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RESUMO

Os suplementos alimentares e compostos emagrecedores a base de extratos
vegetais tém uso muito difundido e indiscriminado, principalmente pela diversidade
de produtos disponiveis e facilidade de acesso aos mesmos, aliada a falsa crenca
popular de que “o que € natural ndo faz mal”. Produtos contendo a associacao de p-
sinefrina, efedrina, salicina e cafeina sao amplamente consumidos pela populacéo.
Entretanto, a efetividade e, sobretudo, a seguranca da associagcdo dessas
substancias ainda ndo € conhecida, visto que estudos sobre o sinergismo
farmacolégico e toxicolégico dessa associacao ainda sao praticamente inexistentes.
Logo, o objetivo deste trabalho foi elucidar o perfil toxicolégico agudo e subcroénico,
incluindo avaliacdo do estresse oxidativo e de alteracdes fisioldgicas, bem como o
desenvolvimento de metodologias que permitam analisar e quantificar o teor dessas
substancias nos produtos comerciais. Para avaliagcao da toxicidade aguda, doses de
300, 350 e 400 mg/kg da associacao de p-sinefrina, efedrina, salicina e cafeina
(10:4:6:80) foram testadas via oral em camundongos machos e fémeas. Foi possivel
observar reducdo da atividade locomotora, ptose (em todas as doses em ambos 0s
sexos), convulsdes (350 mg/kg em fémeas e 400 mg/kg em machos e fémeas), além
de salivacao, agitacao, piloerecdo em fémeas, bem como mortes em machos (350 e
400 mg/kg) oriunda de hemorragia cardiopulmonar. Reducdo na atividade
locomotora foi confirmada através do teste de atividade locomotora espontinea em
machos que mostrou diminuicao significativa (p<0,01) em todos os grupos tratados,
sendo o mesmo resultado observado quando do teste de temperatura corporal,
havendo decréscimo da mesma em todas as doses testadas. O teste de rota-rod
mostrou ocorréncia de neurotoxicidade em machos tratados com 400 mg/kg. A DLso
da mistura foi estimada entre 350 e 400 mg/kg. No teste de avaliagdo da toxicidade
subcrbnica, ratos machos e fémeas foram tratados por via oral com a mesma
mistura por 28 dias consecutivos nas doses de 50, 75, 100 e 150 mg/kg. Avaliagcbes
hematoldgicas, bioquimicas e de marcadores de estresse oxidativo foram realizadas,
observando-se ocorréncia de peroxidacao lipidica e de dano hepatico e renal em
ratos machos (100 e 150 mg/kg), além de diminuicdo da GSH em todos os machos
tratados. Nas fémeas nao houve indicacdo de estresse oxidativo, mas sim,
ocorréncia de alteracdes hepaticas ndao conclusivas. O diferente perfil de toxicidade

apresentado por machos e fémeas sugere influéncia hormonal sobre os efeitos

XVII



farmaco-toxicolégicos da mistura. Os resultados obtidos mostraram que a
associacdo de p-sinefrina, efedrina, salicina e cafeina, nas doses testadas,
apresenta consideravel perfil de toxicidade, tanto agudo quanto subcrénico,
indicando a necessidade de testes toxicolégicos mais detalhados para total
elucidacao dos efeitos, incluindo avaliagcoes relacionadas a influéncia da presenca
de estrogénio, avaliacbes que permitam periodos mais longos de exposicdo e
avaliacao de outros marcadores de estresse oxidativo, visto o grande numero de
acidentes toxicolégicos relatados apds utilizacdo de suplementos alimentares e
compostos emagrecedores cujas formulagdes frequentemente contém essa
associacdo de substéncias. Com base no desenvolvimento da metodologia de
analise, a extracao em fase solida com cartuchos de troca ibnica SCX, seguida de
extraccao liquido-liquido com cloroférmio, subsequente reacao de derivatizagdo com
anidrido trifluoroacético e posterior analise em CG/DIC (e GC/EM para confirmacéo)
pode ser considerada uma alternativa promissora para analisar simultaneamente
sinefrina, efedrina e cafeina em suplementos alimentares e compostos
emagrecedores. O método por CG/DIC foi validado pela definicdo da faixa de
linearidade para as substancias (50, 100, 200, 500, 1000 e 2000 ug/mL para
octopamina efedrina e p-sinefrina e 250, 500, 1000, 2500, 5000 e 10000 ug/mL para
cafeina), limite de deteccao, limite de quantificacédo, precisao, exatidao, seletividade,
especificidade e robustez. O método de andlise desenvolvida pode ser utilizado no
controle de qualidade de produtos, para identificar e quantificar estas substancias

em uma ampla variedade de matrizes.

Palavras-chave: p-sinefrina, efedrina, salicina, cafeina, compostos emagrecedores,

avaliagao toxicologica.
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ABSTRACT

Dietary supplements and weight loss compounds plant-based are indiscriminate and
widespread use, mainly for the diversity of products available and easy acess to
them, coupled with the false popular belief that “what is natural does not hurt”.
Products containing p-synephrine associated to ephedrine, salicin and caffeine are
largely consumed. However, the effectiveness and safety of this mixture is still
unknown, since studies about pharmacological and toxicological synergism are still
nonexistent. Therefore, the aim of this study was evaluate the acute and subchronic
toxicological profile, including assessment of oxidative stress physiological
alterations, as well as the development of methodologies to analyze and quantify
these substances in commercial products. To acute toxicological evaluation, 300,
350 and 400 mg/kg doses of association of p-synephrine, ephedrine, salicin and
caffeine (10:4:6:80 w/w) were tested by oral gavage in male and female mice and
was possible to observed a reduction in locomotor activity and ptose (in all treated
groups for both male and female mice), seizures (8350 mg/kg in female and 400
mg/kg in male and female), besides salivation, agitation and piloerection in female.
Deaths occurred in male (350 and 400 mg/kg) and necropsy showed
cardiopulmonary hemorrhage. The decrease in locomotor activity was confirmed
throught the spontaneous locomotor activity, in which the number of crossings
significantly decreased (p<0.01) in all treated groups, being the similar result
obtained in body temperature evaluation, reducing in the all same doses. The rota-
rod test showed neurotoxicity in male treated with 400 mg/kg. The LDs, of the mixture
was estimated between 350 and 400 mg/kg. In subchronic toxicity evaluation, male
and female rats were treated by oral gavage with the mixture for 28 consecutive days
at doses of 50, 75, 100 and 150 mg/kg. Hematological, biochemical and oxidative
stress biomarkers were performed and showed lipid peroxidation, and hepatic and
renal damages in male rats (100 and 150 mg/kg) and reduction in GSH levels and all
treated male groups. In females, there were no indications of oxidative stress, but
were observed not conclusive hepatic enzyme changes. The different toxicity profile
displayed by male and female rats suggests hormonal influence in mixture effects. All
the results obtained showed that the association of p-synephrine, ephedrine, salicin
and caffeine in tested doses has considerable toxicity both acute and subchronic

profiles, indicating the need of more detailed investigations for elucidate all the
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effects, including assessments related to protector role of estrogen, and more long-
term studies of exposure, besides evaluations of more oxidative biomarkers, since
the large number of toxicological report cases related to these products whose
formulations usually contain these substances’s combination. On the basis of
analytical methodology development, the SPE with SCX stationary phases followed
by liquid-liquid extraction with chloroform and subsequent derivatization with
anhydride trifluoroacetic and GC/FID (and GC/MS confirmation) analysis can be
considered a promising alternative to analyze simultaneously synephrine, ephedrine
and caffeine in supplements and weight loss products. The GC/FID method was
validated by defining the linearity (50, 100, 200, 500, 1000 and 2000 pg/mL to
ephedrine, octopamine and p-synephrine and 250, 500, 1000, 2500, 5000 and 10000
Hg/mL to caffeine), limit of detection, limit of quantification, precision, accuracy,
selectivity, specificity and robustness. The analysis method developed can be used
in quality control to identify and quantificate these substances in a wide range of

matrices.

Keywords: p-synephrine, ephedrine, salicin, caffeine, weight loss products,

toxicological evaluation.
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1. INTRODUCAO




O uso exponencial e indiscriminado de suplementos alimentares e compostos
emagrecedores a base de p-sinefrina associada a efedrina, salicina e cafeina
representa uma grande problematica a populacdo e aos 6rgaos regulatérios
nacionais e internacionais, uma vez que o incremento e disseminacao de produtos
no mercado sdo mais céleres do que o desenvolvimento de estudos cientificos que
comprovem e garantam sua eficacia e seguranca de uso (SCHMITT et al., 2012).

A obesidade, que se constitui em um grave problema de saude publica, aliada
ao culto social a magreza, gera uma busca desenfreada por formulagbes que
contenham substancias ditas emagrecedoras. Com isso, a populagédo passa a fazer
uso de produtos contendo substancias e/ou associagdo de substancias que nao
possuem nenhum respaldo cientifico no que tange a seguranca e eficacia. E nesse
contexto, destacam-se os suplementos alimentares e compostos emagrecedores a
base de extratos vegetais, cuja utilizacdo é sustentada na falsa premissa popular de

que “o que é natural ndo faz mal”.

