apresentam Papp menor do que 1 x 10°® sdo considerados de baixa
permeabilidade, com uma taxa de absorc¢éao intestinal de até 20%. Farmacos com
valores de Papp entre 1 e 10 x 10 sdo classificados como de permeabilidade
moderada, com absorcéo intestinal de 20 até 70%. Acima de 10 x 10, os
farmacos séo considerados de alta permeabilidade (YEE, 1997). Baseados
nestes valores, os resultados demonstraram que tanto a kavaina isolada quanto
na presenca de extrato seco de kava-kava pode ser classificada como um
composto de alta permeabilidade.

Os resultados obtidos pelos célculos da razdo Papp A-B/B-A
demonstraram valores inferiores a 2,00, o que é indicativo que o efluxo ndo é um
mecanismo significativo no processo de absor¢cdo da kavaina, tanto isolada
guanto em extrato seco de kava-kava. Para confirmar este resultado, calculou-

se 0 Papp em placas contendo kavaina na presenca do farmaco verapamil e 0s
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resultados foram comparados com os grupos sem o farmaco, utilizando ANOVA,
com um intervalo de confianca de 0,05.
Os resultados demonstraram auséncia de diferenca estatisticamente

significativa entre os seguintes grupos:

e kavaina sentido A-B e kavaina sentido A-B com verapamil;

e kavaina sentido B-A e kavaina sentido B-A com verapamil;

e extrato de kava-kava sentido A-B e extrato de kava-kava sentido A-B com
verapamil;

e extrato de kava-kava sentido B-A e extrato de kava-kava sentido B-A com
verapamil.

Os resultados confirmaram que o mecanismo de efluxo mediado pela P-
gp néo é significativo no processo de permeacao da kavaina.

Foi realizada também a comparacdo estatistica dos valores de
permeabilidade de kavaina isolada e em extrato seco de kava-kava (Figura 25).
Apesar de valores de Papp ligeiramente maiores terem sido obtidos para kavaina
isolada, néo foi verificada diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
grupo com extrato seco de kava-kava. Tal resultado demonstra que outros
compostos presentes na matriz vegetal do extrato ndo influenciam de forma
significativa o processo de permeacdo intestinal de kavaina. Entretanto, a
permeabilidade ligeiramente menor observada no extrato pode ser explicada
pela presenca de outras kavalactonas, que competem com a kavaina no

processo de permeacao.
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Figura 25- Valores de Papp obtidos para os grupos de kavaina isolada (KAV) e extrato
seco de kava-kava (ES), na presenca e auséncia de verapamil (VER).
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Resultados semelhantes foram obtidos por Mauro e colaboradores (2019),
gue avaliaram a permeabilidade intestinal dos metabdlitos 4cido copalico e acido
caurendico, diterpenos da copaibeira (Copaifera langsdorffii). Neste estudo, 0s
analitos apresentaram permeabilidade moderada, razao Papp A-B/B-A inferior a
2, indicando auséncia de efluxo. A presenca de verapamil ndo levou a alteracdes
na permeabilidade intestinal, indicios que 0s compostos ndo sdo substratos da
glicoproteina-P (MAURO et al., 2019).

Os estudos de Quianga e colaboradores (2011) avaliaram a
permeabilidade do &cido rosmarinico isolado e na presenca de extrato de
Prunella vulgaris e do &cido ursdlico isolado e na presenca de Salvia officinalis.
Foi observado que os analitos se comportaram de maneira semelhante,
independentemente de estarem na forma isolada ou na presenca dos demais
componentes da matriz vegetal. O aumento da permeabilidade dos compostos
foi diretamente proporcional ao aumento da concentracdo, indicando que o
modelo é linear, sem indicativos de saturacdo das proteinas transportadoras.
Além disso, os dados indicaram um modelo de permeabilidade passiva,
semelhantes aos resultados obtidos neste estudo (QIANG et al., 2011).

Um estudo farmacocinético foi realizado por Ferreira e colaboradores
(2020), no qual foi feita a administragédo per os de kavaina isolada e em extrato
seco de kava-kava em camundongos. A biodisponibilidade de kavaina foi cerca
de 69 vezes maior quando o extrato seco de kava-kava foi administrado,

comparando-se com a administracdo do composto isolado, na mesma dose.
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Com os dados do presente estudo, pode-se inferir que a maior biodisponibilidade
de kavaina verificada no trabalho de Ferreira e colaboradores (2020) néo se deve
ao aumento da sua permeabilidade intestinal na presenca dos constituintes do

extrato de kava-kava.