Dentre os produtos a base de plantas empregados para emagrecimento e
tratamento da obesidade, destacaram-se aqueles contendo efedrina (Ma Huang,
Ephedra sp.). Entretanto, em abril de 2004, o Food and Drug Administration (FDA)
proibiu a venda de suplementos alimentares contendo alcaloides da efedra nos
Estados Unidos (BENT et al., 2004), devido a associagao do seu uso com problemas
cardiacos, psiquiatricos, derrames cerebrais e hipertensao (HALLER e BENOWITZ,
2000; SAMENUK et al., 2002; FUGH-BERMAN e MYERS, 2004; BOUCHARD et al.,
2005).

A efedrina é uma amina simpatomimética de uso muito difundido em
suplementos dietéticos e compostos emagrecedores. Apds ser associada a diversos
episddios de reagdes adversas, foi sendo progressivamente substituida por
substancias como a p-sinefrina (FUGH-BERMAN e MYERS, 2004, BOUCHARD et
al., 2005), cuja principal fonte sdo os frutos imaturos de Citrus aurantium L. utilizado
na forma de extrato seco padronizado. Apesar de fabricantes de produtos
emagrecedores afirmarem que esta substéancia é livre de efeitos adversos como os
observados para efedrina, varios relatos na literatura associaram a utilizacéo de p-
sinefrina e/ou extratos enriquecidos de C. aurantium com a ocorréncia de alteracdes

cardiacas, convulsdes, hipertensao, tonturas, insénia, dentre outros. Entretanto,



estudos realizados por Arbo e colaboradores (2008, 2009a, 2009b) mostraram que a
p-sinefrina e extratos de C. aurantium apresentaram baixa toxicidade, mesmo
quando testados em altas doses. Nao foram observadas a ocorréncia de mortes,
danos cardiacos, hepaticos ou renais nos animais submetidos a testes de toxicidade
aguda e subcrbnica, levando a crer que os relatos de toxicidade que se tinham até
entdo poderiam estar relacionados ao uso simultaneo de C. aurantium/p-sinefrina
com outras substancias de carater estimulante que, quando utilizadas
concomitantemente, podem potencializar suas acbes, tanto em termos de
estimulacdo quanto de efeitos adversos. Dentre elas, destacam-se a salicina, a
cafeina e a prépria efedrina, principalmente na forma de extrato seco padronizado
de suas fontes naturais, que sdo encontrados em uma vasta gama de produtos
disponibilizados no mercado (BREUM et al., 1994; HALLER et al., 2002). Em estudo
recente realizado nos Estados Unidos, aproximadamente 75% dos consumidores de
suplementos alimentares admitiu usar produtos contendo C. aurantium/p-sinefrina
associada a outros estimulantes como cafeina, guarana, noz-de-cola, cha-verde,
teofilina e teobromina (BLANCK et al., 2007).

Nesse contexto, considerando-se a facilidade de acesso e a diversidade de
suplementos alimentares e compostos vegetais emagrecedores disponiveis, aliada a
escassez de dados conclusivos na literatura a respeito de sua eficacia e seguranca
torna justificavel o estudo do perfil toxicol6gico agudo e subcrdnico da associacao de
p-sinefrina com efedrina, salicina e cafeina, bem como a validagdo de metodologia
que permita andlise e quantificacdo simultanea do teor destas substancias nos
produtos. O tema proposto é de suma importancia pelo seu valor contributivo ao
meio cientifico e a saude da populacao, fornecendo maior embasamento e subsidios
que ajudem a promover 0 uso racional e mais seguro desses produtos de uso tao
difundido, comercializados em farmacias de manipulacao, drogarias, sites de venda

livre na internet e até mesmo em supermercados.



2. OBJETIVOS




2.1. Objetivo geral

Realizar a avaliacao toxicologica in vivo da mistura de p-sinefrina, efedrina,

salicina e cafeina, além de estabelecer e validar metodologia analitica para

determinacao e quantificacdo simultanea dessas substancias em suplementos

alimentares e compostos emagrecedores por cromatografia a gas com detector de

ionizacao de chamas (CG/DIC) e confirmacado com detector de massas (CG/EM).

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a toxicidade aguda da associacao de padrdes de p-sinefrina, efedrina,

salicina e cafeina em camundongos

Determinar os efeitos dos padroes de p-sinefrina, efedrina, salicina e cafeina
associados sobre a atividade locomotora de camundongos através do teste
de neurotoxicidade por desempenho no rota-rod e avaliacdo da atividade

locomotora espontanea.

Avaliar a toxicidade subcrénica de padroes de p-sinefrina, efedrina, salicina e
cafeina associados em ratos, incluindo a avaliacao hepatica, renal e cardiaca,
através da determinacdo sérica de transaminases (aspartato e alanina
aminotransferases), creatinina e creatina quinase (CK), respectivamente,
avaliacdo hematoldgica através da determinacdo de hemoglobina e
hematécrito e avaliagdo dos efeitos sobre marcadores do estresse oxidativo
como malonildialdeido (MDA) e glutationa reduzida (GSH), sobre enzimas
antioxidantes como glutationa peroxidase (GPx).

Estabelecer e validar metodologia para quantificacdo simultanea de p-
sinefrina, efedrina, salicina e cafeina em extratos vegetais, suplementos
alimentares e compostos emagrecedores por CG/DIC e confirmagdo por
CG/EM, incluindo a padronizacdo de etapas de preparo das amostras como

extracdo em fase solida e derivatizacao.



3. REVISAO DA LITERATURA




3.1 Obesidade e perda de peso

A obesidade é um grave e impactante problema de saude publica (KALMAN
et al., 2000). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, é uma doenca crénica
prevalente em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, com maior ocorréncia
nos Estados Unidos (EUA) e Europa (WHO, 1995, 2007). Estima-se que, somente
nos EUA, os custos diretos com a obesidade cheguem a US$ 70 bilhdes ou 6,8% do
gasto total anual em saude (WHO 2007). Sua prevaléncia vem aumentando em
quase todos os paises, a ponto de ser considerada, atualmente, uma epidemia
mundial de grandes propor¢cées (MOKDAD et al., 1999; WHO 2009).

Este aumento, particularmente nas ultimas décadas, ocorreu claramente no
Brasil. Segundo o IBGE, em 2007, 8,9% dos homens e 13,1% das mulheres eram
obesas e cerca de 38,8 milh6es de individuos estavam acima do peso,
correspondendo a 40,6% da populacao adulta do pais (IBGE, 2007). Dados recentes
indicam aumento no indice de adultos obesos, chegando a 13,9% da populacado. Um
levantamento do Ministério da Saude aponta que, entre 2006 e 2009, a propor¢céao de
pessoas com excesso de peso subiu de 42,7% para 46,6%. O percentual de obesos
cresceu de 11,4% para 13,9% no mesmo periodo. A pesquisa mostra que 51% dos
homens e 42,3% das mulheres tém excesso de peso. A ocorréncia do problema esta
relacionada a fatores genéticos, mas ha uma influéncia significativa do sedentarismo
e de padrées alimentares inadequados. Entre os homens, a situacdo é mais comum
a partir dos 35 anos, mas chega a 59,6% de 55-64 anos. Na populacédo feminina, o
indice mais que dobra na faixa etaria dos 45 aos 54 anos (52,9%) em relacédo a 18-
24 anos (24,9%). Ja a prevaléncia da obesidade entre homens quase triplica do
grupo etario de 18 a 24 anos (7,7%) para 55 a 64 anos (19,9%). Quando se leva em
consideracao somente mulheres, o indice aumenta mais de trés vezes na
comparagao das duas faixas etarias: de 6,2% para 21,3% (BRASIL, 2006, 2009,
2010).

Estes indices, associados aos conceitos muitas vezes equivocados de culto a
magreza e saude, desencadeiam uma busca crescente por terapias alternativas que
auxiliem ou promovam a perda de peso. Neste contexto, os produtos ditos naturais
destacam-se na preferéncia da populacdo, uma vez que podem ser facilmente
adquiridos e carregam um mitolégico estigma de seguranca, de que substancias
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naturais podem ajudar a queimar calorias sem causar alteracbes e danos no
organismo. Dentre as formulacdes comerciais de produtos para emagrecer,
encontram-se 0s suplementos alimentares e compostos emagrecedores a base de
extratos vegetais (MORO e BASILE, 2000; LINK et al., 2006).

3.2 Suplementos alimentares e compostos emagrecedores

Conceitualmente os suplementos alimentares sao produtos com vitaminas,
minerais, plantas e substancias derivadas de plantas, aminoacidos e concentrados
metabdlitos, bem como constituintes e extratos dessas substancias, consumidos
com o objetivo de melhorar a saude e prevenir doencgas (FDA, 1998). Estes produtos
eram utilizados inicialmente por pessoas com atividade fisica intensa que néao
conseguiam suprir suas necessidades nutricionais somente com a alimentagao e/ou
como coadjuvantes para incrementar o desempenho de atletas profissionais
(GARCIA e NAVARRO, 1991).

Atualmente, seu uso esta tdo difundido entre a populacdo em geral que os
suplementos alimentares vém sendo utilizados indiscriminadamente para perda de
peso e ganho de massa muscular, sendo comercializados na forma de tabletes,
capsulas, pos, géis, gel capsulas e liquidos. De acordo com a legislacao vigente,
ndo sao considerados medicamentos e, por isso, podem ser adquiridos ou
dispensados livremente em varios locais como academias, supermercados,
farmacias, lojas especializadas no ramo e até mesmo por meio da internet
(KURTZWEIL, 1998; LINCK et al., 2006).

Preocupada com o crescente consumo destes produtos, o FDA divulgou, em
1998, alguns suplementos a base de plantas, associados com risco a saude
humana, destacando-se aqueles a base de efedra (Ma Huang, Ephedra sp.) ou
efedrina, seu principal ingrediente ativo, devido a associagao clinica de seu uso com
severos efeitos adversos, incluindo episodios de hipertensdo, dores de cabeca,
problemas cardiovasculares, isquemia, danos no sistema nervoso central, problemas
psiquiatricos e até morte (HALLER e BENOWITZ, 2000; SAMENUK et al., 2002;
FUGH-BERMAN e MYERS, 2004; BOUCHARD, 2005). Em 2004, a venda de
suplementos alimentares contendo efedrina foi banida em alguns paises (BENT et
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al., 2004 GROLLMAN, 2005; HAAZ, 2006). Estima-se que nesta época, 2 milhdes de
adultos utilizavam diariamente produtos contendo efedra/efedrina nos EUA (BENT et
al., 2004).

No Brasil, o0 mercado de suplementos alimentares movimentou valores em
torno de 500 milhdes de ddlares no ano de 2000 e estima-se que os numeros atuais
sejam bem mais expressivos. As formulacdes a base de efedra/efedrina ndo sao
proibidas, mas tem sua venda regulamentada pela Portaria 344/1998 — Lista D1 de
substancias precursoras (BRASIL, 1998). A legislacao brasileira considera a
efedrina, assim como seus sais isbmeros, substancias sujeitas a controle especial.
De acordo com a Portaria n° 169 de 2003 do Ministério da Justica, as atividades de
compra, venda, fabricacao, transporte e armazenamento de efedrina, pura ou em
misturas, a partir de qualquer quantidade ou concentracdo, estdo sujeitas a controle
pela Policia Federal, que concede autorizagdo para comercializagdo. Contudo, o
comércio ilegal destes produtos é frequente devido a auséncia de fiscalizacao. Para
a legislacao brasileira, somente é permitida a venda de suplementos vitaminicos e
minerais com o objetivo de nutrir, como uma complementagédo da dieta alimentar, o

gue nao se aplica a utilizagdo atual destas substancias.

A industria de suplementos alimentares e compostos emagrecedores, que se
constitui como um empreendimento multimilionario em todo mundo, desenvolveu
estratégias comercias para manutencdo de sua lucratividade. Prospectou no
mercado produtos reformulados e comercializados como “efedra free”, substituindo a
efedrina por um analogo estrutural, a p-sinefrina ou por extratos de Citrus aurantium,
uma de suas principais fontes naturais, prometendo a manutencdo dos efeitos
emagrecedores e supressores de apetite, mas sem os efeitos prejudiciais da
efedrina (GROLLMAN, 2005). Seu uso em formulagdes emagrecedoras foi baseado
em uma suposta estimulacao especifica de receptores 33 adrenérgicos encontrados
principalmente em adipécitos e no figado, que quando estimulados, causam
aumento na taxa metabdlica e temperatura corporal a nivel central, levando a
aceleracao do gasto calérico e queima de gordura (BRAY e RYAN, 1997). Contudo,
sua efetividade na perda de peso ainda € controversa (FUGH-BERMAN e MYERS,
2004; BENT et al., 2004; ARBO et al., 2008).

Varios suplementos alimentares e compostos emagrecedores encontrados

contém a associacao de p-sinefrina (C. aurantium) com os mais diversos tipos de

13



substancias. Dentre as mais frequentes estdo a cafeina (Paullinia cupana, Cola
nitida, Cola acuminata, Camelia sinensis), salicina (Salix sp.) e até mesmo a efedrina
(Ma Huang, Ephedra sinica, Sida cordifolia). Mesmo que a efedrina tenha sido
proibida ou restringida em varios paises (FUGH-BERMAN e MYERS, 2004),
continua sendo encontrada em alguns produtos através de acréscimo nao declarado

e adulteracoes, para melhorar a eficiéncia dos produtos.

A composicdo das formulacbes de suplementos alimentares e compostos
emagrecedores disponiveis para comercializacdo é bem variavel e complexa.
Diversas substancias sdo associadas a fim de tornar os produtos mais eficazes e
com melhor desempenho. E comum encontrarmos formulagdes que incluem também
farmacos e outros produtos com finalidades terapéuticas diversas, tais como
diuréticos, laxantes, digitalicos, antidepressivos, calmantes, estimulantes do
horménio da tiredide e redutores de apetite. A possibilidade de variagdo nas
associacdes permite que a industria disponibilize uma maior diversidade de produtos
no mercado, na tentativa de melhor se adequar as diferentes necessidades dos
consumidores, bem como possibilita 0 aumento de lucratividade.

3.3 Aspectos relevantes sobre p-sinefrina, efedrina, cafeina e salicina

3.3.1 Citrus aurantium e p-sinefrina

Citrus aurantium L. (Rutaceae) é conhecida popularmente como laranjeira-
amarga, laranjeira-azeda, laranjeira-cavalo e laranjeira-de-Sevilha, e na medicina
tradicional chinesa, seus frutos imaturos sdo conhecidos como “zhi shi” e utilizados
como estimulante da funcao gastrintestinal e ténico geral (BOUCHARD et al., 2005).
Na regiao do mediterraneo, os frutos de C. aurantium sao utilizados desde os
tempos medievais como estimulante cardiaco e vascular, digestivo, estomaquico,
sedativo, tranquilizante, colagogo, estimulante do apetite, tbnico em geral, além de
antidoto contra venenos (ARIAS e RAMON-LACA, 2005). O éleo essencial obtido
das cascas de frutos de C. aurantium ja teve suas propriedades ansioliticas
demonstradas anteriormente por Carvalho-Freitas e Costa (2002) e Pultrini e
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colaboradores (2006), sendo empregada para curar ou aliviar insénia, tratar

nervosismo, ansiedade e histeria.

Atualmente, o interesse pelos frutos verdes de C. aurantium tem crescido
devido ao seu uso em produtos emagrecedores de origem vegetal. Seu fruto seco
imaturo contém aproximadamente 10% de flavondides e inumeras feniletilaminas,

que incluem metiltiramina, octopamina e, sobretudo, p-sinefrina (HAAZ et al., 2006).

A sinefrina é uma amina quiral presente na natureza apenas na forma (R)-(-)-
p-sinefrina (ou Fsinefrina) (ARAI et al, 1997). Os seus enantibmeros possuem
atividades farmacoldgicas distintas nos receptores adrenérgicos. A forma isomérica
R-(-)- apresenta uma atividade cerca de duas vezes maior do que o isbmero S-(+)
(PELLATI et al, 2005). Devido ao seu interesse farmacol6gico, também é
comercializada na forma racémica como farmaco sintético, sob o nome de oxedrina
(HAAZ et al., 2006), com atividades vasoconstritora e relaxante da musculatura
brénquica (KUSU et al, 1996; MATTOLI et al., 2005). Tem sido usada como
descongestionante nasal e na forma de colirio (REYNOLDS, 1993). Ha relatos da
atividade antidepressiva da p-sinefrina em modelos animais (SONG et al., 1996; KIM
et al., 2001).

Do ponto de vista estrutural, dependendo da posi¢cao do substituinte —OH, sao
possiveis trés isbmeros de posicao para sinefrina: orto, meta e para (Figura 1)
(PENZAK et al., 2001; PELLATI et al,, 2005). Quimicamente, p-sinefrina é muito
similar a outras aminas simpatomiméticas como a efedrina. Apenas duas
caracteristicas quimicas as distinguem: um dos carbonos do anel é hidroxilado (OH
substitui H) e um dos grupos metila (CH3) da cadeia lateral é substituido por
hidrogénio (H) (Figura 1).

A literatura é divergente em relacao aos isbmeros posicionais presentes no C.
aurantium. Alguns autores afirmam que nos frutos apenas a p-sinefrina esta
presente (FUGH-BERMAN e MYERS, 2004; ARBO et al., 2008); enquanto outros
atestam a concomitante ou exclusiva presenca de m-sinefrina (PENZAK et al., 2001;
GREENWAY et al,, 2006). Quanto a o-sinefrina, sua existéncia na natureza ainda
nao foi relatada, resultando apenas de sintese quimica e néo é utilizada na perda de
peso (SANTANA et al., 2008).
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Embora a literatura cientifica atual nao apresente um consenso sobre a
ocorréncia da m-sinefrina nos frutos de C. aurantium, alguns suplementos
alimentares contém este isbmero (PENZAK et al., 2001; BENT et al., 2004; ALLISON
et al., 2005; HAAZ et al., 2006; GREENWAY et al., 2006), advindo de fonte natural
ou sintética. Considerando que a m-sinefrina é mais potente do que a p-sinefrina na
estimulacdo adrenérgica, ndo se descarta a possibilidade de adulteracdo dos
produtos ditos naturais com este isébmero visando efeitos mais significativos
(ALLISON et al., 2005; SANTANA et al., 2008).

OH OH H OH T
|
N HO N
C{)V “on ~CHa
o-sinefrina Fenilefrina (m+sinefrina)
OH |-|| OH IT
N N
“CHa "“CHs
CH,
HO — .
p-sinefrina Efedrina

Figura 1. Estruturas quimicas dos isémeros posicionais da sinefrina (orto, meta e para) e da efedrina.