5.5 Validacdo de método analitico por CLAE-DAD para quantificacdo de

kavaina em meios tamponados para estudo de solubilidade em equilibrio

5.5.1Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela injecdo individual de amostras
de solucdo branco, contendo os meios tamponados e a fase movel, além do
extrato seco de kava-kava. Em todas as andlises, ndo foi observada a presenca
de picos cromatograficos interferentes no mesmo tempo de retencéo do analito.
A pureza do pico de kavaina foi avaliada utilizando-se os mesmos parametros
do método bioanalitico previamente desenvolvido para o estudo de
permeabilidade. Para todas as solu¢cdes analisadas, foi obtida pureza espectral
do pico de 99,9%.

Os cromatogramas obtidos na avaliacdo da seletividade do método estéo

representados na Figura 26
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Figura 26 - Cromatogramas obtidos para avaliagao da seletividade do método analitico
(A) solucéo tampéao pH 1,2; (B) solucéo tampéo pH 4,5; (C) solucéo tampéo pH 6,8; (D)
fase moével (E), solucdo padrdo de kavaina 100 pg. mL™, (F) solucéo do extrato seco,
desenvolvidos para estudo de solubilidade Condic¢des: coluna C:18-Agua: Metanol:
Acetonitrila: Isopropanol (66:07:09:18).
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5.5.2 Linearidade

A linearidade do método analitico foi comprovada pela construcéo de trés
curvas contendo sete niveis de concentracdo que variaram de 1 a 500 pg. mL™.
A equacdo da reta obtida foi y = 124862x + 10° com R? de 0,9951, conforme
representado na Figura 27.

Figura 27- Curvas analiticas obtidas para kavaina em sete niveis de concentracdao, e
curva analitica média (n=3) para avaliacdo da linearidade do método analitico por CLAE-
DAD para a quantificac@o de kavaina no estudo de permeabilidade.

Valores Ajustados

Be+07 -

4e+07

mAuU

2e+07 -

Concentracédo (ug.mL-1)

70000000
60000000
50000000
S 40000000
<
& 30000000

y = 124862x + 1E+06
Rz = 0,9951

20000000
10000000

0
0 100 200 300 400 500 600

Conentragéo pg.mL-*



99

Para avaliacdo dos residuos extremos, ou outliers, foi preconizada a
exclusdo de no maximo 3 pontos como aceitdvel. No entanto, ndo foram
encontrados valores extremos nos graficos de residuos padronizados versus

valores ajustados, como pode ser observado na Figura 28.

Figura 28- Residuos padronizado versus valores ajustados do parametro linearidade do
método analitico desenvolvido para a quantificacdo de kavaina em estudo de
solubilidade.
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A homoscedasticidade foi avaliada pelo teste de Cochran, no qual o P-
valor obtido (0,469) foi menor do que 0,05. Portanto, néo foi rejeitada a hipotese
de igualdade entre as variancias, indicando um modelo homoscedastico. Além
disso, a inspec¢do visual do gréfico de residuos (Figura 28) indica a distribui¢cao
homogénea e, portanto, confirma a hipétese da homoscedasticidade dos

resultados.

O diagrama de dispersdo permite avaliar a possivel correlagdo entre as
variaveis quantitativas (concentracao versus area). Os resultados representados
na Figura 29 demonstram a proporcionalidade dos valores, confirmando os

resultados de linearidade.
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A normalidade dos residuos foi avaliada com o auxilio do teste de Ryan-
Joiner. Como o P-valor (0,2542) obtido foi maior do que 0,05, a hipétese de

normalidade dos residuos foi aceita ao nivel de significancia de 5%.

A significancia do modelo foi avaliada utilizando o teste ANOVA. Como P-
valor do teste (0,00) foi menor do que 0,05, rejeitou-se a hipotese nula, de forma
que o coeficiente angular foi diferente de zero ao nivel de significancia de 5%. O
intercepto (coeficiente linear) foi avaliado através do teste t de Student, no qual
o P-valor do teste (0,2419) foi maior do que 0,05. Assim, aceitou-se a hipétese
nula e o intercepto foi considerado igual a zero, ao nivel de significancia de 5%.
Por fim, como o coeficiente de correlacdo (0.9954) foi maior do que 0.99,

conforme especificado, e concluiu-se que existe uma relagéo linear adequada.