A sinefrina € uma amina de estrutura quimica similar a outros agonistas
adrenérgicos como adrenalina, noradrenalina, anfetamina, fenilpropanolamina e
efedrina (Figura 1 e 2). Estes compostos tém em comum um anel aromatico com
uma cadeia lateral etilamina substituida. A hidroxilacdo do anel, somente em uma
posicao, sugere que nao sejam degradadas pela catecol-o-metiltransferase, o que
permitiria uma maior duracao de acdao (BOUCHARD et al., 2005). As substituicdes
no anel aromatico, no carbono B € no grupo aminico da cadeia lateral permitem que
a sinefrina seja um potente agonista a e B adrenérgico. Ao mesmo tempo, a
introducao de grupos hidroxila no carbono B e no anel aromatico diminui a sua
capacidade de penetracdo no SNC, uma vez que aumentam a polaridade da
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molécula. A hidroxilacdo na posicdo 4 do anel aromatico determina uma menor
atividade adrenérgica da p-sinefrina se comparada ao isbmero meta substituido
(BROWN et al., 1988; STRADER et al., 1989).

OH T OH
HO N HO NH
\CHS 2
HO HO
Epinefrina Norepinefrina
OH T
CH N
: ~CH,
NH
2
HO
Anfetamina p-Sinefrina
OH
OH T
CH
3 N\
CHj
NH
z CHj

Fenilpropanolamina Efedrina

Figura 2. Estruturas quimicas de compostos com semelhanga estrutural: adrenalina, noradrenalina,

anfetamina, p-sinefrina, fenilpropanolamina e efedrina.

Em relacdo a sintese da sinefrina (Figura 3), endogenamente ocorre apés a
descarboxilagdo da tirosina em tiramina, que, por sua vez, € convertida em N-
metiltiramina e posteriormente em sinefrina (PELLATI e BENVENUTI, 2007). Nos
animais, a biossintese envolve a conversdao da tiramina, formada a partir da
descarboxilagdo da tirosina, em octopamina, catalisada pela dopamina B—hidroxilase
(DBH). O produto desta reagdo é posteriormente transformado em sinefrina pela
feniletanolamina N-metil transferase (PNMT) (FUGH-BERMAN e MYERS, 2004).

Assim como a octopamina, sua precussora biolégica, a sinefrina, é

considerada uma amina traco (AT) ou elusiva devido ao fato de ser uma substancia
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que ocorre fisiologicamente em humanos, encontrada em pequenas concentracdes
no sistema nervoso central (0,1-10 nM) (ZUCCHI et al., 2006). Por muito tempo, o
papel fisiolégico dessas aminas permaneceu desconhecido, sobretudo pela falta de
métodos analiticos para sua detecgcdo em amostras biolégicas e pela incapacidade
em demonstrar a existéncia de receptores especificos para as mesmas (D’ANDREA
et al., 2004), mas sabe-se que as AT sao neuromoduladores fisiolégicos, com efeitos
simpatomiméticos indiretos (GRANDY et al,, 2007). Mais recentemente, elas vém
recebendo grande atencado da comunidade cientifica devido aos efeitos semelhantes
aos de anfetaminas (BAUD et al., 1985; LINDEMANN e HORNER, 2005).

I
\OH
NH,
HO
Tirosina
DD
H
|
NH, N._
PNMT CH,
(b}
HO HO
Tiramina M-metil tiramina
[a}l/ DREH (b}l/ DEH
OH oH  H
NH, N
PNIT CHs
—_—
(a)
HO HO

Octopamina Sinefrina

Figura 3. Biossintese da Sinefrina. As vias sinalizadas por (a) ocorrem apenas nos animais,
enquanto que as sinalizadas por (b) sdo as vias preferenciais de sintese nos vegetais. (DD= dopa
DBH= dopamina [-hidroxilase; PNMT=
Adaptado de PELLATI e BENVENUT]I, 2007.

descarboxilase; feniletanolamina-N-metiltransferase).

Andlises enantioseletivas confirmaram que os frutos de C. aurantium contém
apenas o is6bmero R(-). Porém, observa-se que a (-)-sinefrina pode sofrer

isomerizacdo Optica a (+)-sinefrina quando submetida a procedimentos extrativos
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com temperaturas elevadas ou periodos de aquecimento prolongado, bem como
longos periodos de refluxo (PELLATI e BENVENUTI, 2007). Kusu e colaboradores
(1996), ao analisarem a urina de voluntarios apds a ingestao de suco de Citrus
unshiu observaram que 20 a 50% da (-)-sinefrina ingerida foi excretada na sua forma
conjugada e cerca de 10% na forma de (+)-sinefrina conjugada. Com isso, levantou-
se a hipbétese ainda ndao comprovada de que, in vivo, a sinefrina pode sofrer

interconversao do isémero (-) a forma (+).

3.3.2 Efedrina

A efedrina (Figuras 1 e 2) € uma amina simpatomimética, agonista de
receptores a e B adrenérgicos, com efeitos sobre o sitema cardiovascular e SNC
(ROTHMAN et al., 2003; SCHANEBERG et al., 2003), além de levar ao aumento dos
niveis séricos de noradrenalina através de sua liberacdo das terminacdées nervosas
periféricas para o liquido extracelular (ROTHMAN et al,, 2003). Quimicamente, é
uma feniletilamina, sendo denominada (1R,2S)—2—metilamino—1—fenilpropan—1-ol, e
faz parte de um grupo de aminas de acao estimulante central e periférica, assim
como o éxtase (3,4 metilenodioximetanfetamina — MDMA), metanfetamina e outras
anfetaminas (FREY et al., 2006).

A efedrina € o principal alcaloide encontrado em plantas do género Ephedra
(Ephedraceae), também conhecidas por Ma Huang, as quais podem ser localizadas
em zonas subtropicais da Asia, Europa e Américas (WHO, 1999; SONI et al., 2004).
Estas plantas caracterizam-se pela presenca de alcaloides derivados da fenilalanina,
sendo principalmente encontrados (+)-pseudoefedrina (+)-metilpseudoefedrina, (+)-
norpseudoefedrina, (-)-norefedrina, (-)-metilefedrina e (-)-efedrina, sendo este ultimo
presente em maiores quantidades (SCHANEBERG et al., 2003; BARBOSA-FILHO et
al., 2006). Estao presentes em diversas especialidades farmacéuticas utilizadas no
tratamento de doencas respiratérias como asma, resfriado e congestao nasal,
devido a sua acao descongestionante e broncodilatadora e também hipertensora
(MARTINDALE, 2005). S&do componentes de varias formulagbes utilizadas para
perda de peso e ganho de massa muscular (TSENG et al., 2006), normalmente na

forma de extrato de efedra padronizado em efedrina.
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Sua vasta utilizacdo nos suplementos esté ligada ao mecanismo pelo qual a
efedrina exerce agédo termogénica que, por sua vez, esta relacionado a estimulacéo
dos receptores P-adrenérgicos nos adipécitos e também no musculo esquelético
(GREENWAY, 2001). Ela também estimula a liberagdo de noradrenalina, que ativa a
enzima adenilato ciclase, aumentando os niveis de AMP. Sendo assim, ha ativacao
da lipase horménio-sensivel e liberacao de acidos graxos a partir do tecido adiposo.
(GOODMAN et al., 2001).

3.3.3 Cafeina

A cafeina (Figura 4) é um derivado metilado de bases purinicas pertencente
ao grupo das metilxantinas, onde se incluem também a teobromina e a teofilina. Este
pseudoalcaloide é estruturalmente identificado como 3,7-diidro-1,3,7-trimetil-1H-
purina-2,6-diona, mas também pode ser denominado 1,3,7-trimetilxantina
(MARTINDALE, 2005). Essa substancia esta presente na natureza em mais de 60
espécies vegetais em todo o mundo e pode ser encontrada nas sementes de café
(Coffea sp.), nas folhas de cha-verde (Camellia sinensis (L.) Kuntze), no cacau
(Theobroma cacao L.), no guarana (Paullinia cupana Kunth), na erva-mate (llex
paraguariensis A. St.- Hilaire) e na cola (Cola nitida (Vent) Schott & Endl., Cola
acuminata (P. Beauv.) Schott & Endl.) (SILVA NETO e SOARES, 2006).

e
N N0
A
N "CH;
H5C 0
Cafeina

Figura 4: Estrutura quimica da cafeina
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A cafeina possui como mecanismos de acdo bem estabelecidos a nivel
celular: a mobilizacdo de caélcio pelo reticulo sarcoplasmatico, a inibicdo da enzima
fosfodiesterase, a acdo na bomba de soédio e potassio e o antagonismo aos
receptores de adenosina, sendo esse Ultimo o mais importante, uma vez que é
responsavel por diversas respostas no organismo (NEHLIG et al., 1992; BRAGA e
ALVES, 2000).

No SNC a adenosina age como redutor da frequéncia cardiaca, da pressao
arterial e da temperatura corporal. Esses efeitos depressores ocorrem porque a
adenosina promove a inibicdo da liberagdo de noradrenalina (GOODMAN et al., ,
2001). Antagonizando esses efeitos, a cafeina promove estimulagcdo dos sistemas
envolvidos, aumentando tanto a liberacdo de noradrenalina como a taxa de ativacéao
espontanea dos neurbnios noradrenérgicos (NEHLIG et al., 1992; SILVA NETO e
SOARES, 2006). Aléem disso, observa-se a estimulagdo cardiaca, aumento da
pressao arterial por vasoconstricdo cerebral e redugcdo da mobilidade intestinal,
produzindo um classico estado de estimulagdo simpatica (NEHLIG et al., 1992;
SILVA NETO e SOARES, 2006). Também provoca a inibicdo pré-sinaptica da
liberagdo de dopamina, levando ao aumento de seus niveis quando do consumo
crénico (SILVA NETO e SOARES, 2006).

A cafeina age também no aumento da secrecdo da enzima lipase, uma
lipoproteina que mobiliza os depdsitos de gordura para utiliza-los como fonte de
energia em substituicdo ao glicogénio muscular, tornando o corpo mais resistente a
fadiga (GREENWAY, 2001). Ainda, estimula lipdlise induzida por noradrenalina e
mostrou inibir a lipase pancreatica em ratos (GREENWAY, 2001). Outro mecanismo
de acgao é inibicao da enzima fosfodiesterase, que é responsavel pela degradacao
do mediador quimico intracelular, denominado adenosina monofosfato ciclico
(AMP,), convertendo-o em adenosina (GOODMAN et al., 2001). Dessa forma ela
aumenta o tempo de meia-vida do AMP. (aumento nos niveis de AMP; intracelular)
levando a um aumento da lipélise (TARNOPOLSKY et al., 1989; BRAGA e ALVES,
2000).

Estudos experimentais e epidemioldégicos sugerem que a cafeina pode
facilitar a perda e a manutencédo do peso corpéreo pelo aumento da termogénese,
oxidacao de gordura e lipélise (COFFEY et al., 2004; LOPEZ-GARCIA et al., 2006).

Porém, os mecanismos pelo qual ela induz esses efeitos ainda ndo estdao bem
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esclarecidos. Achenson e colaboradores (2004) sugerem que ela pode estimular a
termogénese pelo aumento do furnover lipidico. Esse efeito na mobilizacao lipidica
poderia ser interpretado de dois modos:

e Cafeina estimula a atividade do SNS, aumentando a liberacdo de

catecolaminas e consequentemente a oxidacao lipidica;

e Cafeina age pela inibicdo do AMP., que em altas concentracbes nos tecidos

ativa a lipase horménio sensivel, promovendo lipdlise.

Logo, ela tem sido utilizada em varias formulagbes destinadas ao
emagrecimento, sobretudo por acreditar-se que a mesma melhora os efeitos de
outras substancias simpatomiméticas, como a efedrina (HALLER et al., 2004).

3.3.4 Salicina

A salicina (Figura 5) é um glicosideo fendlico com propriedades analgésicas,
antipiréticas e anti-inflamatérias. E extraido da casca do salgueiro branco (White
willow bark), casca seca, inteira ou fragmentada, de ramificagdes jovens de Salix
alba L. e outras espécies do género Salix (Salicaceae) incluindo S. purpurea L. e S.
fragilis L. A droga vegetal contém no minimo 1,5% do total de derivados salicilicos,
expresso como salicina (CyzH1sO7; MM 286,3) (PARFITT, 1999). A salicina é
usualmente obtida fazendo-se um extrato aquoso da casca de espécies de Salix
(MERCK, 1996).

OH
OH
O O
I
HO OH ~F
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Salicina

Figura 5. Estrutura quimica da salicina
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Depois da ingestao oral, a salicina é hidrolisada no figado a alcool salicilico, o
qual é oxidado a acido salicilico, principal produto de biotransformacao (SCHMID et
al., 2001). Em reacdes de fase Il, o &cido salicilico € convertido a acido salicilurico e
acido gentisico, os quais sao excretados na urina, na forma de glicuronideos.
Estima-se que 71% da salicina absorvida é eliminada na forma de acido salicilurico,
seguido de &cido salicilico (15%) e acido gentisico (14%) (SCHMID et al., 2001).

Apesar de ser amplamente difundido o uso de salicilatos em formulagcdes
emagrecedoras e termogénicas, praticamente ndao ha respaldo cientifico que
justifigue seu emprego em tais formulacées. Acredita-se que a salicina ajude a
potencializar o efeito das outras substancias de forma sinérgica, prolongando o
tempo de acdo da efedrina, sinefrina e cafeina, para reforcar a sua eficacia como
agentes de perda de peso. Literaturas nao cientificas apresentam a salicina como
sendo um ingrediente de “refor¢co” para a termogénese, ajudando a impulsionar o
efeito de outros ingredientes de modo sinérgico e que promoveria aumento do calor
corporal, levando a um prolongamento do tempo de acédo da efedrina ou de outras
substancias termogénicas presentes nas associacoes. Apenas os trabalhos de
Dulloo e Miller (1987) e Horton e Geissler (1991) foram encontrados relacionando a
especialidade farmacéutica Aspirina®, que pertence a mesma familia de salicilatos
que a salicina, ao aumento da inducdo de termogénese de substincias como a

efedrina, mas sem relacionar nenhum mecanismo de acao especifico.

3.4. Toxicidade de p-sinefrina, efedrina, cafeina e salicina e suas associacoes

Os compostos anfetaminicos promovem a inducao da liberacao de serotonina
e de noradrenalina, adrenalina e dopamina, bem como inibicdo da recaptagdo dos
mesmos (RANG et al, 2001, SULZER et al.,, 2005). Estes neurotransmissores
ativam o0s respectivos receptores, resultando, dentre outros efeitos, numa
exacerbacdo da estimulacdo simpatica. Além disso, as anfetaminas promovem
alteragdes nos centros de saciedade por um mecanismo mediado pelo hipotalamo
lateral, promovendo um efeito anoréxico, além de estarem associadas ao
desenvolvimento de tolerancia e dependéncia (GOODMAN et al. E sabido que, em

altos niveis ou em administracdes repetidas, sdo capazes de produzir efeitos
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neurotoxicos como deplecao de dopamina endogena de seus depdsitos neuronais e
aumento da geragdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais parecem
contribuir com o dano nos terminais de dopamina (FREY et al., 2006). Com isto, tem
sido admitido que as anfetaminas podem aumentar a formagdo de ERO por
estimularem as funcbes basais da mitocondria, fonte primaria de ATP celular,
através da cadeia de transporte de elétrons (BROWN e YAMAMOTO, 2003).

A sinefrina possue estrutura quimica e comportamento farmacologico
semelhante a efedrina e anfetaminas (ROSSATO et al., 2011). Portanto, & possivel
que também leve ao aumento de ERO e, consequentemente, ao estresse oxidativo,
condicdo na qual a producdo de substancias oxidantes excede a capacidade
antioxidante do organismo, ocupando papel de destaque na patogénese de varias
doencas (HALLIWEL, 1993; LEICHTWEIS e JI, 2001). De fato, estudos realizados
por nosso grupo de pesquisa demonstraram que a sienfrina induz ao aumento da
atividade mitocondrial, podendo levar a um aumento na produgdo de ERO
(AZAMBUJA, 2007; LARENTIS, 2007).

Os suplementos alimentares e compostos emagrecedores contendo efedrina
foram associados a ocorréncia de infarto agudo do miocardio, arritmia cardiaca,
hipertensdo grave, hepatite, convulsées e acidente vascular cerebral (JOSEFSON,
1996; AULT, 1997; HALLER e BENOWITZ, 2000; SAMENUK et al, 2002;
MORGENSTERN et al., 2003; SONG et al., 2008).

A toxicidade da efedrina é manifestada por superestimulagcdo do sistema
adrenérgico e efeitos no sistema cardiovascular e incluem cefaleia, ansiedade,
insbnia, agitagcao, tonturas, nauseas, vomitos, sudorese, sede, palpitacdes, fraqueza
muscular e tremores, psicose, e crises convulsivas, além de risco aumentado de
rabdomidlise (PENTEL, 1984; REYNOLDS, 1993; ZAHN et al, 1999). A
administragdo tdpica como descongestionante nasal pode causar efeito rebote e
taquifilaxia em poucos dias de uso, e a administracdo parenteral pode resultar em
alucinacoes, delirios e euforia (REYNOLDS, 1996). Também pode predispor
acidente vascular cerebral tanto hemorragico quanto isquémico (SONG et al., 2008).

A exemplo do que ocorre com a efedrina, os efeitos adversos mais
frequentemente associados ao uso de produtos a base de sinefrina/Citrus aurantium
sao os que afetam o sistema cardiovascular, devido aos efeitos adrenérgicos.
Geralmente pessoas que estdo acima do peso Sdo mais propensas ao consumo
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desses produtos do que a populacdo com indice de massa corpdrea considerado
como normal, e € também mais vulnerdvel aos efeitos adversos, principalmente
devido a ocorréncia de comorbidades associadas a obesidade. Além disso, varios
usuarios sao consumidores cronicos destes produtos (BLANCK et al., 2007) e o
fazem sem nenhum acompanhamento médico e/ou em doses exageradas e muito

variaveis.

O efeito da ingestao de cafeina sobre o sistema cardiovascular ainda é motivo
de grande controvérsia. Seu consumo regular parece elevar a pressao arterial de
forma persistente (JAMES, 2004; DE MARIA e MOREIRA, 2007). A utilizagéo
excessiva pode resultar em sérios problemas e, em casos raros, morte
(BRODERICK e BENJAMIN, 2004; KERRIGAN e LINDSEY, 2005). Em humanos, a
ingestao de doses entre 200 e 300 mg produz melhora da concentragdo e aumento
de energia (GARRETT e GRIFFITHS, 1997). Alguns autores afirmaram que um
consumo superior a 400 mg por dia pode levar ao chamado “cafeinismo”, cujos
sintomas mais comuns sao ansiedade, inquietacao, irritabilidade, tremores, perda de
apetite, tensdo muscular e palpitacées no coracao (FINNEGAN, 2003). Contudo,
essa dose nao é consensual. Segundo Silva Neto e Soares (2006), a mesma seria
de 500 mg e incluiria sintomas como ins6nia, rubor facial, contracdo muscular, dor
abdominal, tensdo, pensamento e fala acelerados e desorganizados e, algumas
vezes, exacerbacdo de uma ansiedade preexistente ou de estados de panico,
depressao ou esquizofrenia. Portanto, sendo um estimulante do SNC, é necessario
ter cautela na associacdo da cafeina com outros estimulantes centrais, como os

anfetaminicos, para nao induzir efeito excessivo (RABELLO et al., 2000).