Os resultados obtidos na regressao linear foram satisfatorios, e o método
considerado linear. As premissas avaliadas na linearidade estdo descritas na
Tabela 20.

Tabela 20- Resumo das resultados da avaliacdo da linearidade do método analitico,
empregando-se o Método dos Minimos Quadrados Ordinarios.

Teste Concluséo
Teste F da ANOVA Comprovada a significAncia do modelo linear
Coeficiente de Correlacao de Pearson R =0,9954 , maior do que a especificacdo
(0,99)
Teste de Ryan- Joiner Comprovada a normalidade dos residuos
Teste de Cochran Comprovada a homoscedasticidade da
variancia
Valores extremos na resposta Pontos extremos ndo detectados

5.5.3 Precisao

A precisdo do meétodo desenvolvido foi avaliada por meio da analise da
repetibilidade (precisdo intracorrida) e da precisdo intermediaria (precisao
intercorridas), em trés niveis, CQB, CQM e CQA, respectivamente 75 pg.mL™,
250 pg.mL?, 450 pg.mLt em triplicatas. Os resultados obtidos estdo

demonstrados nas Tabelas 21 e 22.
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A precisdo do método analitico foi considerada satisfatoria, uma vez que
os valores de desvio padrao relativo foram inferiores a 1,5% para todos 0s niveis

avaliados.

Tabela 21 - Valores de DPR obtidos para a precisao intracorrida (n= 3 para cada nivel de
concentracao) quantificados por método analitico CLAE-DAD para quantificacédo de
kavaina em estudo de solubilidade.

Concentracéo
- DPR% DPR% DPR%
tedrica
1° DIA 2°DIA 3°DIA
ng.mL?
75 1,02 0,61 0,64
250 1,30 0,73 0,10
450 1,47 0,80 0,79

Tabela 22 - Concentracdes médias reais e respectivos valores de DPR obtidos para a
precisdo intercorridas (n=6 para cada nivel de concentracdo) quantificados por método
analitico CLAE-DAD para quantificacdo de kavaina em estudo de solubilidade.

Concentracao Concentracdo média real
tedrica ng. mL? DPR%
ng.mL? (n=6)
75 75,69 1,30
250 243,76 0,95
450 458,07 1,35

5.5.4 Exatidao

A exatidao do método desenvolvido foi avaliada por meio da analise da
exatidao intracorrida e intercorridas em trés niveis: CQB, CQOM e CQA,
respectivamente 75 pg.mL?, 250 pg.mL?, 450 pg.mLt em triplicatas. Os
resultados estdo demonstrados nas Tabelas 23 e 24.

A exatiddo do método analitico foi considerada satisfatéria, uma vez que
foram observados erros padrdes relativos inferiores a +5% para todos o0s niveis

de concentracéo.
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Tabela 23 - Erro padréo relativo obtido para o estudo de exatid&o intracorrida (n=3 para
cada nivel de concentracéo) quantificados por método analitico CLAE-DAD para
guantificacao de kavaina em estudo de solubilidade.

Conce,n'tragéo —o= —= EPR%
teorica 1° DIA 2°DIA 3°DIA
ng.mL*?

75 -1,04 1,66 0,50
250 -3,81 2,40 -3,22
450 -0,11 2,46 2,82

Tabela 24 - Concentracdo média real e erro padréo relativo obtidos para o estudo de
exatiddo intercorridas (n=6 para cada nivel de concentra¢gdo) quantificados por método
analitico CLAE-DAD para quantificacdo de kavaina em estudo de solubilidade.

Concentragéo Concentracdo média R
téorica real (n=6)
ng.mL* ng.mL* %
75 75,69 0,92
250 243,76 -2,50
450 458,07 1,79

5.6.5Limites de deteccao e quantificacéo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método analitico
foram calculados pela equacédo que leva em consideracdo os parametros da
eguacdao da reta obtida no estudo da linearidade. Os valores obtidos para o limite
de deteccdo e de quantificagdo foram, respectivamente, 0,13 ng/mL e 0,41
ng/mL.

Os valores obtidos foram inferiores ao menor ponto da faixa de trabalho,
considerados assim adequados para o método estabelecido. Os valores de LQ
calculados foram confirmados por meio da raz&o sinal/ruido igual a 12, que foi

superior ao limite minimo estabelecido.