Estudos e relatos de caso tém demonstrado que preparagdes comerciais
contendo extratos enriquecidos de Citrus aurantium e/ou sinefrina provocam ou
estdo associadas a aumento de pressao arterial (HALLER et al., 2005; BUI et al.,
2006), angina variante (GANGE et al., 2006), infarto do miocardio em paciente sem
histérico de doenca cardiaca (NYKAMP et al., 2004), assim como ha relato da
ocorréncia de isquemia cerebral ap6s uso diario (por curto periodo de tempo) de
produto livre de efedrina e contendo sienfrina (BOUCHARD et al., 2005). Em ratos,
foi observada uma reducao no consumo de alimento e aumento da mortalidade nos
grupos tratados com extrato de C. aurantium, além de alteracbes no
eletrocardiograma, incluindo arritmias ventriculares (CALAPAI et al., 1999).
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Entretanto, em estudos conduzidos por Arbo e colaboradores (2008; 2009a;
2009b) tanto extratos de C. aurantium quanto a p-sinefrina apresentaram baixa
toxicidade, mesmo quando testados em altas doses. Os efeitos observados
evidenciaram uma toxicidade aguda transitoria, pois persistiram apenas por3a4 h e
foram atribuidos a estimulacdo adrenérgica (ARBO et al, 2008). Ensaios de
toxicidade sub-cronica (28 dias) avaliaram varios biomarcadores e, de uma forma
geral, nao evidenciaram toxicidade. Nao foram observadas mortes, danos cardiacos,
hepaticos ou renais nem alteragdes uterinas nos animais submetidos a testes de
toxicidade aguda (ARBO et al.,, 2008), sub-crénica (ARBO et al, 2009b) ou de
atividade (anti)estrogénica (ARBO et al., 2009a).

Além disso, Rossato e colaboradores (2010) investigaram a captacao de p-
sinefrina e m-sinefrina por cardiomidcitos isolados de ratos e observaram que o0s
cardiomiécitos foram capazes de distinguir os dois isbmeros e que somente a m-
sinefrina produziu efeitos téxicos potenciais, enquanto que o isbmero para mostrou
pouca ou nenhuma cardiotoxicidade in vitro. Esses resultados levam a crer que
relatos de toxicidade que se tinham até entao poderiam estar relacionados ao uso
simultaneo de sinefrina/C.aurantium com outras substancias de carater estimulante,
dentre as quais a cafeina, salicina e até mesmo a efedrina, substancias essas que

comumente se encontram associadas nos produtos disponibilizados no mercado.

Efeitos cardiovasculares graves levaram a Health Canada Agency a decretar
a proibicao do uso de sinefrina com intuito de perda de peso (JORDAN et al., 2004).
Entretanto, dos 16 casos considerados na época, apenas 1 se referia a um produto
contendo apenas o extrato de C. aurantium. Em 7 casos, a sinefrina estava
associada a cafeina e em 8 casos estava combinada com cafeina e efedrina. Dois
individuos que ingeriram os suplementos com sienfrina, cafeina e efedrina foram a
Obito ap6s complicagdes cardiacas, demonstrando que essas associacdes podem
potencializar significativamente os efeitos adversos (JORDAN et al., 2004).

Essa hipbétese pode ser corroborada pelos resultados de um estudo
randomizado, duplo cego contra placebo em que individuos receberam dois tipos de
suplementos para emagrecimento: um contendo apenas sinefrina e outro contendo
sinefrina associada a cafeina. Enquanto que com a associagao foi observado um
aumento na pressao sistélica e diastélica, 0 mesmo nao aconteceu com a sienfrina

isolada. O ritmo cardiaco, porém, aumentou significativamente nos dois tratamentos
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quando comparados com o grupo placebo, possivelmente devido a atividade
inespecifica B-adrenérgica da sinefrina (HALLER et al., 2005). Este e outros casos
clinicos relatados sugerem uma potencial toxicidade cardiaca da sinefrina, em

especial quando usada em associagcao com outros estimulantes cardiacos.
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4. MANUSCRITO I:

“Toxicological Effects of a Mixture Used in Weight Loss Products:
p- Synephrine Associated With Ephedrine, Salicin, and Caffeine”

Aceito para publicacao no International Journal of Toxicology
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O presente artigo descreve a avaliacgdo da toxicidade aguda em
camundongos machos e fémeas de p-sinefrina associada a efedrina, salicina e
cafeina, uma mistura comumente utilizada nos produtos emagrecedores
disponibilizados no mercado. A avaliacao incluiu o teste de toxicidade aguda,
avaliacdo da atividade locomotora espontdnea, teste da neurotoxicidade por

desempenho no rota-rod e avaliagdo da temperatura corporal.

Foram encontrados varios sinais caracteristicos de toxicidade aguda,
incluindo alteracdes na atividade motora, agitacao, episédios de jumping, ptose,
piloerecdo, salivacdo, dificuldade respiratéria, lacrimejamento, espasmos
musculares, convulsées e morte. Outro achado importante foi diferenca de
toxicidade entre géneros, sendo os machos mais sucetiveis a agdo da mistura do
que as fémeas, fato esse atribuido ao estrogénio. Também foi possivel observar
significativa diminui¢gdo na atividade locomotora espontanea, reducao da laténcia de
permanéncia no rota-rod, demonstrando perda de equilibrio, e diminuicao
significativa da temperatura corporal dos animais tratados com a mistura.
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ABSTRACT

p- Synephrine is an adrenergic amine found in Citrus aurantium L. fruits and has
been used for weight loss in dietary supplements. There are commercial products
containing this substance associated to caffeine, salicin and ephedrine. The aim of
this study was to evaluate the acute toxicity of this mixture in mice of both sexes. The
significative results observed after acute oral administration to male and female mice
of 300, 350 and 400 mg/kg total of p-synephrine, ephedrine, salicin plus caffeine in a
10:4:6:80 w/w ratio were a reduction in locomotor activity and ptosis in all treated
groups for both sexes. Seizures were also observed in male (400mg/kg) and female
groups (350 and 400 mg/kg). Gasping and tearing were observed in males.
Salivation (400 mg/kg), agitation (350 and 400 mg/kg) and piloerection (all treated
groups) were significantly observed only in females. Deaths occurred in males at 350
and 400 mg/kg treated groups and the necropsy showed cardiopulmonary

hemorrhage. A reduction in locomotor activity was confirmed through the
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spontaneous locomotor activity test, in which the number of crossings considerably
decreased (p<0.01) in all treated groups. The rota-rod test showed a decrease in
motor coordination at 400 mg/kg. Body temperature decreased significantly (p<0.01)
in all treated groups compared to controls. The results suggested clear signs of
toxicity of p-synephrine, ephedrine, salicin and caffeine association this toxicity
augments the attentiveness on commercial products containing this mixture, given

the expressive number of adverse events related to its utilization.

Keywords: p-synephrine, ephedrine, salicin, caffeine, weight-loss, acute toxicity
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5. MANUSCRITO II:

“Biochemical and oxidative differences between male and female rats after
subchronic toxicity test of a mixture used in weght loss products”

Em fase final de redacao para submissao
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O presente trabalho descreve a avaliacao toxicoldgica subcrénica por 28 dias
consecutivos em ratos Wistar machos e fémeas da mistura de padrdes de p-
sinefrina, efedrina, salicina e cafeina, na proporcdao de 10:4:6:80, mimetizando
apresentacbes comerciais de suplementos alimentares e compostos

emagrecedores.

Os resultados obtidos demonstraram que a mistura das substancias promove,
em determinadas doses, alteracoes hepaticas e renais e ocorréncia de estresse
oxidativo em machos. Contudo, as fémeas apresentaram diferente perfil de
toxicidade, ndo havendo indicios de dano hepético, renal nem tampouco de estresse
oxidativo, sugerindo que a diferenca hormonal entre os géneros pode influenciar a
acao e/ou toxicidade da mistura.
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ABSTRACT

The safety of products being marketed for weight loss containing associations of
multiple ingredients, including p-synephrine, ephedrine, salicin, and caffeine are
controversy and there is no study about their toxicity on the scientific literature. This
association in dietary supplements and weight loss products is very frequently and
common used worldwide, although ephedrine has been prohibited in many countries.
Previous toxicological studies found acute toxicity of this mixture in male and female
mice indicating the need of more studies regarding this subject. The aim of this study
was to evaluate the subchronic toxicity profile of p-synephrine, ephedrine, salicin and
caffeine association. Male and female Wistar rats (n=8 per group per sex) were
treated for 28 consecutive days by oral gavage with water (control) or 50, 75, 100
and 150 mg/kg of the association of p-synephrine, ephedrine, salicin and caffeine
(proportion of 10:4:6:80, m respectively). Daily, body weight was measured and
animals were observed for signs of toxicity, morbidity and mortality. At the end of the
period, animals were sacrificed and necropsied. Blood were collected for
hematological, biochemical and oxidative stress evaluation, including hematocrit,
hemoglobin, ALT, AST, creatinine, MDA, GSH, GPx. The results were analyzed by
ANOVA/Bonferroni. Repeated-dose oral subchronic toxicity study showed no clinical
signs of toxicity, neither weight alterations nor deaths occurred as well as any
significative alterations in hematological parameters both in male and female rats.
Biochemical and oxidative stress biomarkers performed showed lipid peroxidation,
and hepatic and renal damages (p<0.05) in male rats (100 and 150 mg/kg) and
reduction (p<0.05) in GSH levels and all treated male groups. In females, there were
no indications of oxidative stress, neither biochemical alteration. The different toxicity
profile displayed by male and female rats suggests hormonal influence in mixture
effects. Results demonstrated that the association of p-synephrine with ephedrine,
salicin and caffeine can alter the oxidative status and promote renal and hepatic
damages. More long-term studies should be made to elucidate the role of hormones
on toxicological effects presented by the weight-loss association. The use of products
containing the questioned association should be used with caution until the total
understanding of the toxicological profile.