5.6.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada utilizando andlise de comparacéo
multivariada ANOVA, em que seis condi¢des distintas foram comparadas com
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as condi¢cdes do método analitico otimizado. Os resultados estdo descritos na
Tabela 25.

Tabela 25 — Concentra¢8es de kavaina (ng/mL) obtidas para avaliagcdo da robustez do
meétodo o analitico por CLAE-DAD (n=5) para o estudo de solubilidade.

Ordem METODO Fluxo  Fluxo
DESENVOLVIDO 3 43 240A 250 0.9 1.1
1 123 115 109 101 217 220 123
2 94 99 99 82 229 267 94
3 118 87 106 110 233 281 118
4 113 123 106 117 233 284 113
5 116 176 93 81 285 285 116
Média 112,80 120,00 102,60 98,20 239,40 267,40 112,80
DPR% 9,86 28,57 6,34 16,57 10,99 10,27 9,86

Apos andlises estatisticas utilizando um p valor > 0,05, foi observado
diferencas significativas ao comparar as concentracfes obtidas pelo método
analitico desenvolvido e pelas variacdes no parametro fluxo de 0,9 mL.minte
1,1 mL.mint. O principal motivo para essa variagdo nas respostas analiticas e
conseqguentemente a concentracdo de kavaina foi a alteracdo do tempo de
retencdo e area do pico, de forma que este parametro cromatogréafico deve ser
controlado de forma adequada durante as andlises. Os resultados representados
na Figura 30 demonstram que para as demais condicfes, 0 método se mostrou

robusto.
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Figura 30 - Anélise comparativa de amostras de kavaina quantificadas pelo método
analitico CLAE-DAD para avaliacdo do parametro robustez.
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5.7 Estudo de solubilidade em equilibrio de kavaina isolada e em extrato

seco de kava-kava

A solubilidade em equilibrio do composto kavaina, isolado e na presenca
dos demais componentes do extrato seco de Piper methysticum G. Forst foi
determinada utilizando o método analitico validado por CLAE-DAD. As andlises
foram realizadas pelo método de agitacdo orbital em frasco (shake-flask), em
trés meios tamponados (pH 1,5; 4,5 e 6,8), que mimetizam os valores de pH do

TGl.

Durante o estudo, deve ser respeitada a formacdo de um sistema
heterogéneo, sendo a fase liquida composta das solu¢des tampdao, e a fase
sélida contendo analito em excesso (EMAMI, 2006; FARMACOPEIA, 2017; USP,
2017; YAZDANIAN, 2004; YU et al., 2002).

Os valores de pH de todos os meios foram aferidos no inicio e no final dos
experimentos. Nao foram observadas alteracdes que ultrapassassem a variacéo
de 0,1 unidades de pH.

Foram retiradas aliquotas para avaliacdo da solubilidade nos tempos de
1, 4,6, 12, 24 e 36 horas, para 0 composto kavaina isolada e na presenca de
extrato seco de Piper methysticum G. Forst (n = 3). As amostras foram injetadas
e analisadas por CLAE-DAD. Os resultados foram tratados por ANOVA,

utilizando um intervalo de confianca de 95%. Os graficos de solubilidade de
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kavaina isolada e em extrato de kava-kava estdo demonstrados nas Figuras 31

e 32, respectivamente.

Foi observado que a solubilidade de kavaina isolada no pH 1,2 se
manteve constante nas primeiras 24 horas. Foi observado um decréscimo da
solubilidade na analise de 36 horas, que pode ser um indicio de degradacao ou
pode ter ocorrido algum erro experimental. No meio pH 4,5, ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas entre os resultados obtidos
em todos os tempos de coleta, indicando que o equilibrio foi mantido durante as
36 horas de analise. No meio pH 6,8, os resultados foram mais variaveis ao longo
do tempo, entretanto ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os tempos de coleta, excetuando a comparagdo dos tempos
12 horas e 36 horas. Os resultados indicaram que foi atingido um equilibrio de
solubilidade do composto analisado, que foi alcancado rapidamente, persistindo

por pelo menos 24 horas.
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Figura 31- Avaliacéo da solubilidade de kavaina isolada em meios tamponados pH 1,2;

pH 4,5 e pH 6,8.
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Nas analises envolvendo o extrato seco kava-kava, foi observado que a
kavaina em meio tamponado pH 1,2 apresentou valores mais heterogéneos ao
longo do tempo. Foi observada diferenca estatisticamente significativa na
comparacao dos resultados obtidos em diferentes tempos, principalmente em

relacdo a 1 e 12 horas. Entretanto, foi observada a auséncia de diferenca
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estatisticamente significativa nas comparacdes entre os tempos 24 horas e 36
horas.

Nas analises em tampéao pH 4,5, ndo foi observada diferenca estatistica
entre os todos os tempos avaliados, indicando que a solubilidade foi mantida
durante as 36 horas de analise. No meio tamponado pH 6,8, ndo foi observado
diferenca estatistica na maioria tempos avaliados, com excec¢éo dos tempos 24
e 36 horas. Os resultados indicaram o estabelecimento de um equilibrio de
solubilidade do composto analisado, que foi alcancado de forma mais
significativa a partir das 6 horas.

Figura 32 - Avaliacdo da solubilidade de kavaina em extrato seco de kava-kava em meios
tamponados pH 1,2; pH 4,5 e pH 6,8.
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Curvas com as médias de solubilidade dos compostos kavaina isolada e
na presenca do extrato seco de kava-kava foram plotadas e representadas na
Figura 33. Nao foi observada grande variacdo nos valores de solubilidade de
kavaina em funcdo do pH do meio. Tal observagcédo pode ser justificada pela
auséncia de grupos ionizaveis na estrutura quimica da kavaina, de forma que o

pH nao exerceu influéncia significativa na sua solubilidade em meio aquoso.

Figura 33- Avaliacdo da solubilidade em equilibrio das amostras contendo kavaina
isolada e na presenca de extrato seco de kava-kava em meios tamponados.
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De maneira geral, os extratos secos de kava-kava apresentaram uma
solubilidade de kavaina superior quando comparada ao composto isolado. A

kavaina na presenca do extrato seco de kava-kava em meio tamponado pH 4,5
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foi a condicdo com maior solubilidade (27,18 + 6,71 pg/mL). Os resultados estao

representados na Tabela 26.

Tabela 26 — Valores médios de solubilidades obtidos para kavaina nos meios
tamponados pH 1,2; pH 4,5 e pH 6,8.

Condicgéo pH

1,2

Kavaina Isolada 4,5

6.8

1,2

Kavaina em extrato 45
de kava-kava

6,8

Solubilidade média

(ng.mL™)

22,88
10,38
20,75
20,68
27,18
23,45

Desvio padréo

11,87
5,70
8,91
9,03
6,71

10,19

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente por ANOVA, com

intervalo de confianca de 95%. As diferencas ndo foram estatisticamente

significativas, excetuando as comparacdes entre kavaina isolada e no extrato em

meio tamponado pH 4,5. Os resultados podem ser observados na Figura 33.

Figura 33 - Comparacéo dos resultados obtidos no estudo de solubilidade em equilibrio
entre kavaina isolada e na presenca do extratos seco de kava-kava, nos meios pH 1,2; pH

60

40+ *

20

Concentracado (ug.mL™)

4,5 e pH 6,8.

EONENN

pH 1,2 kavaina isolada
pH 4,5 kavaina isolada
pH 6,8 kavaina isolada
pH 1,5 Kavaina em extrato
pH 4,5 Kavaina em extrato
pH 6,8 Kavaina em extrato

As plantas possuem grande variedade de metabdlitos secundarios como

por exemplo, saponinas, que se caracterizam por apresentar um comportamento

anfifilico, agindo como um detergente ou tensoativo e podendo contribuir para a
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solubilizagédo de componentes dos extratos em meios aquosos (ELISABETSHY,
2001).

Outro fator que pode justificar a maior solubilidade da kavaina no extrato
em comparacdo ao composto isolado é o uso de solventes organicos nos
processos extracdo e manufatura dos extratos seco de kava-kava e também no
processo de sintese da kavaina comercializada como padrdo analitico,
empregado neste estudo. Diferencas nos solventes, nos processos de extracao
ou sintese podem estar relacionadas a processos de recristalizacdo distintos,
levando a diferencas no polimorfismo da molécula de kavaina, e
consequentemente, na sua solubilidade.