Keywords: p-synephrine, ephedrine, salicin, caffeine, subchronic toxicity, oxidative
stress
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6. MANUSCRITO lil:

“GC/FID simultaneously analysis of ephedrine, octopamine, p-synephrine and
caffeine in weight loss products”

Em fase final de redacao para submissao
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O presente trabalho descreve a otimizacdo e validacdo de um método
analitico por CG/DIC para determinacao e quantificacao simultdnea de p-sinefrina,

efedrina, octopamina e cafeina e confimagao por CG/EM.

O método proposto foi desenvolvido e validado com sucesso e se mostrou
simples, seletivo, exato e robusto. O método foi aplicado a compostos
emagrecedores e suplementos alimentares comercializados e se mostrou adequado
para tal finalidade, podendo ser usado no controle de qualidade para identificar e

quantificar essas substancias em uma ampla variedade de matrizes.

Nao foi possivel incluir a quantificacdo da salicina no método proposto, uma
vez que a mesma nao obedeceu aos parametros de validacdo preconizados pela
guia adodata, sendo possivel apenas sua identificacdo. Contudo, incluimos a
determinacao e quantificacdo de octopamina, que € uma amina precussora da p-
sinefrina em sua biossintese e pode ser de grande valia quando da avaliagédo da
qualidade de produtos ditos naturais, isso €, de produtos que declaram conter

extratos de Citrus aurantium.
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ABSTRACT

The aim of this study was to develop and validate a method for identification
and quantification of ephedrine, octopamine, p-synephrine and caffeine
simultaneously in dietary supplements and weight loss products, based on GC/FID
analysis, followed by confirmation with GC/MS. The use of products containing these
substances associated is very frequent and there is a lack of analysis methods to
guarantee the quality of products. The samples were submitted to cleanup by solid
phase extraction with strong cation exchange and liquid-liquid extraction with
chloroform, and then derivatizated with trifluoroacetic anhydride. The extraction
procedure proposed was considered appropriate and the method was validated. The
separation of the analytes was adequate in a total running of 12 minutes and the
GC/FID method was validated by defining the linearity (50, 100, 200, 500, 1000 and
2000 pg/mL to ephedrine, octopamine and p-synephrine and 250, 500, 1000, 2500,
5000 and 10000 pg/mL to caffeine), limit of detection, limit of quantification, precision,
accuracy, selectivity, specificity and robustness. The selectivity of the method was
further improved by confirmation of the analytes by GC/MS. Mean recovery from
weight loss products was 86.5 to ephedrine, 85.6 to octopamine, 86.4 to p-
synephrine and 90.1 to caffeine. None significant changes were observed in the
chromatographic behavior when the experimental conditions were changed slightly
demonstrating that the method is rugged. The analysis method developed can be
used in quality control to identify and quantificate these substances in a wide range
of matrices.

Keywords: Ephedrine, p-synephrine, octopamine, caffeine, weight loss products,
methods validation
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7. MANUSCRITO IV:

“Citrus aurantium L. (bitter orange): chemical composition, pharmacological

properties and toxicological aspects”

Capitulo publicado no livro “Citrus Fruits: Properties, Consumption and Nutrition”
(ISBN: 978-1-61761-189-6)
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O presente capitulo traz uma ampla revisdo bibliografica sobre Citrus
aurantium. Nele, serdo abordados aspectos botanicos, composicao quimica, usos
populares, propriedades farmacolégicas, aspectos toxicolégicos e analiticos de C.

aurantium e seus extratos.

C. aurantium, também conhecida por laranjeira-amarga, laranjeira-azeda,
laranjeira-cavalo e laranjeira de Sevilha, possui utilizagdo milenar na medicina
popular para diversos fins. Entretanto, passou a receber destaque a partir do
momento em que extratos de seus frutos verdes comecaram a ser utilizados em

formulagdes para emagrecimento, devido a presenga da amina p-sinefrina.

105



In: Citrus Fruits: Properties, Consumption and Nutrition [SBN: 978-1-61761-189-6
Editor: Duane A. Slaker © 2011 Nova Science Publishers, Inc.

Chapter 4

CITRUS AURANTIUM L. (BITTER ORANGE):
CHEMICAL COMPOSITION, PHARMACOLOGICAL
PROPERTIES AND TOXICOLOGICAL ASPECTS
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1. SUMMARY

The evergreen Citrus aurantium is a tree probably native from Southern
Vietnam and widely cultivated throughout the world (Putzbach et al., 2007). The

terms bitter orange, sour orange, Seville orange and green orange are commonly

used to describe C. aurantium L. (Rutaceae) fruits. lts active principles comprise

essential oils (Rogers, 1981; Pultrini et al., 2006), flavonoids (Bisset and Wichtl,

1994), and adrenergic amines as p-synephrine (Haller et al., 2005).

Recently, C. aurantium aroused great interest because of the extracts of

unripe fruits, containing p-synephrine, have been used for weight loss (Schaneberg
and Khan, 2004) as a component of dietary supplements, replacing ephedrine,
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banned in some countries. However, p-synephrine has structural and
pharmacological similarity with other adrenergic amines such as epinephrine,
norepinephrine, amphetamine and ephedrine. For this reason, believes that it may
cause similar adverse effects, especially on the cardiovascular system (Fugh-Berman
and Myers, 2004).

Based on these considerations, herein we present a literature review focusing
botanical aspects, chemical composition, general uses, pharmacological properties,
toxicity and analytical aspects of Citrus aurantium extracts.
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8. DISCUSSAO GERAL
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Os resultados dos testes agudos com a associacao de p-sinefrina, efedrina,
salicina e cafeina demonstraram claramente que essa mistura apresenta sinais de
toxicidade. Arbo e col. (2008) realizaram testes de toxicidade aguda em
camundongos utilizando apenas extratos de C. aurantium e p-sinefrina e os
resultados demonstraram apenas efeitos transitérios, mesmo quando testados em
altas dosagens. Entretanto, a associagdo de p-sinefrina com efedrina, salicina e
cafeina evidenciou toxicidade em camundongos, incluindo a ocorréncia de sinais
como ptose, piloerecdo e alteracbes na atividade locomotora, tanto em machos
guanto em fémeas, em todas as doses testadas.

Inicialmente houve reducgéo na atividade locomotora, com posterior aumento e
ocorréncia de episédios de agitacdo e de jumping, demonstrando num primeiro
momento efeitos téxicos provocados pelo excesso de estimulacdo adrenérgica e em
um segundo estagio os efeitos farmacolégicos caracteristicos mais pronunciados
para esse tipo de substancias. Os efeitos da mistura na atividade locomotora foram
evidenciados também através do teste de atividade locomotora espontanea, sendo
que 0s animais apresentaram significativo decréscimo na atividade (p<0,01),
inclusive em relacdo ao grupo tratado apenas com p-sinefrina (em dose equivalente
aquela encontrada na mistura). Reducao da atividade locomotora pbde ser
observada quando da administracao de altas doses de cafeina (Okuro et al., 2010) e
extratos contendo alcaloides da efedra. O efeito redutor pode decorrer de
estimulacao adrenérgica, uma vez que altas doses de agonistas a1 e 2 produziram
esse tipo de efeito (Consoli et al., 2007; Stone et al., 2007).

Salivacao e piloerecao sao efeitos toxicos nao especificos, mas indicativos de
efeitos mediados por agonistas a1l (Cordioli, 2005), assim como aumento da
frequéncia respiratéria é indicativo de acao no sistema adrenérgico e ja havia sido
observada anteriormente para p-sinefrina e para extratos contendo alcaloides da
efedra (Arbo et al., 2008). A ptose geralmente € um efeito apresentado por drogas
depressoras (Almeida et al, 1999). Também foi possivel observar decréscimo
significativo na coordenagdo motora ou excessivo relaxamento da musculatura em
animais tratados com a mistura, através de efeitos neurolégicos nao especificos
(Dallmeier and Carlini, 1981).
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Efeitos na temperatura corporal também foram observados, ocorrendo uma
significativa diminuigdo (p<0,01) da mesma em todos os grupos tratados com a
mistura, apesar de essas substancias serem utilizadas como termogénicas (Preuss
et al, 2002) e deveriam aumentar a temperatura corporal. Contudo, por haver
hiperestimulacdo a e B adrenérgica, pode haver efeitos de toxicidade que promovam
alteracdes do centro regulador de temperatura e levem a hipotermia. Watanabe e
col. (2008) demonstraram hipotermia por estimulacdo a adrenérgica, assim como ha
relatos de hipotermia provocada por altas doses de cafeina (Okuro et al., 2010;

Pechlivanova et al., 2010).