Em trabalhos de Keledjian e colaboradores (1988), foi observada maior
acao no sistema nervoso central do extrato de kava-kava, em comparacao as
kavalactonas isoladas. Esse efeito foi justificado pela maior competicdo dos
componentes do extrato por sitios de ligacdo plasmatica, deixando uma maior
guantidade de moléculas biodisponiveis para atravessar a barreira
hematoencefalica e induzir efeitos neurolégicos (KELEDJIAN et al., 1988).

Citando o estudo farmacocinético realizado por Ferreira e colaboradores
(2020), no qual foi verificada maior biodisponibilidade de kavaina apoés
administracdo do extrato seco de kava-kava em comparacdo ao composto
isolado, verifica-se com os resultados do presente trabalho que tal variagcdo nao
pode ser atribuida & maior solubilizagdo de kavaina no meio fisiolégico quando
0 composto se encontra inserido na matriz vegetal da kava-kava.

Estudos de Ulbricht e colaboradores (2005) avaliaram a maior dose diaria
tolerada do extrato de kava-kava e verificaram que 300 mg é uma dose eficaz
para obtencdo do efeito farmacologico desejado, sem inducdo de efeitos
adversos (ULBRICHT et al., 2005). Baseado neste valor e considerando o teor
de kavaina de 10% (p/p) no extrato seco empregado no ensaio, determinou-se
a dose maxima diaria de kavaina como 30 mg. Assim, foi calculada a razéo
dose/solubilidade (D/S) e os resultados obtidos para cada condicdo estédo
descritos na Tabela 27.
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Tabela 27 - Calculo da razdo D/S de kavaina obtida nos meios pH 1,2; pH 4,5 e pH 6,8.

ot oH Concentracdo média do estudo de Raz&o D/S (mL)
¢ solubilidade (mg. mLY)
1,2 0,023 1311,2
Kavaina Isolada 4,5 0,010 2888,7
6,8 0,021 1445,4
1,2 0,021 1450,5
Kavaina em extrato
4,5 0,027 1103,7
de kava-kava
6,8 0,023 1279,3

Os resultados de razao D/S demonstraram valores acima de 250 mL em
todas as condicdes avaliadas. Deste modo, o composto kavaina tanto isolado
guanto na presenca dos demais componentes do extrato seco de kava-kava

pode ser considerado como de baixa solubilidade.

Por fim, tendo como base os resultados obtidos nos estudos de
permeabilidade intestinal e solubilidade em equilibrio desenvolvidos no presente
estudo, a kavaina, tanto isolada quanto inserida na matriz vegetal da kava-kava,
pode ser classificada como Classe Il do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica, ou seja, um composto de alta permeabilidade e baixa
solubilidade. Assim, pode-se inferir que os fatores limitantes para a absorcéao da
kavaina séo a velocidade de dissolucao e o esvaziamento gastrico (AMIDON et
al., 1995).
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6. CONCLUSAO

Os métodos por CLAE-DAD desenvolvidos e validados no presente
trabalho apresentaram resultados satisfatorios, sendo considerados lineares,
precisos, exatos, seletivos e com sensibilidade adequada. Tais métodos foram
aplicados com sucesso nos estudos de permeabilidade e solubilidade em

equilibrio desenvolvido no trabalho.

O estudo de citotoxicidade demonstrou que as células Caco-2
continuaram viaveis nas condi¢des e concentracdes de kavaina empregadas no
estudo. Os resultados do estudo de permeabilidade em células Caco-2
demonstraram que tanto kavaina isolada quanto na presente no extrato seco de
kava-kava apresentaram valores elevados de permeabilidade, sem mecanismo

de efluxo significativo.

Por sua vez, os resultados da solubilidade em equilibrio indicaram maior
solubilidade de kavaina presente no extrato, mas sem diferenca significativa em
relacdo aos valores de solubilidade obtidos para o composto isolado. Como a
razdo D/S foi superior a 250 mL em todos os meios avaliados, a kavaina pode
ser considerada um composto de baixa solubilidade, sendo a sua dissolucdo no

meio fisioldgico o fator limitante para a absorcéo.

O presente trabalho trouxe informacdes e contribuicdes importantes sobre
as caracteristicas biofarmacéuticas de kavaina, tanto isolada como inserida na
matriz vegetal de kava-kava, contribuindo para a elucidacdo dos processos

envolvidos na absorcéo e farmacocinética deste marcador quimico.
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