Os efeitos observados nos estudos indicam que o mecanismo de acao e de
toxicidade de misturas pode envolver mais do que uma simples soma de acdes
farmacolégicas de cada um dos componentes. A farmacocinética e farmacodinamica
das substancias podem ser modificadas quando da administracdo concomitante das
mesmas, podendo haver interacdes que alterem o efeito farmacolégico de cada uma
(Linck et al., 2009) e promovam efeitos inesperados, incluindo efeitos toxicos.

A necropsia dos animais mortos em decorréncia da exposicdo aguda a
mistura evidenciou hemorragia cardiopulmonar, e corroborando com varios relatos
da literatura de casos onde ha utilizacdo de suplementos alimentares ou produtos
destinados a perda de peso contendo p-sinefrina associada a efedrina ou cafeina e
que resultam em episédios de arritmias, hipertensao, taquicardia e outras alteracdes
cardiacas, infarto do miocardio, derrame cerebral e até mortes devido a
complicagbes cardiovasculares (Haller et al., 2008; Bui et al., 2006; Hoffman et al.,
2006; Bouchard et al., 2005; Jordan, 2004; Nasir et al., 2004; Marcus e Grollman,
2003).

Os testes de toxicidade subcrénica demonstraram que a administragdo por 28
dias da mistura de substancias nas doses testadas modifica o status oxidativo e
promove alteracdes hepaticas e renais nos ratos machos. O figado é um érgao alvo
de toxicidade de drogas anfetaminicas e sabe-se que tanto a p-sinefrina e a efedrina
sdo estruturalmente e farmacologicamente relacionadas a essa classe de
substancias (Firenzuoli et al., 2005). Além disso, anfetaminas e analogos aumentam
a producao de ERO (Yamamoto e Zhu, 1998; Colado et al., 1997; Fleckenstein et al.,
1997; Giovanni et al.,, 1995), assim como a cafeina (Jewett et al., 1989), fatos esses
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que podem levar a ocorréncia de peroxidacao lipidica e, consequentemente,

estresse oxidativo.

Contudo, nas fémeas nao foram visualizadas alteragbes oxidativas, hepaticas
ou renais. Varios relatos apontam que o género é um fator envolvido na injuria
hepatica induzida por drogas (Hemieda, 2007; McConnachie et al., 2007, Dever and
Elfarra, 2008) e demonstram que os machos sdo mais suscetiveis a esse tipo de
efeito, sendo que as concentragdes de estrogénio podem ser responsaveis por essa
discrepancia (McConnachie et al., 2007; Dever e Elfarra, 2008; Liang et al., 2011).
Alguns estudos reportam diferencas na capacidade antioxidante entre os géneros
masculino e feminino (Yamamoto et al., 2002; llhan et al., 2004) sugerindo que o
hormonio estrogénio possui capacidade antioxidante, enquanto que a testosterona
nao possui nenhuma atividade antioxidante (Yagi e Komura, 1986).

No que tange a andlise quimica de suplementos alimentares e compostos
emagrecedores, ha uma necessidade emergente de métodos que possam
determinar varias substancias simultaneamente, de forma rapida e inequivoca, para
maior controle de qualidade das formulacées encontradas no mercado. Logo, a
analise simultanea de efedrina, p-sinefrina, salicina e cafeina em produtos para
perda de peso vém ao encontro desse proposito, sobretudo ao considerarmos que
ndao ha métodos descritos na literatura para analise simultdnea das substancias
propostas.

Foi possivel validar um método por CG/DIC para analisar efedrina, p-sinefrina,
cafeina e octopamina em suplementos alimentares e compostos emagrecedores.
Contudo, nado foi possivel incluir a salicina, uma vez que a mesma pode ser
detectada, mas nado apresentou reprodutibilidade e esse fato impossibilitou sua
validacdo no método proposto através dos parametros exigidos pelas guias que
regulamentam validagdes. Ja a octopamina foi incluida pelo fato de ser precussor da
p-sinefrina em sua biossintese e pode ser de grande valia no controle de qualidade

de produtos ditos naturais que contenham extratos de Citrus aurantium.

A analise por CG/FID foi validada com sucesso através da definicdo de sua
linearidade, limite de deteccao e quantificacao, precisao, robustez e seletividade. O
método de extracdo, adaptado de Andrade et al. (2009), por SPE utilizando
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cartuchos SCX, seguido de extracao liquido-liquido com cloroférmio foi considerado
apropriado, sendo capaz de minimizar os interferentes. A etapa de preparacdo da
amostra é crucial, sobretudo em se tratando de matrizes tdo complexas como sao os
suplementos alimentares e compostos emagrecedores. A posterior derivatizacdo das
amostras através de reacdo de acetilacdo com anidrido trifluoroacético foi
satisfatéria, permitindo a analise das aminas efedrina, p-sinefrina e octopamina sem
interferir na analise da cafeina. O emprego do método proposto e validado em
amostras adquiridas no mercado local evidenciou sua satisfatéria aplicabilidade em
diferentes matrizes, sendo possivel detectar e quantificar as substadncias em

questao.

A otimizacao por CG/EM foi fundamental para nortear processo de validagcao
por CG/DIC, além de auxiliar na diferenciacdo de algumas substancias que podem
coeluir (caso da m-sinefrina e octopamina, que possuem o mesmo tempo de
retencdo no método por CG/FID), permitindo, assim, a inequivoca identificacéo
através dos espectros de massas. Além disso, essa diferenciacdo auxilia o controle
de qualidade das amostras, permitindo a inferéncia de adulteracdes nas mesmas.
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9. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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Neste trabalho realizamos a avaliacdo toxicolégica da associacao de p-
sinefrina, efedrina, salcina e cafeina, uma mistura amplamente utilizada em diversos
produtos emagrecedores consumidos em todo mundo. As avaliagdes toxicologicas
aguda e subcroénica da mistura demonstraram um alto potencial de toxicidade, sendo

possivel observar varias alteragdes fisiolégicas nos animais submetidos aos testes.

O teste de toxicidade aguda demonstrou redugcdo da atividade locomotora,
ptose (em todas as doses em ambos 0s sexos), convulsées (350 mg/kg em fémeas
e 400 mg/kg em machos e fémeas), além de salivacdo, agitacdo, piloerecado em
fémeas, bem como mortes em machos (350 e 400 mg/kg) oriunda de hemorragia
cardiopulmonar. Reducao na atividade locomotora foi confirmada através do teste de
atividade locomotora espontanea em machos que mostrou diminuicao significativa
(p<0,01) em todos os grupos tratados, sendo o mesmo resultado observado quando
do teste de temperatura corporal, havendo decréscimo da mesma em todas as
doses testadas. O teste de rota-rod mostrou ocorréncia de neurotoxicidade em
machos tratados com 400 mg/kg. A DLsg da mistura em machos foi estimada entre
350 e 400 mg/kg.

A avaliagdo da toxicidade subcronica demonstrou alteracdes significativas
(p<0,05) em marcadores do estresse oxidativo, indicando a ocorréncia de
peroxidacao lipidica (pelo aumento de MDA), além de danos hepaticos e renais em
ratos machos (100 e 150 mg/kg) e diminuicio da GSH em todos os machos
tratados. Nas fémeas nao houve indicacdo de estresse oxidativo, mas sim

ocorréncia de alteracbes hepaticas que nao foram conclusivas.

De modo geral os resultados obtidos justificam a continuidade dos estudos
toxicolégicos, com a realizacdo de novas avaliagdes, incluindo estudos de mais
longa duragao, haja vista a utilizacdo destes produtos por periodos mais longos de
tempo pelos consumidores. Além disso, a avaliacdo de outros marcadores de
estresse oxidativo se fazem pertinentes para um melhor entendimento do perfil
oxidativo exercido pela mistura. Ainda, o fato de que os resultados encontrados
mostraram perfis diferenciados entre machos e fémeas justifica a realizacao de
estudos que verifiquem a influéncia hormonal sobre a agdo e sobre a toxicidade
desta mistura, sobretudo da acdo do estrogénio, incluindo ensaios de atividade

(anti)estrogénica, uma vez que mulheres jovens, em idade reprodutiva, € que
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compostos quimicos podem interferir em rotas hormonais e alterar o ciclo menstrual,

a fertilidade e o desenvolvimento embrionario.

O método proposto por CG/DIC foi desenvolvido e validado com sucesso para
a determinacdo e quantificacdo simultanea de efedrina, octopamina, p-sinefrina e
cafeina em suplementos alimentares e compostos emagrecedores. Os resultados
obtidos demonstram que o método pode ser considerado linear, especifico, preciso e
robusto, em uma analise rapida e eficaz, além de ter uma boa recuperacao, haja
vista a complexidade da matriz e a necessidade de clean-up e derivatizacao dos
analitos. A aplicacdo do meétodo nos produtos adquiridos mostrou resultados
satisfatorios, podendo ser implementada em rotinas laboratorias onde a analise seja
requerida para controle de qualidade de produtos, sobretudo naqueles laboratérios

que nao possuam cromatografia liquida ou CG/EM.
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